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DESCRIPCION
Anticuerpos contra NKG2D humano y usos de los mismos
Campo de la Invencién

[0001] La presente invencion se refiere a anticuerpos contra NKG2D humano (hNKG2D) y su uso en el tratamiento o
prevencién de enfermedades y trastornos en pacientes humanos.

Antecedentes de la Invencién

[0002] EI inmunorreceptor NKG2D es normalmente expresado sobre células T CD8* humanas y células NK. Sobre
células CD8" preactivadas, el receptor homodimérico de NKG2D humano (hNKG2D) funciona como un co-estimulante
de sefalizacion de TCR y CD28+TCR mediante su asociacion a DAP10, mientras que en células NK funciona como un
activador directo. Varios ligandos para hNKG2D han sido identificados y caracterizados, los cuales incluyen los ligandos
relacionados con la clase | de MHC, MICA y MICB, la familia de la proteina de unién a UL16 (ULBP) y la familia de
transcrito-1 temprano de acido retinoico (RAET1).

[0003] En enfermedades autoinmunes crénicas tales como la artritis reumatoide, hNKG2D es expresado sobre un
subconjunto de células T CD4" CD28 y esta implicado en la estimulacion de su proliferacién y produccion de IFNy y la
expresion de MIC es sobrerregulada (Groh et al., PNAS 2003; 100: 9452). También se ha demostrado que las células T
que expresan CD4+ hNKG2D en enfermedades de Crohn son mediadoras de respuestas inflamatorias y citotoxicas a
través de interacciones de MICA (Allez et al., Gastroenterolog y 2007; 132: 2346-2358). Una sugerencia inicial de que
NKG2D es un impulsor esencial en inflamacion autoinmune provino de la prevencion y el tratamiento de la inflamacion
que conduce a diabetes en un modelo murino de diabetes (ratones NOD) por un anticuerpo monoclonal (mAb) que se
une a y bloquea NKG2D murino (CX5) (Ogasawara et al., Immunit y 2004; 20: 757-767), lo que sugiere aplicaciones
terapéuticas para anticuerpos anti-NKG2D. Esas aplicaciones han sido descritas, por ejemplo, en los documentos
US20050158307, W0O2005097160, W0O2005115517 y WO2006024367.

[0004] La mayoria de los mAbs murinos contra NKG2D humano que se han descrito (véase, por ejemplo, Pende et al.,
Eur J Immunol 2001;31: 1076-86, W002068615; Bauer et al., Science 1999: 285: 727-9; Castriconi et al., PNAS 2003;
100: 4120-25; y André et al., Eur J Immunol 2004;34: 1-11) o estan comercialmente disponibles (por ejemplo, anticuerpo
149810 de R&D Systems, MN, EUA y ON72 de Beckman Coulter Inc.) son inmunogénicos.

[0005] La US2006280755 se refiere a agentes de modulacion de NKG2D para el tratamiento de enfermedades
autoinmunes, trastornos inflamatorios y rechazo de aloinjertos. Los agentes de modulacién se caracterizan por el hecho
de que reducen la interaccion de NKG2D con DAP10, reducen la cantidad de NKG2D en la superficie celular, reducen la
activacion mediada por NKG2D y tienen un KD inferior a 1nM. Dichos agentes de modulacién incluyen anticuerpos
monoclonales humanos completos dirigidos contra NKG2D (y preparacion de los mismos). Sin embargo, no se han
generado anticuerpos monoclonales humanos.

[0006] El unico mAb anti-NKG2D completamente humano descrito en la literatura se reportd que tenia efectos
agonisticos y antagonisticos sobre la sefializacion de NKG2D (Kwong et al., J Mol Biol 2008;384: 1143-1156), lo que lo
hace menos adecuado como agente terapéutico para trastornos inflamatorios y/o autoinmunes.

[0007] Por consiguiente, existe la necesidad de mAbs anti-hNKG2D con propiedades 6ptimas para su uso terapéutico
en enfermedades y trastornos inflamatorios y/o autoinmunes. La presente invencién se dirige a estas y otras
necesidades y aporta varios beneficios que se describiran en el resto de este documento.

[0008] La W0O2007/005874 divulga anticuerpos monoclonales humanos para ligando 1 de muerte programada (PD-L1)
donde el anticuerpo denominado 5F8 comprende la region VL idéntica (es decir, SEC. ID. N°: 14) a la del anticuerpo MS
de esta invencion.

Resumen de la Invencién

[0009] La presente invencion proporciona anticuerpos monoclonales anti-hNKG2D aislados utiles para aplicaciones
terapéuticas en humanos. Tipicamente, los anticuerpos son completamente humanos o humanizados para reducir al
minimo el riesgo de respuestas inmunes contra los anticuerpos cuando se administran a un paciente. Como se describe
aqui, otras moléculas de unién al antigeno tales como por ejemplo, fragmentos de anticuerpo de unién al antigeno,
derivados de anticuerpo y moléculas multiespecificas, pueden ser disefiados o derivados de esos anticuerpos.

[0010] En un aspecto, los anticuerpos se caracterizan por una o mas propiedades funcionales o por una combinacién de
propiedades funcionales. Las propiedades ilustrativas incluyen, por ejemplo, prevenir la activacion mediada por
hNKG2D de células NK o T que expresan hNKG2D; competir con al menos un ligando hNKG2D natural o con varios
ligandos, en la unién a hNKG2D; reducir la cantidad de hNKG2D sobre la superficie de una célula NK o T que expresa
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hNKG2D; unir también NKG2D de Cynomolgus y/o Rhesus; unir sélo una molécula de anticuerpo por dimero de
hNKG2D; entrelazar no mas de 2 dimeros de hNKG2D cuando se afiaden a células NK y/o T que expresan hNKG2D;
tener efecto agonista insignificante sobre la sefializacion de hNKG2D durante la unién; y/o unir a hNKG2D con una
constante de disociacion (KD) de 1 nM o menor. Ciertos anticuerpos anti-hNKG2D de la invencion también pueden o
alternativamente competir con, unirse a esencialmente el mismo epitopo que, o unirse con la misma o superior afinidad
que, uno o mas anticuerpos anti-hNKG2D humanos particulares descritos aqui, que incluyen anticuerpos MS y 21F2.
Por ejemplo, en una forma de realizacion, los anticuerpos son también o alternativamente mas capaces de competir con
el bloqueo de unién a hNKG2D de MS y/o 21F2 que los anticuerpos anti-hNKG2D murinos conocidos (por ejemplo,
aquellos descritos anteriormente). En una forma de realizacion, los anticuerpos se unen al mismo epitopo de hNKG2D
que MS y/o 21F2. En otra forma de realizacion, los anticuerpos también o alternativamente se unen al mismo epitopo
que MS. En otra forma de realizacion, los anticuerpos también o alternativamente se unen al mismo epitopo que 21F2.
El experto en la técnica entendera que los anticuerpos provistos por y/o usados en las formas de realizacién de esta
invencion pueden presentar tres, cuatro o mas de las caracteristicas anteriormente referenciadas.

[0011] En otro aspecto, los anticuerpos también o alternativamente comprenden uno o mas paratopos y/o secuencias de
union al antigeno que son idénticas o similares a los paratopos MS o 21F2 y/o secuencias de unién al antigeno
descritas aqui.

[0012] En otros aspectos, la invencién proporciona acidos nucleicos que codifican anticuerpos de la invencién, vectores
de expresién que comprenden tales acidos nucleicos, células huésped que comprenden esos acidos nucleicos, células
huésped que producen anticuerpos de la invencién y métodos para producir anticuerpos anti-hNKG2D mediante el
cultivo de tales células huésped bajo condiciones apropiadas.

[0013] También se proporcionan fragmentos de unién al antigeno de tales anticuerpos, asi como moléculas que
comprenden los fragmentos de union al antigeno, que incluyen fragmentos de anticuerpo genéticamente manipulados,
derivados de anticuerpo, anticuerpos biespecificos y otras moléculas multiespecificas.

[0014] También se proporcionan composiciones farmacéuticas y kits u otros articulos que comprenden esos anticuerpos
u otras moléculas.

[0015] Ademas se proporcionan métodos de reduccién o inhibicién de activacion de hNKG2D, sefalizacion de hNKG2D
o activacion de células NK o T que expresan hNKG2D mediante una o mas propiedades funcionales o mediante una
combinacién de propiedades funcionales de los anticuerpos de la presente invencion.

[0016] Ademas se proporcionan métodos para reducir la inflamacién y métodos para tratar o prevenir enfermedades o
trastornos autoinmunes y/o inflamatorios, que incluyen pero no se limitan a artritis reumatoide, enfermedad intestinal
inflamatoria (IBD) que incluye la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerativa, lupus eritematoso sistémico (SLE),
psoriasis, artritis psoriatica, esclerosis multiple, enfermedad celiaca, enfermedad viral (tal como por ejemplo, hepatitis
viral) y rechazo de trasplante de varios érganos y tejidos (que incluye pero no se limita a corazén y médula dsea),
mediante el uso de esos anticuerpos, moléculas y composiciones de la presente invencion.

Breve Descripcion de las Figuras

[0017]

La figura 1 muestra los andlisis de suero de ejemplo de ratones inmunizados con hNKG2D de la cepa KM mouse™. El
analisis de citometria de flujo sobre células BAF/3 que expresan NKG2D o células de control (células BAF/3) en varios
momentos temporales revel6 titulos cada vez mayores de anticuerpo con unién selectiva para NKG2D en 1 ul de suero
(A). La pre-incubacion con sueros (1 ul) tomada después de la 62 inmunizacién contenia anticuerpo capaz de prevenir la
unién de MICA-Fc a NKG2D (B).

La figura 2 muestra un ejemplo de un anticuerpo humano en forma de un sobrenadante de hibridoma unido
especificamente a células que expresan NKG2D (A) pero no a la misma linea de células que no expresa NKG2D (B). El
anticuerpo se afadio a las células en forma de sobrenadante de hibridoma. También se muestra la unién de un control
positivo directamente marcado, anticuerpo anti-NKG2D murino 149810, a células que expresan NKG2D (C) y células
que no expresan (D). La delineacion negra representa tincion de fondo y los picos rellenos representan tincion
especifica.

La figura 3 demuestra dosis-respuesta de unién de NKG2D a células que expresan NKG2D de anticuerpos IgG4
completamente humanos, recombinantemente expresados y purificados (16F16, 16F31, MS y 21F2) en comparacion
con anticuerpos murinos comerciales (ON72 y 149810).

La figura 4 muestra las secuencias de aminoacidos para las cadenas pesada (H) y ligera (L) de anticuerpos anti-
hNKG2D humanos 16F16 y 16F31 (A) y MS y 21F2 (B) de isotipo IgG4, en donde se resaltan las regiones variables (en
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negrita) y regiones de CDR (subrayadas). Los identificadores de secuencia correspondientes para las secuencias de
aminoacidos y las diversas partes resaltadas se proporcionan en la tabla 1.

La figura 5 muestra alineaciones de secuencias de VH y VL con las secuencias de linea germinal recombinadas
correspondientes. Las regiones de CDR se sefialan por numeros de Kabat en negrita y las hipermutaciones somaticas
estan sefialadas por texto subrayado en negrita. (A) Cadena H de 16F16 IgG4; (B) cadena L de 16F16 1gG4; (C) cadena
H de 16F31 1gG4; (D) cadena L de 16F31 IgG4; (E) cadena H de MS IgG4; (F) cadena L de MS IgG4; (G) cadena H de
21F2 1gG4; (H) cadena L de 21F2 IgG4. SEC. ID. N° 27-30 corresponden a VH3_21/D3-9/JH4, VKI_L15/JK2,
VH3_20/D3-10/JH6 y VKIII_A27/JK3, recombinados, respectivamente y SEC. ID. N° 60-63 corresponden a
VH4_59//JH3, VKIII_A27/JK1, VH5_51/D3_10_R3/JH4 y VKIII_L6/JK1 recombinados, respectivamente.

La figura 6 muestra el bloqueo de unién al ligando (MICA) por un anticuerpo anti-NKG2D humano de ejemplo,
demostrado por el bloqueo de unién al ligando por pre-incubacién con anticuerpo en un sobrenadante de hibridoma. La
delineacion representa el fondo, el gris representa la union al ligando sin pre-incubacién y el negro con lineas punteadas
representa la union al ligando con pre-incubacion.

La figura 7 muestra una curva de dosis-respuesta obtenida cuando se analizan varias concentraciones de anticuerpos
anti-hNKG2D completamente humanos recombinantemente expresados y purificados (16F16, 16F31, MS y 21F2;
isotipo IgG4), lo que da la CI50 y dosis necesaria para el bloqueo completo de 1 ug de uniéon de MICA-mFc.

La figura 8 muestra que la union a NKG2D de ON72 a NKG2D se evitd completamente por pre-incubacién con
sobrenadante de hibridoma que contenia 16F16. La delineacion representa el fondo, el gris representa la union a ON72
sin pre-incubacion y el negro punteado representa la unién a ON72 con pre-incubacion.

La figura 9 muestra la capacidad de los anticuerpos anti-hNKG2D completamente humanos para bloquear la union
subsecuente de anticuerpos anti-hnNKG2D murinos a NKG2D o viceversa. (A) 16F16: Pre-incubacion con 16F16
recombinantemente expresado y purificado (0,3 ug; isotipo IgG4) evitdé que ON72 (0,3 pg) se uniera a NKG2D. La
reversion del orden de incubacion mostré que la pre-incubacion con ON72 (0,3 ug) solo evitd el 85% de la union de
16F16 recombinantemente expresado y purificado del isotipo 1IgG4 (0,3 ug), lo que muestra que alguna fraccion de
NKG2D permanecié disponible para unién por anticuerpo completamente humano, lo que sugiere un epitopo por lo
menos parcialmente diferente a aquel unido por ON72. El anticuerpo 149810 so6lo demostré aproximadamente 50% de
inhibiciéon cruzada de 16F16 recombinantemente purificado y expresado (isotipo IgG4), cuando se probd a 1: 1 (0,3ug,
0,3ug) y a 3: 1 (1ug, 0,3ug) de concentracion de anticuerpo 149810 a 16F16, respectivamente, nuevamente mostrd
probablemente diferencias en la unién de epitopo sobre NKG2D. Se usaron las siguientes combinaciones de incubacion
y deteccion: deteccion de ON72 sin (a) o con (b) pre-incubacion de 16F16; deteccién de 16F16 sin (c) o con (d) pre-
incubacién de ON72; deteccion de 149810 (0,3 ug) sin (e) o con (f) pre-incubaciéon de 16F16 (0,3 ug); detecciéon de
16F16 sin (g) o con (h) pre-incubacion de 149810 (0,3ug); deteccién de 149810 (1ug) sin (i) o con (j) pre-incubacion de
16F16 (0,3 ug); deteccion de 16F16 (0,3 ug) sin (k) o con (I) pre-incubaciéon de 149810 (1 ug); deteccion de 16F16 (0,3
Mg). (figura 9B) MS: 0,1 ug anticuerpo anti-hnNKG2D murino se incubd con o sin pre-incubacion con 0,1 ug de anticuerpo
MS, seguido por deteccion con anticuerpo anti-ratén mediante el uso de citometria de flujo. La incubacién con 0,1 ug de
ON72, 1D11 o 149810 sin pre-incubacion con MS se normalizé a 100% y se muestra en (a), (c) y (e), respectivamente.
La incubacién con 0,1 ug de MS durante 30 minutos seguido por incubacion y deteccion de ON72, 1D11 o 149810 se
muestra en (b), (d) y (f), respectivamente. La pre-incubacién con MS inhibié 98%, 88% y 96,5% de la unién a NKG2D de
ON72, 1D11 y 149810, respectivamente, lo que sugiere epitopos similares de al menos algunos de los anticuerpos. (C)
21F2: deteccion de unidon a ON72 con (a) o sin (b) pre-incubacién con 21F2; deteccidn de unién a 1D11 con (c) o sin (d)
pre-incubacion con 21F2; y deteccidn de unién a 149810 con (e) o sin (f) 21F2 (todos los anticuerpos a 0,1 ug).

La figura 10 muestra tincion de células de mono Rhesus o Cynomolgus (cyno) con anticuerpo ON72 y 16F16 purificado
de hibridoma original. (A) Células NK de cyno, (B) células T CD8+ de cyno, (C) células NK de Rhesus y (D) células T
CD8+ de Rhesus. Los valores presentados son intensidad de fluorescencia media (MFI, por sus siglas en inglés) de
unién donde la MFI de unién de anticuerpo secundario sola se ha sustraido. No se observé unién a células T CD4+ en
ninguna especie.

La figura 11 muestra la unién de anticuerpo humano MS a células CD8-positivas humanas o de Cynomolgus en células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs, por sus siglas en inglés) en diferentes concentraciones de anticuerpo, lo
que demuestra que la afinidad a NKG2D humano y de Cynomolgus es similar.

La figura 12 muestra que la adicién de anticuerpos bloqueadores de ligando (ON72 o 16F16 recombinantemente
expresado y purificado (isotipo 1gG4)), bloqued la muerte mediada por NK de células objetivo que expresan MICA de
una manera dependiente de la dosis en un ensayo de liberacién de cr.

La figura 13 muestra que 16F16 y 16F31 recombinantemente expresados y purificados (ambos isotipo IgG4) fueron
capaces de inhibir la muerte de células objetivo que portaban MICA (A) y ULBP3 (B) (BaF/3) por células NK-92 de una
manera dependiente de la dosis, con bloqueo casi total por 16F16 a 0,8 ug/ml para ambos ligandos y bloqueo parcial
por 16F31 en la dosis probada mas alta de 20 ug/ml para ambos ligandos.
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La figura 14 muestran que MS, 21F2 y 16F16 recombinantemente expresados y purificados (todos isotipos 1gG4) fueron
capaces de inhibir la muerte mediada por NK de células objetivo que expresan ligando. (A) Inhibiciéon de muerte por
células NK-92 de células ULBP3-BaF/3 por MS o 21F2. (B) Inhibicion de muerte por células NKL de células BaF/3-MICA
por MS o 16F16.

La figura 15 muestra la reduccién inducida por anticuerpo de NKG2D de superficie celular, mediante el uso de células
BaF/3 transfectadas con NKG2D y DAP10. La figura muestra el porcentaje de receptor de NKG2D que permanece
sobre la superficie de las células después de incubacion durante la noche con ON72 (1 ug) o anticuerpos 16F16
humanos recombinantemente expresados y purificados (1 pg; isotipo 1gG4) o 16F31 (3 pg; isotipo 1gG4), en
comparacion con el control (receptor de NKG2D de superficie celular después de incubaciéon durante la noche con
anticuerpo anti-NKG2D = 100%).

La figura 16 muestra la reduccion inducida por anticuerpo MS de NKG2D de superficie celular, mediante el uso de
células BaF/3 transfectadas con NKG2D y DAP10 (realizada como en la figura 15) (A) o células NK humanas recién
preparadas de sangre periférica (B). En (B), las células NK fueron incubadas durante la noche en presencia de suero
humano, para simular una situacién en la sangre con IgGs presentes, y concentraciones variables de anticuerpo MS. La
modulacién a la baja maxima se logré incluso en la concentracion mas baja, lo que corresponde a aproximadamente
60% de saturacion de receptor medido en el ensayo de unién bajo condiciones similares sobre células NK NKG2D+.

La figura 17 muestra el porcentaje de reduccién de NKG2D de superficie celular sobre células NK humanas después de
incubacion durante la noche con las concentraciones de anticuerpo 21F2 indicadas.

La figura 18 muestra el efecto de ON72, MS y 21F2 sobre NKG2D presentado en la superficie en diferentes tipos de
células en muestras de sangre humana, en los puntos temporales indicados. La concentracion de cada anticuerpo fue
de 0,1 pyg/ml. Aunque no esta limitado por la teoria, la reduccion de NKG2D presentado en la superficie en los
experimentos probablemente representa internalizacion de NKG2D. Las figuras (A) a (C) muestran internalizacién de
NKG2D inducido por anticuerpo de células NK que expresan NKG2D, células T CD8+ y células T &y, respectivamente.
MS y 21F2 dieron por resultado menos reduccion de NKG2D asociado a la superficie que ON72.

La figura 19 muestra los resultados de una prueba de ensayo para un efecto agonistico de MS y ON72 inmovilizado
sobre la proliferacion de células T, utilizando dos dosis subdptimas diferentes de CD3 para permitir la coestimulacion.
(A) [CD3] = 0,1 ng/ml; (B) [CD3] = 0,3 ng/ml. La proliferacion de células T se evalud por dilucion de CFSE en una
poblacién de PBMC estimulada con anticuerpo inmovilizado como se indica durante 3 dias seguidos por estimulacion de
IL-2 durante cuatro dias. La estimulacion de CD28 se incluye como un control positivo de coestimulaciéon. No se pudo
detectar efecto agonistico significativo para MS, mientras que ON72 tuvo un efecto bajo pero significativo sobre la
proliferacién de células T.

La figura 20 ilustra representaciones sobrepuestas tridimensionales del dimero de hNKG2D en complejo con
fragmento(s) de Fab de anticuerpo anti-NKG2D (MS o hzON72) o con ligando MICA. El homodimero de hNKG2D
(‘NKG2D’) se muestra en una representacion de superficie con uno de los mondémeros en un color mas oscuro que el
otro. Los fragmentos de Fab (‘MS’ y ‘hzON72’, respectivamente) son indicados en estilo de tubo negro mientras que
MICA (‘MICA’) esta indicado en un estilo de representacion de estructura secundaria esquematica clara. (A), (20)
Superposicion de las estructuras de complejo de cristal ANKG2D/MS Fab y hNKG2D/MICA (Li et al., Nat Immunol 2001;
2: 443-451; codigo PDB 1HYR, mediante el uso de atomos C-alfa de la molécula de hNKG2D comun como plantilla).
Puesto que tanto MICA como MS se unen al dimero NKG2D de una manera simétrica, (A) y (B) muestran las dos
posibles orientaciones de union relativas de las dos moléculas de ligando cuando se unen al dimero NKG2D. Hubo un
traslapado considerable entre MICA y MS Fab en los célculos de superposicién a hNKG2D para ambas orientaciones, lo
que demuestra la capacidad de MS Fab para bloquear MICA de unirse al receptor de hNKG2D. Véase ejemplo 11. (C)
Superposicion las estructuras de cristal complejas de hNKG2D/hzON72 Fab y de hNKG2D/MICA. Cada mondémero de
hNKG2D fue enlazado por un hzON72 Fab. En un calculo de superposicion a hNKG2D, también el anticuerpo hzON72
hizo un traslape considerable al sitio de unién a MICA, lo que muestra que hzON72 puede bloquear unién de MICA a
hNKG2D. Véase ejemplo 12.

La figura 21 muestra residuos de epitopo en la secuencia (SEC ID N°: 2) de cada unidad de monémero de NKG2D de
un dimero de hNKG2D para MS Fab (A), hzON72 Fab (B) y molécula de MICA (C) en las secuencias (SEC ID N°: 2) de
las dos unidades de mondmero de hNKG2D. Los residuos de NKG2D dentro de una distancia de 4,0 A de los atomos de
ligando de la estructura de cristal se consideré que eran parte del epitopo de unién y estan subrayados. Los residuos
doblemente subrayados estuvieron implicados en la unidon de hidréogeno al ligando. (A) Epitopo de unién para un MS
Fab individual sobre unidades de monémero de hNKG2D 1 y 2 en un dimero de hNKG2D. Los mondmeros
cristalograficos N y C se combinaron en la unidad 1 de monémero de NKG2D y los monémeros cristalograficos My D se
combinaron en la unidad 2 de monémero NKG2D. En la unidad de mondmero 2, el atomo de cadena lateral de Lys 150
N no estuvo implicado en la union de hidrégeno en uno de los dos complejos cristalograficamente independientes.
Véase también tablas 9-12. (B) Epitopos de unién respectivos para 2 hzON72 Fabs simultaneamente unidos a unidades
1y 2 de mondmeros de hNKG2D. Trp 166 estuvo implicado en la unién de hidrégeno en uno de los complejos
moleculares cristalograficamente independientes (una molécula de hzON72 Fab en complejo con un mondémero de
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hNKG2D) pero la distancia fue demasiada para la unién de hidrégeno en el otro. Véanse tablas 14-15. (C) Epitopo de
union para molécula de MICA sobre unidades 1 y 2 de mondmero de hNKG2D. MICA mostré una union asimétrica al
dimero de hNKG2D y por lo tanto se pudo unir en dos orientaciones con respecto a MS-Fab. La segunda orientacion de
MICA se puede obtener simplemente al intercambiar las dos representaciones de unidad monomeérica.

La figura 22 muestra moléculas de hNKG2D en representaciones de superficie con uno de los monémeros ligeramente
mas oscuro que el otro. Los atomos de NKG2D dentro de la distancia de 4,0 A de sus atomos de MS/hzON72/MICA Fab
de estructuras de cristal respectivas se colorearon en negro y se muestran para MS Fab (A), 2 hzON72 Fabs (B) y para
MICA, (C) y (D). Puesto que tanto MICA como MS Fab se unen al dimero de NKG2D de una manera simétrica, la
concentracion de unién relativa a NKG2D puede diferir. Esto se indica en la figura que muestra las dos posibles
orientaciones de union relativas de MICA en (C) y (D) a MS. Véase también tablas 9-12 y 14-15.

Definiciones

[0018] Como se usa aqui, "hNKG2D" y, a menos que se indique otra cosa o se contradiga por el contexto, los términos
"NKG2D," también conocido como "NKG2-D," "CD314," "D12S2489E," "KLRK1", "receptor similar a lectina de células
asesinas subfamilia K, miembro 1" y "KLRK1" se refieren a un gen receptor activador de células asesinas humanas, su
ARNmM (por ejemplo, NCBI RefSeq NM_007360; SEC ID N°: 1) y su producto de gen (NCBI RefSeq NP_031386; SEC ID
N°: 2) o variantes que ocurren naturalmente del mismo. En células NK y T, la forma de unién a ligando del receptor de
hNKG2D es un homodimero (Li et al., Nat Immunol 2001;2: 443-451). El receptor de hNKG2D esta tipicamente presente
en la superficie en complejo con DAP10 (Wu et al., J Exp Med 2000; 192: 1059 et seq.; NCBI Acceso N°: AAG29425,
AAD50293) y se ha sugerido que también forma complejos de orden superior. Cualquier actividad atribuida aqui a
hNKG2D, por ejemplo, activacion celular, reconocimiento de anticuerpo, etc., también se puede atribuir a hNKG2D en
forma de un complejo o complejos de orden superior con DAP10 y/u otros componentes.

[0019] EIl término “anticuerpo” aqui se usa en el sentido mas amplio e incluye especificamente los anticuerpos
monoclonales de longitud completa, anticuerpos policlonales y, a menos que se indique otra cosa o se contradiga por el
contexto, los fragmentos de union al antigeno, variantes de anticuerpo y moléculas multiespecificas del mismo, siempre
que presenten la actividad bioldgica deseada. Generalmente, un anticuerpo de longitud completa es una glicoproteina
que comprende por lo menos dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas por enlaces de
disulfuro o una porcién de unién al antigeno del mismo. Cada cadena pesada esta compuesta de una region variable de
cadena pesada (abreviada aqui como VH) y una regién constante de cadena pesada. La regidon constante de cadena
pesada esta compuesta de tres dominios, CH1, CH2 y CH3. La cada cadena ligera estd compuesta de una region
variable de cadena ligera (abreviada aqui como VL) y una regién constante de cadena ligera. La region constante de
cadena ligera estd compuesta de un dominio, CL. Las regiones de VH y VL ademas pueden subdividirse en regiones de
hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de complementariedad (CDR), entremezcladas con regiones
que son mas conservadas, regiones denominadas regiones marco (FR). Cada VH y VL esta compuesta por tres CDRs y
cuatro FRs, dispuestas desde el amino-terminal al carboxi-terminal en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3,
CDR3, FRA4. Las regiones variables de las cadenas pesada y ligera contienen un dominio de unién que interactia con
un antigeno. Los principios generales de la estructura molecular del anticuerpo y varias técnicas pertinentes a la
produccién de anticuerpos se proporcionan en, por ejemplo, Harlow and Lane, ANTIBODIES: A LABORATORY
MANUAL, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., (1988).

[0020] Un “fragmento de union al antigeno” de un anticuerpo es una molécula que comprende una porcién de un
anticuerpo de longitud completa que es capaz de unirse detectablemente al antigeno, que comprende tipicamente una o
mas porciones de por lo menos la regién VH. Los fragmentos de unién al antigeno incluyen moléculas multivalentes que
comprenden una, dos, tres 0 mas porciones de unién al antigeno de un anticuerpo y construcciones de cadena sencilla
en donde las regiones VL y VH o porciones seleccionadas de las mismas, se unen mediante enlazadores sintéticos o
por métodos recombinantes para formar una molécula de unién al antigeno funcional. Aunque algunos fragmentos de
unioén al antigeno de un anticuerpo se pueden obtener por fragmentacion real de una molécula de anticuerpo mas
grande (por ejemplo, digestidon enzimatica), la mayoria son tipicamente producidos por técnicas recombinantes.

[0021] Los términos “derivado de anticuerpo” e “inmunoconjugado” se usan intercambiablemente aqui para denotar
moléculas que comprenden un anticuerpo de longitud completa o un fragmento de unién al antigeno del mismo, en
donde uno o mas aminoacidos son quimicamente modificados, por ejemplo, por alquilaciéon, PEGilacion, acilacion,
formacion de éster o formacion de amida o similar, por ejemplo, para enlazar el anticuerpo a una segunda molécula.
Modificaciones ilustrativas incluyen PEGilacién (por ejemplo, PEGilacion de cisteina), biotinilacion, radiomarcaje y
conjugacion con un segundo agente (tal como un agente citotoxico).

[0022] Una “molécula multiespecifica” comprende un anticuerpo o un fragmento de unioén al antigeno del mismo, que
esta asociado o enlazado a por lo menos otra molécula funcional (por ejemplo, otro péptido o proteina tal como otro
anticuerpo o ligando para un receptor) lo que forma una molécula que se une a por lo menos dos sitios de union
diferentes o moléculas objetivo. Moléculas multiespecificas ilustrativas incluyen anticuerpos biespecificos y anticuerpos
enlazados a fragmentos de receptor solubles o ligandos.

[0023] El término “anticuerpo humano”, como se usa aqui, se pretende que incluya anticuerpos que tienen regiones
variables en las cuales tanto el marco como las regiones de CDR se derivan de (es decir, son idénticas o esencialmente
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idénticas a) secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana. Ademas, si el anticuerpo contiene una regién
constante, la region constante también es “derivada de” secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana. Los
anticuerpos humanos de la invencion pueden incluir residuos de aminoacidos no codificados por secuencias de
inmunoglobulina de linea germinal humana (por ejemplo, mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria o
especifica del sitio in vitro o por mutacién somatica in vivo). Sin embargo, el término “anticuerpo humano”, como se usa
aqui, no se pretende que incluya anticuerpos en los cuales las secuencias de CDR derivadas de la linea germinal u
otras especies de mamiferos, tales como un ratdn, hayan sido injertadas en secuencias marco humanas.

[0024] Un anticuerpo “humanizado” es un anticuerpo quimérico humano/no humano que contiene una secuencia minima
derivada de inmunoglobulina no humana. Para la mayor parte, los anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas
humanas (anticuerpo receptor) en las cuales los residuos de una region hipervariable del receptor son reemplazados por
residuos de una region hipervariable de una especie no humana (anticuerpo donador) tal como ratén, rata, conejo o
primate no humano con la especificidad, afinidad y capacidad deseadas. En algunos casos, los residuos de FR de la
inmunoglobulina humana son reemplazados por residuos no humanos correspondientes. Ademas, los anticuerpos
humanizados pueden comprender residuos que no se encuentran en el anticuerpo receptor o en el anticuerpo donador.
Estas modificaciones se hacen para refinar adicionalmente el rendimiento del anticuerpo. En general, un anticuerpo
humanizado comprendera sustancialmente todos de por lo menos uno y tipicamente dos de los dominios variables, en
los cuales todos o sustancialmente todos los bucles hipervariables corresponden a los de una inmunoglobulina no
humana y todos o sustancialmente todos los residuos FR son los de una secuencia de inmunoglobulina humana. El
anticuerpo humanizado opcionalmente también puede comprender por lo menos una porcion de una region constante
de inmunoglobulina (Fc), tipicamente la de una inmunoglobulina humana. Para detalles adicionales, véase, por ejemplo,
Jones et al., Nature 321: 522-525 (1986); Riechmann et al., Nature 332: 323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol.
2: 593-596 (1992), la WO 92/02190, solicitud de patente de EE.UU. 20060073137 y las patente de EE.UU. 6750325,
6632927, 6639055, 6548640, 6407213, 6180370, 6054297, 5929212, 5895205, 5886152, 5877293, 5869619, 5821337,
5821123, 5770196, 5777085, 5766886, 5714350, 5693762, 5693761, 5530101, 5585089 y 5225539.

[0025] EI término “regién hipervariable” cuando se usa aqui, se refiere a los residuos de aminoacidos de un anticuerpo
que son responsables de unioén al antigeno. La region hipervariable generalmente comprende residuos de aminoacidos
de una "region determinante de complementariedad" o "CDR" (residuos 24-34 (L1), 50-56 (L2) y 89-97 (L3) en el
dominio variable de cadena ligera y 31-35 (H1), 50-65 (H2) y 95-102 (H3) en el dominio variable de cadena pesada;
(Kabat et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, quinta edicion, U.S. Department of Health and
Human Services, publicacion de NIH N°: 91-3242) y/o aquellos residuos de “bucle hipervariable" (residuos 26-32 (L1),
50-52 (L2) y 91-96 (L3) en el dominio variable de cadena ligera y 26-32 (H1), 53-55 (H2) y 96-101 (H3) en el dominio
variable de cadena pesada; Chothia y Lesk, J. Mol. Biol 1987;196: 901-917). Tipicamente, la numeracién de residuos de
aminoacidos en esta region se realiza por el método descrito en Kabat et al., supra. Frases tales como “posicién de
Kabat", "numeracion de residuo de dominio variable como en Kabat" y "de conformidad con Kabat" en la presente se
refiere al sistema de numeraciéon para dominios variables de cadena pesada o dominios variables de cadena region
variable de cadena ligera. Al usar el sistema de numeracion de Kabat, la secuencia de aminoacidos lineal real de un
péptido puede contener menos o aminoacidos adicionales correspondientes a un acortamiento de, o insercion en, una
FR o CDR del dominio variable. Por ejemplo, un dominio variable de cadena pesada puede incluir un inserto de
aminoacido sencillo (residuo 52a de conformidad con Kabat) después del residuo 52 de CDR H2 y residuos insertados
(por ejemplo residuos 82a, 82b y 82c, etc. de conformidad con Kabat) después del residuo 82 de FR de cadena pesada.
La numeracién Kabat de residuos se puede determinar para un anticuerpo dado por alineacién a las regiones de
homologia de la secuencia del anticuerpo con una secuencia numerada segun Kabat "estandar".

[0026] Los residuos de “regién de marco” o "FR" son aquellos residuos de VH o VL que nos son las CDRs como se
define aqui.

[0027] Un “epitopo” o “sitio de unién” es un area o regidon en un antigeno al cual un péptido de union al antigeno (tal
como un anticuerpo) se une especificamente. Un epitopo de proteina puede comprender residuos de aminoacidos
directamente involucrados en la unién (también denominado componente inmunodominante del epitopo) y otros
residuos de aminoacidos, que no estan directamente involucrados en la unién, tales como residuos de aminoacidos que
son efectivamente bloqueados por el péptido de uniéon al antigeno especificamente (en otras palabras, el residuo de
aminoacido esta dentro de la “superficie excluida de solvente” y/o “huella” del péptido de union al antigeno
especificamente). El término epitopo en la presente incluye ambos tipos de sitios de unién de aminoacido en cualquier
region particular de un hNKG2D que se une especificamente a un anticuerpo anti-hNKG2D, u otro agente especifico de
hNKG2D de conformidad con la invencién, a menos que se indique otra cosa (por ejemplo, en algunos contextos la
invencion se refiere a anticuerpos que se unen directamente a residuos de aminoacido particulares). NKG2Ds puede
comprender un numero de epitopos diferentes, que pueden incluir, sin limitacion, (1) determinantes antigénicos de
péptido lineal, (2) determinantes antigénicos conformacionales que consisten en uno o mas aminoacidos no contiguos
localizados unos cerca de otros en la conformacion de NKG2D maduro; y (3) determinantes antigénicos de post-
traduccion que consisten, ya sea en total o en parte, en estructuras moleculares covalentemente unidas a un NKG2D,
tales como grupos carbohidrato. A menos que se especifique otra cosa o se contradiga por el contexto, los
determinantes antigénicos conformacionales comprenden residuos de aminoacidos NKG2D dentro de una distancia de
aproximadamente 4 A desde un atomo de un péptido de unién al antigeno.
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[0028] La “superficie excluida de solvente” es el area de una molécula que, en un calculo informatico, no puede ser
alcanzada por ninguna molécula de agua, por ejemplo, debido a la unién de la molécula a un ligando (Lee y Richards, J
Mol Biol 1971; 55: 379-400).

[0029] La frase “se une esencialmente al mismo epitopo o determinante que” un anticuerpo de interés (por ejemplo, MS
o 21F2) significa que un anticuerpo “compite” con el anticuerpo de interés para moléculas de NKG2D a las cuales el
anticuerpo de interés se une especificamente.

[0030] Un "paratopo" es un &rea o region de una porcion de unién al antigeno de un anticuerpo que se une
especificamente a un antigeno. A menos que se indique de otra manera o se contradiga claramente por el contexto, un
paratopo puede comprender residuos de aminoacidos directamente involucrados en la union del epitopo, varios de los
cuales son tipicamente en CDR y otros residuos de aminoacidos, que no estan directamente involucrados en la union,
tales como residuos de aminoacidos que son efectivamente bloqueados por el antigeno especificamente unido (en otras
palabras, el residuo de aminoacido esta dentro de la “superficie excluida de solvente” y/o “huella” para el antigeno
especificamente unido).

[0031] La capacidad de un anticuerpo anti-NKG2D para “bloquear” la uniéon de una molécula de NKG2D a un ligando de
NKG2D natural (por ejemplo, MICA), significa que el anticuerpo, en el ensayo que usa moléculas de NKG2D vy ligando
asociadas con la superficie celular o solubles, pueden reducir detectablemente la uniéon de una molécula NKG2D al
ligando de una manera dependiente de la dosis, en donde la molécula de NKG2D se une detectablemente al ligando en
ausencia del anticuerpo. Un ensayo ilustrativo para determinar si un anticuerpo anti-NKG2D es capaz de bloquear la
uniéon a MICA se proporciona en el ejemplo 3. El mismo ensayo se puede usar para probar bloqueo mediado por
anticuerpo de otros ligandos de NKG2D.

[0032] Una “variante” de un polipéptido se refiere a un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos que es
sustancialmente idéntica a un polipéptido de referencia, tipicamente un polipéptido nativo u “progenitor”. La variante de
polipéptido puede poseer una o mas sustituciones, eliminaciones y/o inserciones de aminoacidos en ciertas posiciones
dentro de la secuencia de aminoacidos nativa y/o adiciones en uno o ambos terminales.

[0033] EI término “sustancialmente idéntico” en el contexto de dos secuencias de aminoacidos significa que las
secuencias, cuando se alinean de manera 6ptima, tal como por los programas GAP o BEST-FIT mediante el uso de
pesos de espacio por omisién, comparten por lo menos aproximadamente 50 por ciento de identidad de secuencia.
Tipicamente, las secuencias que son sustancialmente idénticas presentaran por lo menos aproximadamente 60, por lo
menos aproximadamente 70, por lo menos aproximadamente 80, por lo menos aproximadamente 90, por lo menos
aproximadamente 95, por lo menos aproximadamente 98 o por lo menos aproximadamente 99 por ciento de identidad
de secuencia.

[0034] Las posiciones de aminoacidos "correspondientes" en dos secuencias de aminoacidos sustancialmente idénticas
son aquellas alineadas por cualquiera del software de analisis de proteina al que se hace referencia en la presente.

[0035] Una secuencia de acido nucleico (o elemento) esta “operativamente enlazada” a otra secuencia de acido
nucleico (o elemento) cuando se coloca en una relacion funcional con la otra secuencia de acido nucleico. Por ejemplo,
ADN para una presecuencia o lider secretor esta operativamente enlazado a ADN para (es decir, que codifica para
expresion de) un polipéptido si esta expresado como una pre-proteina que participa en la secrecion del polipéptido; un
promotor o potenciador esta operativamente enlazado a una secuencia codificante si afecta a la transcripciéon de la
secuencia; o0 un sitio de union a ribosoma esta operativamente enlazado a una secuencia codificante si esta colocado
para facilitar la traduccidon. Generalmente, “operativamente enlazado” significa que las secuencias de ADN que estan
enlazadas son contiguas y, en el caso de un lider secretor, contiguas y en fase de lectura. Sin embargo, algunos
elementos tales como los potenciadores, no tienen que ser contiguos con una secuencia codificante para estar
operativamente enlazados. El enlace tipicamente se logra por ligacién en sitios de restriccion convenientes. Si no
existen esos sitios, los adaptadores o enlazadores de oligonucledtidos sintéticos se pueden usar de conformidad con la
practica comun.

[0036] Una molécula “aislada” es una molécula que es la especie predominante en la composicion en donde se
encuentra con respecto a la clase de moléculas a la que pertenece (es decir, constituye por lo menos aproximadamente
50% del tipo de molécula de la composicion y tipicamente constituira por lo menos aproximadamente 70%, por lo menos
aproximadamente 80%, por lo menos aproximadamente 85%, por lo menos aproximadamente 90%, por lo menos
aproximadamente 95% o mas de la especie de molécula, por ejemplo, péptido, de la composicion). Comunmente, una
composicion de una molécula de anticuerpo presentard 98%, 98% o 99% de homogeneidad para moléculas de
anticuerpo en el contexto de todas las especies de péptido presentes en la composicién o por lo menos con respecto a
especies de péptido sustancialmente activas en el contexto de uso propuesto.

[0037] En el contexto de la presente invencion, “tratamiento” o “tratar” se refiere a prevenir, aliviar, manejar, curar o

reducir uno o mas sintomas o manifestaciones clinicamente relevantes de una enfermedad o trastorno, a menos que se

contradiga por el contexto. Por ejemplo, “tratamiento” de un paciente en quien no se han identificado sintomas o

manifestaciones clinicamente relevantes de una enfermedad o trastorno es terapia preventiva o profilactica, mientras
8
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que el “tratamiento” clinico, paliativo o curativo de un paciente en quien se han identificado sintomas o manifestaciones
clinicamente relevantes de una enfermedad o trastorno generalmente no constituye terapia preventiva o profilactica.
Cada forma de tratamiento puede ser considerada un aspecto distinto de la invencién.

Descripcion de la invencién

[0038] La presente invencién se basa, en parte, en anticuerpos anti-NKG2D con propiedades adecuadas para tratar a
pacientes humanos que padecen condiciones relacionadas con NKG2D, tales como por ejemplo, enfermedades y
trastornos autoinmunes e inflamatorios. Los anticuerpos de la invencién son tipicamente bien completamente humanos
bien humanizados para reducir al minimo el riesgo de una respuesta inmune contra el anticuerpo por el sistema
inmunoldgico propio del paciente, y se unen a hNKG2D en su forma activa, es decir, un homodimero sobre la superficie
de una célula y asociado con DAP10.

[0039] Los anticuerpos de la invencién son tipicamente usados para el tratamiento de condiciones en donde se debe
reducir la actividad de NKG2D. Esos anticuerpos pueden reducir o inhibir la activacion de células NK y/o T que expresan
NKG2D al, por ejemplo, competir con o bloquear uno o mas ligandos de NKG2D endégenos para union a NKG2D,
inframodular o reducir, de otra manera, la cantidad de NKG2D de superficie celular por unién y/o eleccion de una
respuesta de ADCC o CDC contra las células.

[0040] En un aspecto, los anticuerpos de la invencion son antagonistas y compiten con uno o mas ligandos naturales
tales como MICA para la union a NKG2D humano, con lo que se reduce la activacion de NKG2D inducida por ligando.
Las moléculas de MICA han estado claramente implicadas en enfermedades inflamatorias y como se muestra en el
ejemplo 3, varios anticuerpos humanos fueron efectivos en el bloqueo de union de MICA a NKG2D de superficie celular,
particularmente MS y 21F2 y la determinacion del epitopo mostré que MS Fab obstruy6 la union de MICA (ejemplo 11,
figura 20). Tanto MS como 21F2 también fueron altamente eficientes en el bloqueo de la citotoxicidad mediada por
células NK (ejemplo 6). Por lo tanto, estos resultados demuestran que la invencidon proporciona anticuerpos que tienen
esas propiedades.

[0041] En un aspecto mas particular, los anticuerpos de la invencion son antagonistas eficientes, pero también tienen
efecto agonistico insignificante sobre la sefalizacion de hNKG2D, por lo que no contribuyen a la inflamacién producida
por NKG2D. Por ejemplo, como se muestra en la figura 19, no se pudo detectar coestimulacion de MS inmovilizada
sobre la proliferacién activada por CD3 de PBMC, mientras que la ON72 inmovilizada dio por resultado una
coestimulacién pequefa pero significativa. Sin estar limitado por la teoria, esta diferencia por lo menos puede en parte
deberse a las diferencias en epitopos, mostrados en las figuras 20-22. Una porcion de union al antigeno de anticuerpo
MS bivalente se une fuertemente a un monémero en un complejo de dimero de hNKG2D, pero bloquea la union de un
segundo anticuerpo MS (o una segunda porcion de unién al antigeno del mismo anticuerpo) del segundo monémero.
Por el contrario, cuando una porcién de union al antigeno de un anticuerpo hzON72 bivalente se une al primer
mondémero en un dimero de hNKG2D, no bloquea la unién de un segundo anticuerpo hzON72 (o una segunda porcion
de unidn al antigeno del mismo anticuerpo) al segundo mondmero.

[0042] En una forma de realizacién, la invenciéon proporciona anticuerpos anti-NKG2D humanos o humanizados que,
cuando se afaden a células NK o T que expresan NKG2D, entrecruzan no mas de 2 dimeros hNKG2D.
Preferiblemente, esos anticuerpos son bivalentes. Un anticuerpo bivalente (tal como, por ejemplo, MS) para el cual la
unioén de la porcion de unién al antigeno a una unidad de monémero NKG2D bloquea la unidon posterior a la segunda
unidad de mondémero NKG2D puede como mucho entrelazar 2 dimeros hNKG2D unicamente. Por el contrario, un
anticuerpo bivalente que se puede unir a una unidad de monémero NKG2D en un dimero hNKG2D sin bloquear la union
a la segunda unidad de monémero NKG2D en un dimero hNKG2D puede dar por resultado entrelazamiento de
cualquier numero de dimeros hNKG2D. La agrupacién de receptores de superficie cominmente ocurre en la activacion
del receptor.

[0043] En una forma de realizacién, la invencion proporciona anticuerpos anti-NKG2D humanos o humanizados que,
cuando se afiaden a células NK o T que expresan NKG2D, se une fuertemente sélo a un monémero en un complejo de
dimero hNKG2D. Sin estar limitado por la teoria, la union fuerte a ambos mondmeros del dimero puede ser un
prerrequisito para la activacion del receptor de NKG2D. MICA y hzON72 se unen fuertemente a ambas unidades de
mondmero en un dimero hNKG2D. La unién de MS al dimero hNKG2D sin embargo es dominada por la unién a una de
las unidades de mondmero mientras que la union a la segunda unidad de mondmero es débil y no especifica y con un
area de superficie excluida de solvente mas pequefia sobre el segundo monémero hNKG2D (ejemplo 11). En formas de
realizacion preferidas separadas y especificas, la relacion de las areas de superficie excluidas de solvente de la primera
y segunda unidades de monémero NKG2D por la union de un anticuerpo de la invenciéon es mas que aproximadamente
1: 1, por lo menos aproximadamente 2:1 o por lo menos aproximadamente 3: 1.

[0044] En una forma de realizacién, la invencién proporciona anticuerpos anti-NKG2D humanos o humanizados que se

unen esencialmente al mismo epitopo que MS. Sin estar limitado por la teoria, las interacciones de un ligado con

residuos particulares o combinaciones de residuos, en el dimero hNKG2D pueden evitar o reducir al minimo la actividad

agonista. En formas de realizacion separadas y especificas, el epitopo de un anticuerpo de la invencién comprende por

lo menos un residuo seleccionado de por lo menos 3 residuos seleccionados de, por lo menos 5 residuos seleccionados
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de, por lo menos 8 residuos seleccionados de, por lo menos 10 residuos seleccionados de, por lo menos 12 residuos
seleccionados de o todos los residuos seleccionados del grupo que consiste en Lys 150, Ser 151, Tyr 152, Th 180, lle
181, lle 182, Glu 183, Met 184, GIn 185, Leu 191, Lys 197, Tyr 199, Glu 201, Th 205, Pro 206, Asn 207 y Th 208 de
hNKG2D (SEC ID N°: 2).

[0045] En un aspecto, la presente invencion proporciona un anticuerpo completamente humano o fragmento de unién al
antigeno del mismo, que efectivamente evita la citotoxicidad mediada por NKG2D de una célula NK o T que expresa
hNKG2D, compite con por lo menos MICA en la unién a hNKG2D; reduce la cantidad de hNKG2D de superficie celular
por la unién mediante, por ejemplo, estimulacion de la inframodulacion de hNKG2D, internalizaciéon de hNKG2D y/o
prevencioén de la reapariciéon de hNKG2D; tiene una afinidad a hNKG2D de 10 nM o menor, reacciona en forma cruzada
con NKG2D Cynomolgus ylo Rhesus; y es no agotable, por ejemplo, al tener un isotipo IgG4. En una forma de
realizacion particular, el anticuerpo es un anticuerpo completamente humano no agotable del isotipo 1IgG4 con una
afinidad de hNKG2D de 1 nM o menor, preferiblemente 300 pM o menor, que bloquea por lo menos 50%, por lo menos
70% o por lo menos 90% de la union a ligando de hNKG2D enddégeno y reduce la cantidad de hNKG2D de superficie
celular en por lo menos 10%, por lo menos 30% o por lo menos 50%. En otra forma de realizacion particular, el
anticuerpo es un anticuerpo completamente humano no agotable bivalente del isotipo IgG4, con una afinidad por debajo
de 100 pM, que tiene una concentracion de CE50 por abajo de 0,01 ng/ml para bloquear la uniéon de la dosis de
saturacion completa de MICA-Fc a NKG2D asociado a la superficie celular, es capaz de reducir la cantidad de NKG2D
de superficie celular en por lo menos 75% por unién y opcionalmente tiene una concentraciéon CE50 para reducir una
citotoxicidad de célula NK inducida por ligando que es menor que la concentracion CE50 requerida para unirse a
NKG2D asociada a superficie celular. El anticuerpo ademas puede ser capaz de lograr, en un ensayo que usa células
que expresan NKG2D, su nivel maximo de inframodulacion de hNKG2D a una concentraciéon menor que la requerida
para obtener saturacion de receptores hNKG2D (es decir, dosis de saturacion).

[0046] La produccién, caracterizacion y uso de anticuerpos que se unen especificamente a hNKG2D y que tienen
algunas o todas de estas propiedades se describen con mas detalle en las siguientes secciones, incluyendo los
ejemplos.

Anticuerpos anti-NKG2D

[0047] Los anticuerpos de la invencion tienen unas caracteristicas o propiedades funcionales y/o estructurales
particulares. Los ensayos para evaluar las actividades funcionales de los anticuerpos anti-hNKG2D se describen con
detalle en los ejemplos, y las propiedades estructurales tales como, por ejemplo, secuencias de aminoacidos, se
describen mas adelante.

Propiedades funcionales

[0048] Los anticuerpos de la invencion se unen a hNKG2D. En una forma de realizacién, un anticuerpo de la invencion
se une a hNKG2D con alta afinidad, por ejemplo con un KD de 10-" M o menor, una KD de 10" M o menor, una KD de 1
nM o menor, una KD de 0,3 nM o menor, una KD de 0,2 nM o menor, 0,1 nM o menor, 0,05 nM o menor o 0,01 nM o
menor. En una forma de realizacioén particular, el anticuerpo se une a hNKG2D con una afinidad de 0,1 nM o menor.

[0049] En un aspecto, la invencién proporciona anticuerpos que se unen también a uno o mas ortélogos de NKG2D en
monos tales como el mono Cynomolgus (Macaca fascicularis, acceso NCBI N°: AJ426429) y mono Rhesus (Macaca
mulatta, acceso NCBI N°: AJ554302) y/o al homodimero de hNKG2D, hNKG2D de longitud completa monomérico
correctamente plegado, fragmento de hNKG2D que comprende una porcion extracelular de hNKG2D, hNKG2D
desnaturalizado o a cualquier combinacion de las formas de NKG2D anteriores. Por ejemplo, como se demuestra en el
ejemplo 5, la unién de anticuerpos 21F2 y MS humanos a tipos de células de Cynomolgus especificas fueron de mas de
aproximadamente 65% y aproximadamente 75%, respectivamente, de su unién a los mismos tipos de células humanas,
por los valores de CE50 correspondiente (es decir, la concentracion efectiva maxima media). Por consiguiente, en una
forma de realizacion, un anticuerpo de la invencidon se une a NKG2D de Cynomolgus y/o Rhesus con una afinidad o
eficacia similar a la que se une a hNKG2D. Por ejemplo, un anticuerpo se puede unir a células NK o T que expresan
NKG2D con una CE50 de aproximadamente 50% o mas, aproximadamente 65% o mas o aproximadamente 75% o mas,
de la CE50 correspondiente para una poblacion correspondiente de células NK o T humanas que expresan NKG2D.
Ademas o alternativamente, un anticuerpo se puede unir a NKG2D de Cynomolgus o Rhesus con una afinidad de
aproximadamente 30% o mas, aproximadamente 50% o mas, aproximadamente 65% o mas o aproximadamente 75% o
mas, aproximadamente 80% o mas, aproximadamente 85% o mas o aproximadamente 90% o mas, de la afinidad para
hNKG2D. Esos anticuerpos tienen la ventaja de permitir la prueba de toxicidad en el modelo animal mas adecuado (o
modelos) antes de usarse en humanos.

[0050] En un aspecto particular, los anticuerpos de la invencion también se unen a una forma de NKG2D que los
anticuerpos anti-hNKG2D murinos conocidos tales como ON72 no se unen. Especificamente, como se describe en el
ejemplo 3, la pre-incubacién con ON72 sélo bloque6é aproximadamente 82% del anticuerpo 16F16 humano
subsecuentemente afadido de unirse a hNKG2D, mientras que la pre-incubacién con 16F16 bloqued aproximadamente
95% de ON72 subsecuentemente afiadido de unirse a hNKG2D.
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[0051] Ademas, los anticuerpos de la invencion pueden reducir o inhibir la activacion mediada por hNKG2D de células
NK o T, es decir, antagonizan el receptor de hNKG2D. Este se puede probar en, por ejemplo, uno o mas ensayos de
citotoxicidad descritos aqui o conocidos en la técnica. Por ejemplo, un anticuerpo inhibe la activacion mediada por
hNKG2D de una célula NK o T si inhibe la muerte mediada por células NK o T de una célula objetivo que expresa
ligando de NKG2D en por lo menos 10%, muy preferiblemente por lo menos 30%, muy preferiblemente adn por lo
menos 40%, por lo menos 50%, por lo menos 60%, por lo menos 70%, por lo menos 80% o por lo menos 90%, en
comparacion con una muerte de células objetivo en ausencia de cualquier anticuerpo anti-hNKG2D o en presencia de
un anticuerpo de control no especifico.

[0052] Los anticuerpos de la invencidon que son antagonistas de hNKG2D pueden tener ninguna o baja actividad
agonista. Preferiblemente, esos anticuerpos son humanos o humanizados. La actividad agonista puede ser probada en
uno de los ensayos descritos aqui o un ensayo conocido en la técnica. Por ejemplo, un tipo de ensayo es un ensayo de
coestimulacion que mide la proliferacion de linfocitos de sangre periférica (PBMCs) estimulados con bajos niveles de
CD3 en presencia o ausencia de anticuerpo anti-NKG2D inmovilizado (véase ejemplo 10). En ese ensayo, la
proliferacion en presencia de un anticuerpo de la invencion es no mas de 30%, no mas de 20%, no mas de 10%, no mas
de 5% o no es significativamente mas alto que en la ausencia de anticuerpo. Preferiblemente, la proliferacion en
presencia de un anticuerpo de la invencién no es significativamente mas alta que en ausencia de anticuerpo. En una
forma de realizacién adicional o alternativa, la actividad agonista de hNKG2D de un anticuerpo de la invencion en un
ensayo agonista no es mas de 30%, no mas de 20%, no mas de 10%, no mas de 5% o significativamente no es mas
alto que un valor de control. El control es preferiblemente un control negativo, tal como, por ejemplo, en ausencia de un
anticuerpo, en ausencia de una célula u otro reactivo y/o en presencia de un anticuerpo irrelevante. Preferiblemente, la
actividad agonista de un anticuerpo de la invencion no es significativamente mas alta que un valor de control.

[0053] En otro aspecto, la invencion proporciona anticuerpos que tienen una concentracion CE50 mas baja,
preferiblemente sustancialmente mas baja para bloquear la citotoxicidad inducida por ligando que para unirse a NKG2D
de superficie celular de una célula NK o T. Por ejemplo, para ON72, la concentracion CE50 para unirse a NKG2D de
superficie celular expresada sobre células BaF/3 (0,062 pg/ml) fue similar a la concentracion CE50 para bloquear la
muerte mediada por células NK de células objetivo que expresan ligando (ULBP3-) (0,065 pg/ml), mientras que 21F2
tuvo una CE50 mas baja y MS una CE50 sustancialmente mas baja para bloquear la citotoxicidad (21F2: 0,021 pg/ml;
MS: 0,012 ug/ml) que para unirse a NKG2D de superficie celular (21F2: 0,033 pg/ml; MS: 0,032 g/ml) (véanse los
ejemplos 6 y 9). Ademas, MS logré6 un bloqueo maximo de citotoxicidad a concentraciones mas bajas (una
concentracion correspondiente sélo a aproximadamente 80% de saturacion de receptores de NKG2D asociados a
células, figura 3) que 21F2 y 16F16 (que tuvieron concentraciones correspondientes a concentraciones de saturacion o
mas altas, figura 3). Por lo tanto, en una forma de realizacidén, la invencién proporciona anticuerpos, preferiblemente
anticuerpos humanos o humanizados que tienen una concentracion CE50 mas baja para bloquear la citotoxicidad
inducida por ligando que para unirse a NKG2D de superficie celular de una célula NK o T. La CE50 para bloquear la
citotoxicidad de células NK o T de una linea celular u otra preparacion adecuada puede ser, por ejemplo,
aproximadamente 95% o menos, aproximadamente 90% o menos, aproximadamente 85% o menos, aproximadamente
80% o menos, aproximadamente 70% o menos, aproximadamente 50% o menos o aproximadamente 40% o menos, de
la CE50 para unirse a NKG2D de superficie celular de la misma linea de células o preparacién. Las lineas celulares
ilustrativas para pruebas incluyen células NK-92 y NKL.

[0054] En otra forma de realizacién, la invencion proporciona anticuerpos que logran un bloqueo maximo de
citotoxicidad de células NK en una concentracion mas baja que la concentracion requerida para saturar los receptores
de hNKG2D disponibles. En una forma de realizacion especifica, los anticuerpos también compiten con MS en unién a
hNKG2D. En otra forma de realizacion especifica, los anticuerpos se unen esencialmente al mismo epitopo de hNKG2D
que MS.

[0055] Los anticuerpos pueden reducir o inhibir activacion mediada por NKG2D al interferir, por ejemplo, con la unién de
hNKG2D de uno o mas ligandos de hNKG2D endégenos. Por ejemplo, los anticuerpos pueden reducir o inhibir la unién
a hNKG2D de miembro de la familia de MICA; MICB; ULBP1; ULBP2; ULBP4; y/o RAET1; por ejemplo, al reducir o
inhibir la unién a hNKG2D de MICA; o de MICA y MICB; o de MICA y ULBP3; o de MICA, MICB y ULBP3; o de MICA,
MICB y todos ULBP1, -2, -3 y 4; o de MICA, MICB y uno o mas miembros de la familia de RAET1. La capacidad de un
anticuerpo para inhibir la unién a hNKG2D de ligandos de NKG2D endoégenos se puede evaluar al usar los ensayos de
union o competencia descritos aqui. En una forma de realizacion, los anticuerpos de la invencion son capaces de inhibir
por lo menos 30% de la unién al ligando o por lo menos 50% de la unién al ligando o por lo menos 70% de la unién al
ligando o por lo menos 80% o por lo menos 90% de la unién al ligando. En otra forma de realizacion, la CI50 para un
anticuerpo de la invencién para inhibir la union a hNKG2D de 1 uyg MICA-mFc es 1 nM o menor, 0,5 nM o menor, 0,2 nM
o menor, 0,1 nM o menor, 0,05 nM o menor o 0,02 nM o menor, 0,01 nM o menor, 0,005 o menor o 0,002 o menor. En
otra forma de realizacion, el bloqueo completo de 1 pg de uniéon de MICA-mFc se logra en una concentraciéon de
anticuerpo de 5 nM o menor, 1 nM o menor, 0,7 nM o menor, 0,5 nM o menor o 0,2 nM o menor, 0,1 nM o menor, 0,05
nM o menor o aproximadamente 0,02 nM o menor. En una forma de realizacion, la invencién proporciona anticuerpos,
especialmente anticuerpos humanos, que son tan eficientes o mas eficientes en reducir o inhibir la unién a hNKG2D del
ligando tal como, por ejemplo, unién de MICA a hNKG2D, que cualquiera de ON72, BAT221, 5C6, 1D11, ECM217 y
149810.
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[0056] Ademas o alternativamente, un anticuerpo anti-hNKG2D de la invencion puede ser capaz de reducir la cantidad
de hNKG2D de superficie celular bajo unién (es decir, siguiente). La reduccion de hNKG2D asociado a superficie celular
bajo unién de un anticuerpo puede ser una caracteristica ventajosa ya que reduce el nimero de receptores de hNKG2D
disponibles para union a ligando y subsecuente activacion. Sin estar limitado por la teoria, esta reduccion puede ser
causada por inframodulacion de NKG2D, internalizacién u otro mecanismo. Como se muestra aqui, los anticuerpos anti-
hNKG2D que tienen una region Fc humana, tales como anticuerpos humanos, son capaces de reducir efectivamente la
cantidad de hNKG2D de superficie celular. Por ejemplo, anticuerpos anti-hNKG2D humanos 16F16, MS y 21F2
redujeron todos ellos la cantidad de hNKG2D de superficie celular con aproximadamente 75% o mas después de
incubacion durante la noche en ausencia de suero, en donde MS es el mas efectivo, que logré 75-90% de
inframodulacion a una concentracion baja (figuras 15-17). También, en presencia de suero, una concentracion de MS
correspondiente a menos que la concentracion saturadora sobre células BaF/3 que expresan hNKG2D lograron
inframodulacion maxima (figura 16B). Por consiguiente, en una forma de realizacion, la invencidon proporciona
anticuerpos que se unen a hNKG2D que son capaces de lograr inframodulacion maxima de hNKG2D menor que las
concentraciones saturadoras. En otra forma de realizacion, los anticuerpos también compiten con MS en unién a
hNKG2D. En otra forma de realizacion, los anticuerpos también se unen esencialmente al mismo epitopo de hNKG2D
que MS. Un anticuerpo de la invencion puede ser capaz de reducir hNKG2D de superficie celular por lo menos un 10%,
por lo menos 20%, por lo menos 30%, por lo menos 50%, por lo menos 70% o por lo menos 90% en comparacion con
hNKG2D de superficie celular en ausencia de anticuerpo anti-hNKG2D o en presencia de un anticuerpo de control no
especifico. Preferiblemente, los anticuerpos logran la reduccién de NKG2D de superficie celular provocando ninguna o
minima activacion de sefalizacion de receptor de NKG2D, es decir, ninguna o minima actividad agonista. Ensayos
ilustrativos para evaluar hNKG2D de superficie celular y actividad agonista de anticuerpos anti-hNKG2D se describen
aqui. En una forma de realizacion, la invencion proporciona anticuerpos, particularmente anticuerpos humanos, que son
capaces de un grado mas alto de inframodulacién que un anticuerpo de control seleccionado de ON72, BAT221, 5C6,
1D11, ECM217 y 149810. En otra forma de realizacion, un anticuerpo anti-hNKG2D de la invencién puede ser capaz de
lograr inframodulacion maxima de NKG2D de superficie celular expresado por una célula o linea de células a una
concentracion mas baja que una concentracion saturadora.

[0057] En otra forma de realizacidon, la invencidn proporciona anticuerpos que compiten con y/o se unen al mismo
epitopo sobre hNKG2D que 16F16, 16F31, MS y/o 21F2, mas preferiblemente MS y/o 21F2. Esos anticuerpos pueden
ser identificados en base a su capacidad para competir de forma cruzada con 16F16, 16F31, MS o 21F2 en ensayos de
union a hNKG2D estandar como se describe aqui. La capacidad de un anticuerpo de prueba para inhibir la unién de
16F16, 16F31, MS o0 21F2 a hNKG2D demuestra que el anticuerpo de prueba puede competir con 16F16, 16F31, MS o
21F2 para unirse a hNKG2D y por lo tanto puede unirse al mismo epitopo sobre hNKG2D que 16F16, 16F31, MS o
21F2. En una forma de realizacién preferida, el anticuerpo que se une al mismo epitopo sobre hNKG2D que 16F16,
16F31, MS o0 21F2 es un anticuerpo monoclonal humano. Los anticuerpos monoclonales humanos se pueden preparar y
aislar como se describe en los ejemplos.

[0058] En otra forma de realizacidon preferida, el anticuerpo se une a un epitopo diferente que cualquiera de los
anticuerpos monoclonales de raton ON72, BAT221, 5C6, 1D11, ECM217 y 149810 y compite de forma cruzada mas con
16F16, 16F31, MS o 21F2 que con cualquiera de los anticuerpos monoclonales de ratén listados.

[0059] En una forma de realizacién, el epitopo de un anticuerpo de la invencion comprende uno o mas residuos
seleccionados de Lys 150, Ser 151, Tyr 152, Th 180, lle 181, lle 182, Glu 183, Met 184, GIn 185, Leu 191, Lys 197, Tyr
199, Glu 201, Th 205, Pro 206, Asn 207 y Th 208 de hNKG2D (SEC ID N°: 2). En una forma de realizacion, el epitopo
de un anticuerpo de la invencién comprende 5 o mas residuos seleccionados de Lys 150, Ser 151, Tyr 152, Th 180, lle
181, lle 182, Glu 183, Met 184, GIn 185, Leu 191, Lys 197, Tyr 199, Glu 201, Th 205, Pro 206, Asn 207 y Th 208 de
hNKG2D (SEC ID Ne°: 2). En una forma de realizacion, el epitopo de un anticuerpo de la invenciéon comprende 8, 10, 12
0 mas residuos seleccionados de Lys 150, Ser 151, Tyr 152, Th 180, lle 181, lle 182, Glu 183, Met 184, GIn 185, Leu
191, Lys 197, Tyr 199, Glu 201, Th 205, Pro 206, Asn 207 y Th 208 de hNKG2D (SEC ID N°: 2). En una forma de
realizacion, el epitopo de un anticuerpo de la invencién comprende los residuos Lys 150, Ser 151, Tyr 152, Th 180, lle
181, lle 182, Glu 183, Met 184, GIn 185, Leu 191, Lys 197, Tyr 199, Glu 201, Th 205, Pro 206, Asn 207 y Th 208 de
hNKG2D (SEC ID N° 2). En una forma de realizacién, el epitopo de un anticuerpo de la invencién consiste
esencialmente de los residuos Lys 150, Ser 151, Tyr 152, Th 180, lle 181, lle 182, Glu 183, Met 184, GIn 185, Leu 191,
Lys 197, Tyr 199, Glu 201, Th 205, Pro 206, Asn 207 y Th 208 de hNKG2D (SEC ID N°: 2). En una forma de realizacion,
el epitopo de un anticuerpo de la invencion consiste de uno o mas residuos seleccionados de Lys 150, Ser 151, Tyr 152,
Th 180, lle 181, lle 182, Glu 183, Met 184, GIn 185, Leu 191, Lys 197, Tyr 199, Glu 201, Th 205, Pro 206, Asn 207 y Th
208 de hNKG2D (SEC ID N°: 2). En una forma de realizacion, el epitopo de un anticuerpo de la invencién consiste de
los residuos Lys 150, Ser 151, Tyr 152, Th 180, lle 181, lle 182, Glu 183, Met 184, GIn 185, Leu 191, Lys 197, Tyr 199,
Glu 201, Th 205, Pro 206, Asn 207 y Th 208 de hNKG2D (SEC ID N°: 2).

[0060] En una forma de realizacion, el epitopo de un anticuerpo de la invencién comprende uno o mas residuos
involucrados en unién de hidrégeno seleccionados de Lys 150, Ser 151, Tyr 152, lle 181, Met 184, GIn 185, Lys 197, Th
205 y Asn 207 de hNKG2D (SEC ID N°: 2). En una forma de realizacion, el epitopo de un anticuerpo de la invencion
comprende 5 o mas residuos involucrados en union de hidrégeno seleccionados de Lys 150, Ser 151, Tyr 152, lle 181,
Met 184, GIn 185, Lys 197, Th 205 y Asn 207 de hNKG2D (SEC ID N°: 2). En una forma de realizacion, el epitopo de un
anticuerpo de la invencion comprende Lys 150, Ser 151, Tyr 152, lle 181, Met 184, GIn 185, Lys 197, Th 205 y Asn 207
de hNKG2D (SEC ID N°: 2).
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[0061] Los anticuerpos preferidos de la invencion presentan por lo menos una, muy preferiblemente dos, tres, cuatro,
cinco o mas, de las siguientes propiedades: (a) previene la activacién mediada por NKG2D de una célula NK o T que
expresa NKG2D, opcionalmente con una CE50 para reducir citotoxicidad inducida por ligando mas baja que la CE50
para union a la célula; (b) compite con por lo menos un ligando de NKG2D en la union a NKG2D, preferiblemente con
por lo menos MICA y ULBP3; (c) reduce la cantidad de NKG2D sobre la superficie de una célula NK o T que expresa
NKG2D, preferiblemente con por lo menos 75%; (d) se une a NKG2D de Cynomolgus y/o Rhesus, preferiblemente con
no menos de 50% de la afinidad por la cual se une a hNKG2D; (e) se une a mas de una forma o conformacién de
NKG2D; (f) se une a NKG2D con una Kd de 1 nM o menos, preferiblemente 0,1 nM o menos; (g) compite con uno o mas
de 16F16, 16F31, MS o 21F2 en la union a hNKG2D, (h) compite mas con 16F16, 16F31, MS o 21F2 que con
cualquiera de ON72, BAT221, 5C6, 1D11, ECM217 y 149810 en la unidon a hNKG2D; (i) bloquea mas de 90% de 16F 16,
MS o 21F2 uniéon a hNKG2D de superficie celular; (j) tiene actividad agonista insignificante y (k) se une esencialmente al
mismo epitopo que cualquiera de 16F16, 16F31, MS y/o 21 que, preferiblemente esencialmente el mismo epitopo as MS
y/lo 21F2. Cualquier combinaciéon de las caracteristicas funcionales anteriormente descritas y/o las caracteristicas
funcionales como se describe en los ejemplos, pueden ser presentadas por un anticuerpo de la invencion.

Propiedades Estructurales
[0062] Anticuerpos preferidos de la invencion son los anticuerpos monoclonales humanos 16F16, 16F31, MS y 21F2

producidos, aislados y estructuralmente y funcionalmente caracterizados como se describe en los ejemplos. Secuencias
de longitud completa, variables y de CDR de estos anticuerpos se exponen en la tabla 1.

Tabla 1

Secuencias de aminoacidos de longitud completa, variables y de CDR para 16F16, 16F31, MS y 21F2
Porcion de anticuerpo SEC ID N°: | Porcién de anticuerpo SEC ID N°:
Cadena H de 1IgG4 de 16F16 7 Cadena H de IgG4 de MS 40
Cadena L de 16F16 8 Cadena L de MS 41
Cadena H de IgG4 de 16F31 9 Cadena H de IgG4 de 21F2 42
Cadena L de 16F16 10 Cadena L de 21F2 43
Regién VH de 16F16 11 Regién VH de MS 44
Region VL de 16F16 12 Region VL de MS 45
Region VH de 16F31 13 Region VH de 21F2 46
Regioén VL de 16F31 14 Region VL de 21F2 47
CDR1 de VH de 16F16 15 CDR1 de VH de MS 48
CDR2 de VH de 16F16 16 CDR2 de VH de MS 49
CDR3 de VH de 16F16 17 CDR3 de VH de MS 50
CDR1 de VL de 16F16 18 CDR1 de VL de MS 51
CDR2 de VL de 16F16 19 CDR2 de VL de MS 52
CDR3 de VL de 16F16 20 CDR3 de VL de MS 53
CDR1 de VH de 16F31 21 CDR1 de VH de 21F2 54
CDR2 de VH de 16F31 22 CDR2 de VH de 21F2 55
CDR3 de VH de 16F31 23 CDR3 de VH de 21F2 56
CDR3 de VL de 16F31 24 CDR1 de VL de 21F2 57
CDR3 de VL de 16F31 25 CDR2 de VL de 21F2 58
CDR3 de VL de 16F31 26 CDR3 de VL de 21F2 59

[0063] Ciertos anticuerpos anti-NKG2D de la invencion tienen el mismo o similar paratopo que MS. En una forma de
realizacion, el anticuerpo tiene un paratopo que comprende residuos correspondientes a uno o mas de Tyr 33 y Trp 97
13
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de la cadena L de MS (SEC ID N° 41)y/o a uno o mas de GIn 1, Asp 26, Asp27, Ser 30, Ser 31, Tyr 32, Tyr 33, His 50,
Ser 52, Tyr 53, Ser 54, Ser 56, Ala 57, Asn 58, Trp 98 y Asp 99 de la cadena H de MS (SEC ID N°: 40). En una forma de
realizacion, el anticuerpo tiene un paratopo que comprende residuos correspondientes a Tyr 33 y Trp 97 de la cadena L
de MS (SEC ID N°: 41)y/o a 3, 5, 7, 10 o mas de GIn 1, Asp 26, Asp 27, Ser 30, Ser 31, Tyr 32, Tyr 33, His 50, Ser 52,
Tyr 53, Ser 54, Ser 56, Ala 57, Asn 58, Trp 98 y Asp 99 de la cadena H de MS (SEC ID N°: 40). En una forma de
realizacion, el anticuerpo tiene un paratopo que comprende residuos correspondientes a Tyr 33 y Trp 97 de la cadena L
de MS (SEC ID N°: 41) y GIn 1, Asp 26, Asp 27, Ser 30, Ser 31, Tyr 32, Tyr 33, His 50, Ser 52, Tyr 53, Ser 54, Ser 56,
Ala 57, Asn 58, Trp 98 y Asp 99 de la cadena H de MS (SEC ID N°: 40). En una forma de realizacion, el anticuerpo tiene
un paratopo que consiste esencialmente de residuos correspondientes a Tyr 33 y Trp 97 de la cadena L de MS (SEC ID
N°: 41) y GIn 1, Asp 26, Asp 27, Ser 30, Ser 31, Tyr 32, Tyr 33, His 50, Ser 52, Tyr 53, Ser 54, Ser 56, Ala 57, Asn 58,
Trp 98 y Asp 99 de la cadena H de MS (SEC ID N°: 40). En una forma de realizacion, el anticuerpo tiene un paratopo
que consiste en residuos correspondientes a Tyr 33 y Trp 97 de la cadena L de MS (SEC ID N°: 41) y GIn 1, Asp 26,
Asp 27, Ser 30, Ser 31, Tyr 32, Tyr 33, His 50, Ser 52, Tyr 53, Ser 54, Ser 56, Ala 57, Asn 58, Trp 98 y Asp 99 de la
cadena H de MS (SEC ID N°: 40).

[0064] Dado que todos los 16F16, 16F31, 21F2 y MS se pueden unir a hNKG2D, puede ser posible "mezclar y aparear”
las secuencias de VH y VL respectivas de estos anticuerpos para crear otras moléculas de unién anti-hNKG2D de la
invencion. La union a hNKG2D de los anticuerpos "mezclados y apareados” se puede probar al usar los ensayos de
union descritos aqui (por ejemplo, citometria de flujo, Biacore, ELISAs) y/o al usar un ensayo de citotoxicidad como se
describe aqui. Preferiblemente, cuando las cadenas VH y VL se mezclan y aparean, una secuencia de VH de un
apareamiento de VH/VL particular es reemplazado con una secuencia de VH estructuralmente similar. Asimismo,
preferiblemente una secuencia de VL de un apareamiento de VH/VL particular es reemplazada con una secuencia de
VL estructuralmente similar.

[0065] Por consiguiente, en un aspecto, la invencion proporciona un anticuerpo monoclonal aislado o porcién de unién al
antigeno del mismo, que comprende: (a) una regién VH que comprende una secuencia de aminodacidos seleccionada
del grupo que consiste en SEC ID N° 11, 13, 44 y 46 y (b) una region VL que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID N° 12, 14, 45 y 47; en donde el anticuerpo se une a
hNKG2D. Combinaciones de cadena pesada y ligera preferidas incluyen: (a) una regién VH que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 11; y (b) una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N°: 12; (a) una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEC ID N°: 13; y (b) una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
N°: 14; (a) una regidon VH que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 44; y (b) una regién variable de
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 46; o (a) una regién variable de cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 45; y (b) una regién variable de cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 47.

[0066] En otro aspecto, la invencién proporciona anticuerpos que comprenden las CDRIs, CDR2s y/o CDR3s de cadena
pesada y cadena ligera de 16F16, 16F31, MS o 21F2 o combinaciones de las mismas. Las regiones de CDR se
delinean mediante el uso del sistema de Kabat (Kabat et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest,
quinta edicion, U.S. Department of Health y Human Services, Publicacion de NIH N°: 91-3242). Véanse, por ejemplo,
figuras 4 y 5. Dado que cada uno de estos anticuerpos se puede unir a hNKG2D y que la especificidad de union al
antigeno es provista principalmente por la CDR1, regiones 2 y 3, la CDR1 de VH, secuencias 2 y 3 y CDR1 de VL,
secuencias 2 y 3 se pueden "mezclar y aparear" (es decir, CDRs de diferentes anticuerpos se pueden mezclar y
aparear, aunque cada anticuerpo puede contener una CDR1 de VH, 2 y 3 y una CDR1 de VL, 2 y 3) para crear otras
moléculas de union anti-hNKG2D de la invencion. La union a hNKG2D de esos anticuerpos "mezclados y apareados” se
puede probar mediante el uso de los ensayos de union descritos anteriormente y en los ejemplos (por ejemplo,
citometria de flujo, Biacore o ELISAs). Preferiblemente, cuando las secuencias de CDR de VH se mezclan y aparean, la
secuencia de CDR1, CDR2 y/o CDR3 de una secuencia de VH particular es reemplazada con una secuencia(s) de CDR
estructuralmente similar. Asimismo, cuando CDR de VL secuencias son mezcladas y apareadas, la secuencia de CDR1,
CDR2 y/o CDR3 de una secuencia de VL particular preferiblemente es reemplazada con una secuencia(s) de CDR
estructuralmente similar. Por ejemplo, las CDR1s y CDR3s de VL de 16F16, 16F31, MS y 21F2 y las secuencias de
CDR2 de VL de MS y 21F2 comparten alguna similitud estructural y por lo tanto estan sujetas a mezclado y
apareamiento. Sera facilmente evidente para un experto en la técnica que secuencias de VH y VL novedosas se pueden
crear al sustituir una o mas secuencias de regién de CDR de VH y/o CDR de VL con secuencias estructuralmente
similar de las secuencias de CDR descritas aqui para anticuerpos monoclonales 16F16, 16F31, MS y 21F2.

[0067] Por consiguiente, en otro aspecto, la invencion proporciona un anticuerpo monoclonal aislado o porcién de union
al antigeno del mismo que comprende: (a) una CDR1 de VH que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEC ID N°: 15, 21, 48 y 54; (b) una CDR2 de VH que comprende una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID N° 16, 22, 49 y 55; (c) una CDR3 de VH que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID N°: 17, 23, 50 y 56; (d) una
CDR1 de VL que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID N°: 18, 24,
51 y 57; (e) una CDR2 de VL que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en
SEC ID N° 19, 25, 52 y 57; y (f) una CDR3 de VL que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en SEC ID N°: 20, 26, 53 y 59; en donde el anticuerpo se une a hNKG2D.
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[0068] En una forma de realizacion preferida, el anticuerpo comprende: (a) una CDR1 de VH que comprende SEC ID
N°: 15; (b) una CDR2 de VH que comprende SEC ID N°: 16; (c¢) una CDR3 de VH que comprende SEC ID N°: 17; (d)
una CDR1 de VL que comprende SEC ID N°: 18; (e) una CDR2 de VL que comprende SEC ID N°: 19; y (f) una CDR3 de
VL que comprende SEC ID N°: 20.

[0069] En otra forma de realizacién preferida, el anticuerpo comprende: (a) una CDR1 de VH que comprende SEC ID
N°: 21; (b) una CDR2 de VH que comprende SEC ID N°: 22; (c) una CDR3 de VH que comprende SEC ID N°: 23; (d)
una regiéon CDR1 de VL que comprende SEC ID N° 24; (e) una CDR2 de VL que comprende SEC ID N°: 25; y (f) una
CDR3 de VL que comprende SEC ID N°: 26.

[0070] En otra forma de realizacion preferida, el anticuerpo comprende: (a) una CDR1 de VH que comprende SEC ID
N°: 48; (b) una CDR2 de VH que comprende SEC ID N°: 49; (c¢) una CDR3 de VH que comprende SEC ID N°: 50; (d)
una regién CDR1 de VL que comprende SEC ID N° 51 ; (e) una CDR2 de VL que comprende SEC ID N°: 52; y (f) una
CDR3 de VL que comprende SEC ID N°: 53.

[0071] En otra forma de realizacién preferida, el anticuerpo comprende: (a) una CDR1 de VH que comprende SEC ID
N°: 54; (b) una CDR2 de VH que comprende SEC ID N°: 55; (c) una CDR3 de VH que comprende SEC ID N° 56; (d)
una regién CDR1 de VL que comprende SEC ID N° 57; (e) una CDR2 de VL que comprende SEC ID N°: 58; y (f) una
CDR3 de VL que comprende SEC ID N°: 59.

[0072] En otra forma de realizacion preferida, el anticuerpo comprende: (a) una CDR1 de VH que consiste en SEC ID
N°: 15; (b) una CDR2 de VH que consiste en SEC ID N°: 16; (c) una CDR3 de VH que consiste en SEC ID N°: 17; (d)
una CDR1 de VL que consiste en SEC ID N° 18; (e) una CDR2 de VL que consiste en SEC ID N°: 19; y (f) una CDR3
de VL que consiste en SEC ID N°: 20.

[0073] En otra forma de realizacion preferida, el anticuerpo comprende: (a) una CDR1 de VH que consiste en SEC ID
N°: 21; (b) una CDR2 de VH que consiste en SEC ID N°: 22; (c¢) una CDR3 de VH que consiste en SEC ID N°: 23; (d)
una regién CDR1 de VL que consiste en SEC ID N°: 24; (e) una CDR2 de VL que consiste en SEC ID N°: 25; y (f) una
CDR3 de VL que consiste en SEC ID N°: 26.

[0074] En otra forma de realizacion preferida, el anticuerpo comprende: (a) una CDR1 de VH que consiste en SEC ID
N°: 48; (b) una CDR2 de VH que consiste en SEC ID N°: 49; (c) una CDR3 de VH que consiste en SEC ID N°: 50; (d)
una regién CDR1 de VL que consiste en SEC ID N°: 51; (e) una CDR2 de VL que consiste en SEC ID N°: 52; y (f) una
CDR3 de VL que consiste en SEC ID N°: 53.

[0075] En otra forma de realizacion preferida, el anticuerpo comprende: (a) una CDR1 de VH que consiste en SEC ID
N°: 48; (b) una CDR2 de VH que consiste en SEC ID N°: 49; (c¢) una CDR3 de VH que consiste en SEC ID N°: 50; (d)
una regién CDR1 de VL que consiste en SEC ID N°: 51; (e) una CDR2 de VL que consiste en SEC ID N° 52; y (f) una
CDR3 de VL que consiste en SEC ID N°: 53 y residuos correspondientes a uno, dos o todos de GIn 1, Asp 26 y Asp 27
en la cadena H de MS (SEC ID N°: 40).

[0076] En otra forma de realizacion preferida, el anticuerpo comprende: (a) una CDR1 de VH que consiste en SEC ID
N°: 54; (b) una CDR2 de VH que consiste en SEC ID N°: 55; (c¢) una CDR3 de VH que consiste en SEC ID N°: 56; (d)
una regién CDR1 de VL que consiste en SEC ID N° 57; (e) una CDR2 de VL que consiste en SEC ID N°: 58; y (f) una
CDR3 de VL que consiste en SEC ID N°: 59.

[0077] En ciertas formas de realizacion, un anticuerpo de la invencion comprende una regiéon VH de un gen de
inmunoglobulina de cadena H de linea germinal particular o una combinacién de genes de inmunoglobulina de cadena H
de linea germinal particular; y/o una regién VL de un gen de inmunoglobulina de cadena L de linea germinal particular o
una combinaciéon de genes de inmunoglobulina de cadena L de linea germinal particular. Esas combinaciones se
pueden obtener, por ejemplo, in vivo mediante recombinacién somatica en una célula B.

[0078] Por ejemplo, en una forma de realizacion, la invencién proporciona un anticuerpo anti-hNKG2D aislado o un
fragmento de union al antigeno del mismo, en donde el anticuerpo: (a) comprende una regién VH de un gen VH3_21,
VH3_20, VH4_59 o0 VH5_51 humano recombinado con un gen D3-9, D3-10 o D3_10_R3 humano y un gen JH3, JH4 o
JH6, (b) comprende una region VL derivada de un gen VKI_L15 o VKIII_A27 o VKIII_L6 humano recombinado con un
gen JK1, JK2 o JK3 humano y (c) el anticuerpo se une a hNKG2D.

[0079] En otra forma de realizacién, la invencion proporciona un anticuerpo anti-hNKG2D aislado o un fragmento de
union al antigeno del mismo, que comprende una regién VH obtenida por una recombinacion de genes VH3 21, D3-9y
JH4 humanos y una region VL obtenida por una recombinacién de genes VKI_L15 y JK2 humanos.

[0080] En otra forma de realizacion, la invenciéon proporciona un anticuerpo anti-hNKG2D aislado o un fragmento de
union al antigeno del mismo, que comprende una regién VH obtenida por una recombinacion de genes VH3_20, D3-10
y JH6 humanos y una region VL obtenida por una recombinacién de genes VKIII_A27 y JK3 humanos.
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[0081] En otra forma de realizacion, la invencion proporciona un anticuerpo anti-hNKG2D aislado o un fragmento de
union al antigeno del mismo, que comprende una region VH obtenida por una recombinacion de genes VH4_59, un gen
D y JH3 humanos y una region VL obtenida por una recombinacion de genes VKIII_A27 y JK1 humanos.

[0082] En otra forma de realizacién, la invencion proporciona un anticuerpo anti-hNKG2D aislado o un fragmento de
union al antigeno del mismo, que comprende una regién VH obtenida por una recombinacién de genes VH5_51,
D3_10_R3 y JH4 y una regién VL obtenida por una recombinacion de genes de VKIII_L6 y JK1 humanos.

[0083] En formas de realizacion separadas y especificas, la invencion proporciona anticuerpos anti-NKG2D aislados
obtenidos al introducir una, dos, tres, cuatro o mas sustituciones de aminoacidos y/o hipermutaciones somaticas en la
region VH y/o VL de un anticuerpo anti-hNKG2D descrito anteriormente.

[0084] Como se usa aqui, un anticuerpo humano comprende regiones variables de cadena pesada o ligera "de" o
"derivado de" o que son "el producto de" una secuencia de linea germinal particular si las regiones variables del
anticuerpo se obtienen de un sistema (como se describe mas adelante) que usa genes de inmunoglobulina de linea
germinal humana. Esos "sistemas" incluyen inmunizar un ratén transgénico que porta genes de inmunoglobulina
humana con el antigeno de interés o cribado de una biblioteca de gen de inmunoglobulina humana desplegado en el
fago con el antigeno de interés. Un anticuerpo humano que es "de" o "derivado de" o "el producto de" una secuencia de
inmunoglobulina de linea germinal humana se puede identificar tal como al comparar la secuencia de aminoacidos del
anticuerpo humano a las secuencias de aminoacidos de inmunoglobulinas de linea germinal humana y seleccién de la
secuencia de inmunoglobulina de linea germinal humana que es la mas cercana en secuencia (es decir, % de identidad
mas grande) a la secuencia del anticuerpo humano. Un anticuerpo humano que es "de" o "derivado de" o "el producto
de" una secuencia de inmunoglobulina de linea germinal humana particular puede contener diferencias de aminoacidos
en comparacién con la secuencia de linea germinal, debido a, por ejemplo, mutaciones somaticas que ocurren
naturalmente o introduccion intencional de mutacion(es) dirigida al sitio (Qque pueden ser substituciones seleccionadas).

[0085] Sin embargo, un anticuerpo humano es tipicamente por lo menos 90% idéntico en secuencia de aminoacidos a
una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de inmunoglobulina de linea germinal recombinada y
usualmente puede ser identificada como humana cuando se compara con las secuencias de inmunoglobulina de linea
germinal de aminoacidos de otras especies (por ejemplo, secuencias de linea germinal murino). En ciertos casos, un
anticuerpo humano puede ser por lo menos 95% o incluso por lo menos 96%, 97%, 98% o 99% idéntico en secuencia
de aminoacidos a la secuencia de aminodacidos codificada por el gen de inmunoglobulina de linea germinal
recombinado.

[0086] Tipicamente, un anticuerpo humano derivado de una secuencia de linea germinal humana particular desplegara
no mas de 10 diferencias de aminoacidos de la secuencia de aminoacidos codificada por el gen de inmunoglobulina de
linea germinal humana. En ciertos casos, el anticuerpo humano puede desplegar no mas de 8, no mas de 5 o incluso no
mas de 4, 3, 2 o 1 diferencias de aminoacidos o ninguna diferencia de aminoacidos, de la secuencia de aminoacidos
codificada por el gen de inmunoglobulina de linea germinal recombinado.

[0087] En otra forma de realizacion adicional, un anticuerpo de la invencién comprende regiones variables de cadena
pesada y ligera que comprenden secuencias de aminoacidos que son homdlogas a las secuencias de aminoacidos de
los anticuerpos preferidos descritos aqui y en donde los anticuerpos retienen las propiedades funcionales deseadas de
los anticuerpos anti-hNKG2D de la invencidn. Por ejemplo, la invencion proporciona un anticuerpo aislado o porciéon de
unién al antigeno del mismo, que comprende una regién variable de cadena pesada y una region variable de cadena
ligera, en donde: (a) la region VH comprende una secuencia de aminoacidos que es por lo menos 80% idéntica a una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID N° 11, 13, 44 y 46; (b) la region VL
comprende una secuencia de aminoacidos que es por lo menos 80% idéntica a una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEC ID N°: 12, 14, 45 y 47; (c) el anticuerpo se une a hNKG2D y presenta por
lo menos una de las propiedades funcionales descritas aqui, preferiblemente varias de las propiedades funcionales
descritas aqui.

[0088] En otras formas de realizacion, las secuencias de aminoacidos de VH y/o VL pueden ser 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98% 0 99% idénticas a las secuencias expuestas anteriormente. Un anticuerpo que tiene regiones VH y VL que
tienen identidad alta (es decir, 80% o mayor) a las regiones VH y VL de las secuencias expuestas anteriormente, se
pueden obtener por mutagénesis (por ejemplo, mutagénesis dirigida al sitio o mediada por PCR) de moléculas de acido
nucleico que codifican SEC ID N° 11-14 o 44-47, seguido por prueba del anticuerpo alterado codificado para funcion
retenida (por ejemplo, afinidad de unién a hNKG2D, bloqueo de ligando de hNKG2D, inframodulacién de hNKG2D o
reduccion de activacion mediada por hNKG2D de una célula NK o T) mediante el uso de los ensayos funcionales
descritos aqui.

[0089] El porcentaje de identidad entre las dos secuencias es una funcién del nUmero de posiciones idénticas

compartidas por las secuencias (es decir, % de identidad = # de posiciones idénticas/# total de posiciones x 100),

teniendo en cuenta el nimero de espacios y la longitud de cada espacio, que se debe introducir para una alineacion

6ptima de las dos secuencias. La comparacion de secuencias y determinacion del porcentaje de identidad entre dos
16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2483942 T3

secuencias se puede lograr al usar un algoritmo matematico en software de andlisis de secuencia. El software de
analisis de secuencia aparea secuencias similares al usar mediciones de similitud asignada a varias substituciones,
eliminaciones y otras modificaciones, que incluyen substituciones de aminoacidos conservadoras.

[0090] El porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos se puede determinar, por ejemplo, con el uso
del algoritmo de Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. 48: 444-453 (1970)) que ha sido incorporado en el programa GAP
en el paquete de software GCG (disponible en http: //www.gcg.com), con el uso de ya sea una matriz Blossum 62 o una
matriz PAM250 y un peso de espacio de 16, 14, 12, 10, 8, 6 0 4 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 5 0 6.

[0091] Las secuencias de polipéptidos también se pueden comparar usando FASTA, aplicando parametros por omision
o recomendados. Un programa en GCG Version 6.1., FASTA (por ejemplo, FASTA2 y FASTA3) proporciona
alineaciones y porcentaje de identidad de secuencia de las regiones del mejor traslape entre las secuencias de pregunta
y de busqueda (Pearson, Methods Enzymol. 1990; 183: 63-98; Pearson, Methods Mol. Biol. 2000; 132: 185-219).

[0092] EI porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos también se puede determinar usando el
algoritmo de E. Meyers y W. Miller (Comput. Appl. Biosci., 1988;11-17) que ha sido incorporado en el programa ALIGN
(version 2.0), con el uso de una tabla de residuos de peso PAM120, una sancién de longitud de espacio de 12 y una
sancién de espacio de 4.

[0093] Otro algoritmo para comparar una secuencia con otras secuencias contenidas en una base de datos es el
programa de computadora BLAST, especialmente blastp, mediante el uso de parametros por omision. Véase, por
ejemplo, Altschul et al., J. Mol. Biol. 1990; 215: 403-410; Altschul et al., Nucleic Acids Res. 1997; 25: 3389-402 (1997).
Las secuencias de proteina de la presente invencion se pueden usar como una "secuencia de pregunta" para realizar
una busqueda contra bases de datos publicas para, por ejemplo, identificar secuencias relacionadas. Esas busquedas
se pueden realizar mediante el uso del programa XBLAST (version 2.0) de Altschul, et al. 1990 (supra). Las busquedas
de proteina de BLAST se pueden realizar con el programa XBLAST, puntuacion = 50, longitud de palabra = 3 para
obtener secuencias de aminoacidos homodlogas de las moléculas de anticuerpo de la invencién. Para obtener
alineaciones espaciadas para propositos de comparacion, se puede utilizar Gapped BLAST como se describe en
Altschul et al., 1997 (supra). Cuando se utilizan programas BLAST y Gapped BLAST, los parametros por omision de los
programas respectivos (por ejemplo, XBLAST y NBLAST) se pueden usar. Véase http: //www. ncbi.nim.nih.gov. En
ciertas formas de realizacion, un anticuerpo de la invencion comprende una regidon VH que comprende secuencias de
CDR1, CDR2 y CDR3 y una region VL que comprende secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3, en donde una o mas de
estas secuencias de CDR comprende secuencias de aminoacidos especificadas basadas en los anticuerpos preferidos
descritos aqui; 16F16, 16F31, MS o 21F2, en donde una o mas CDRs opcionalmente contiene una o mas
modificaciones de aminoacidos conservadoras y en donde los anticuerpos retienen las propiedades funcionales
deseadas de los anticuerpos anti-hNKG2D de la invencion. Por consiguiente, la invenciéon proporciona un anticuerpo
aislado o fragmento de unién al antigeno del mismo, que comprende una regién variable de cadena pesada que
comprende secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 y una region variable de cadena ligera que comprende secuencias de
CDR1, CDR2 y CDR3, en donde: (a) la secuencias de CDR3 de regiéon VH comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en secuencias de aminoacidos de SEC ID N°: 17, 23, 50 y 56; (b) la secuencia de
CDR3 de regién VL comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en secuencias de
aminoacidos de SEC ID N°: 20, 26, 53 y 59; (c) una o mas CDRs opcionalmente contiene una o mas modificaciones de
aminoacidos conservadoras y (d) el anticuerpo se une a hNKG2D y presenta por lo menos una de las propiedades
funcionales descritas aqui, muy preferiblemente varias de las propiedades funcionales descritas aqui.

[0094] En una forma de realizaciéon adicional, la secuencia de CDR2 de region VH comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en secuencias de aminoacidos de SEC ID N° 16, 22, 49 y 55; y la
secuencia de CDR2 de regién VL comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en
secuencias de aminoacidos de SEC ID N°: 19, 25, 52 y 58, en donde una o mas CDRs opcionalmente contiene una o
mas modificaciones de aminoacidos conservadoras.

[0095] En otra forma de realizacion adicional, la secuencia de CDR1 de region VH comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en secuencias de aminoacidos de SEC ID N° 15, 21, 48 y 54 y
modificaciones conservadoras de la misma; y la secuencia de CDR1 de regién VL comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en secuencias de aminoacidos de SEC ID N°: 18, 24, 51 y 57, en
donde una o mas CDRs opcionalmente contiene una o mas modificaciones de aminoacidos conservadoras.

[0096] Como se usa aqui, el término "modificaciones de aminoacidos conservadoras" se refiere a modificaciones de
aminoacidos que no afectan o alteran significativamente las caracteristicas de unién del anticuerpo que contiene la
secuencia de aminoacidos. Esas modificaciones conservadoras incluyen substituciones, adiciones y eliminaciones de
aminoacidos. Las modificaciones pueden ser introducidas en un anticuerpo de la invencién mediante técnicas estandar
conocidas en la técnica, tales como, por ejemplo, mutagénesis dirigida al sitio y mutagénesis mediada por PCR. Una
secuencia de anticuerpo que comprende modificaciones de aminoacidos en comparacién con un anticuerpo original es
tipicamente por lo menos 90%, preferiblemente por lo menos 95%, 98% o 99% idéntico a la secuencia de aminoacidos
correspondiente en el original y/o comprende cuando mucho 10, preferiblemente cuando mucho 5, 4, 3, 2
modificaciones de aminoacidos en comparacion con la secuencia de anticuerpo original.
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[0097] Sustituciones de aminoacidos "conservadoras" son tipicamente aquellas en las cuales un residuo de aminoacido
es reemplazado por un residuo de aminoacido que tiene una cadena lateral con propiedades fisicoquimicas similares.
Familias de residuos de aminoacidos que tienen cadenas laterales similares han sido definidas en la técnica. Estas
familias incluyen aminoacidos con cadenas laterales basicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas laterales
acidas (por ejemplo, acido aspartico, acido glutdmico), cadenas laterales polares no cargadas (por ejemplo, glicina,
asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina, triptéfano), cadenas laterales no polares (por ejemplo, alanina,
valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina), cadenas laterales beta-ramificadas (por ejemplo, treonina,
valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina).

[0098] Por lo tanto, uno o mas residuos de aminoacidos dentro de las regiones de CDR de un anticuerpo de la invencion
puede ser reemplazado con otros residuos de aminoacidos de la misma familia de cadena lateral y el anticuerpo
alterado puede ser probado para funcion retenida (es decir, las funciones expuestas en (c), (d) y (e) anteriores)
mediante el uso de los ensayos funcionales descritos aqui.

Fragmentos de union al antigeno

[0099] Los anticuerpos anti-hNKG2D de la invencion se pueden preparar como anticuerpos de longitud completa o
fragmentos de unién al antigeno de los mismos. Ejemplos de fragmentos de unién al antigeno incluyen Fab, Fab',
F(ab)2, F(ab")2, F(ab)3, Fv (tipicamente los dominios VL y VH de un solo brazo de un anticuerpo), Fv de cadena sencilla
(scFv; véase, por ejemplo, Bird et al., Science 1988;242: 423-426; y Huston et al. PNAS 1988;85: 5879-5883), dsFv, Fd
(tipicamente el dominio VH y CH1) y fragmentos dAb (tipicamente un dominio VH); dominios VH, VL, VhH y V-NAR;
moléculas monovalentes que comprende un VH sencillo y una cadena de VL sencilla; minicuerpos, diacuerpos,
triacuerpos, tetracuerpos y cuerpos kappa (véase, por ejemplo, lll et al., Protein Eng 1997; 10: 949-57); IgG de camello;
IgNAR; asi como una o mas CDRs aisladas o un paratopo funcional, en donde las CDRs aisladas o residuos o
polipéptidos de unién al antigeno pueden ser asociados o enlazados juntos para formar un fragmento de anticuerpo
funcional. Varios tipos de fragmentos de anticuerpo han sido descritos o revisados en, por ejemplo, Holliger y Hudson,
Nat Biotechnol 2005;23: 1126-1136; W02005040219 y solicitudes de patente de EE.UU. publicadas 20050238646 y
20020161201.

[0100] Los fragmentos de anticuerpo se pueden obtener mediante el uso de técnicas recombinantes convencionales o
de ingenieria genética de proteina y los fragmentos pueden ser determinados selectivamente para union al antigeno u
otra funcién de la misma manera que son los anticuerpos intactos.

[0101] Se han desarrollado varias técnicas para la producciéon de fragmentos de anticuerpo. Tradicionalmente, estos
fragmentos fueron derivados por digestion proteolitica de anticuerpos de longitud completa (véase, por ejemplo,
Morimoto et al., Journal of Biochemical y Biophysical Methods, 24: 107-1 17 (1992); y Brennan et al., Science, 229: 81
(1985)). Sin embargo, estos fragmentos ahora pueden ser producidos directamente por células huésped recombinantes.
Alternativamente, fragmentos Fab'-SH pueden ser directamente recuperados de E. coli y quimicamente acoplados para
formar fragmentos F(ab')2 (Carter et al., Bio/Technology, 10: 163-167 (1992)). De conformidad con otro enfoque, los
fragmentos F(ab')2 pueden ser aislados directamente de cultivo de células huésped recombinantes. En otras formas de
realizacion, el anticuerpo de eleccién es un fragmento Fv de cadena sencilla (scFv). Véase WO 1993/16185; patente de
EE.UU. N° 5,571,894; y patente de EE.UU. N° 5,587,458. El fragmento de anticuerpo también puede ser un
"anticuerpo lineal", por ejemplo, como se describe, por ejemplo, en la patente de EE.UU. N° 5,641,870. Esos
fragmentos de anticuerpo lineales pueden ser monoespecificos o biespecificos.

Moléculas Multiespecificas

[0102] En otro aspecto, la presente invencion proporciona moléculas multiespecificas que comprenden un anticuerpo
anti-hNKG2D o un fragmento de antigeno del mismo, de la invenciéon. Esas moléculas multiespecificas incluyen
moléculas biespecificas que comprenden por lo menos una primera especificidad de uniéon para hNKG2D y una
segunda especificidad de unién para un segundo epitopo especifico.

[0103] Un tipo de moléculas biespecificas son anticuerpos biespecificos. Los anticuerpos biespecificos son anticuerpos
que tienen especificidades de union para por lo menos dos epitopos diferentes. Los métodos para hacer anticuerpos
biespecificos son conocidos en la técnica y la produccion tradicional de anticuerpos biespecificos de longitud completa
se basa usualmente en la coexpresion de dos pares de cadena pesada-cadena ligera de inmunoglobulina, en donde las
dos cadenas tienen diferentes especificidades (Millstein et al., Nature, 305: 537-539 (1983)). Los anticuerpos
biespecificos se pueden preparar como anticuerpos de longitud completa o fragmentos de anticuerpo (por ejemplo
F(ab')2 anticuerpos biespecificos) o cualesquiera otros fragmentos de unién al antigeno descritos aqui.

[0104] En los anticuerpos biespecificos de conformidad con la presente invencion, por lo menos un epitopo de union

esta sobre la proteina hNKG2D. La porcion de union a anti-NKG2D se puede combinar con la segunda porcidon que se

une a una molécula en un leucocito pro-inflamatorio, por ejemplo, una molécula receptora de células T (por ejemplo

CD2, CD3, CD4 o CD8), para enfocar mecanismos de defensa celulares a una célula que expresa hNKG2D pro-

inflamatoria. En esta forma de realizacién, los anticuerpos biespecificos se pueden usar, por ejemplo, para dirigir

agentes citotoxicos a, o un ataque de ADCC/CDC en, células pro-inflamatorias que expresan NKG2D. El agente
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citotoxico podria ser, por ejemplo, saporina, un agente anti-interferén-alfa, un alcaloide de vinca, la cadena de ricino A,
metotrexato o un isétopo radioactivo.

[0105] En ofra forma de realizacion, la segunda porcidn se une a un objetivo asociado a célula que es presentado en o
expresado por células asociadas con un estado de enfermedad normalmente regulado por linfocitos efectores, tales
como cancer, infeccién viral o similar. Por lo tanto, por ejemplo, un objetivo tipico puede ser una molécula asociada con
estrés celular tal como una molécula de MIC (por ejemplo, MIC-A o MIC-B) o a ULBP (por ejemplo, Rae-1, H-60,
ULBP2, ULBP3, HCMV UL18 o Rae-1 B) o una molécula asociada a patégeno tal como hemaglutinina viral.

[0106] Otras moléculas multiespecificas incluyen aquellas producidas a partir de la fusiéon de una porcion de anticuerpo
de union a hNKG2D a una o mas de otras proteinas que no son anticuerpo. Esas proteinas multiespecifica y como
construirlas se ha descrito en la técnica. Véase, por ejemplo, Dreier et al. (Bio-conjug. Chem. 9(4): 482-489 (1998));
patente de EE.UU. 6,046,310; publicacion de patente de EE.UU. N°: 20030103984; solicitud de patente europea 1 413
316; publicacion de patente de EE.UU. N°: 20040038339; von Strandmann et al., Blood (2006; 107: 1955-1962.) y WO
2004056873. De conformidad con la presente invencion, la proteina que no es anticuerpo podria ser, por ejemplo, un
ligando adecuado para cualquiera de los antigenos de "segunda porcion" descritos en la seccién anterior; por ejemplo,
un ligando para una célula T o receptor de Fc o una molécula de estrés celular tal como MIC-A, MIC-B, ULBP o una
molécula asociada a proteina tal como una hemaglutinina viral.

[0107] Moléculas multiespecificas con mas de dos valencias también se contemplan. Por ejemplo, se pueden preparar
anticuerpos triespecificos. Tutt et al., J. Immunol, 147: 60 (1991).

[0108] Las moléculas multiespecificas de la presente invencion se pueden preparar al conjugar las especificidades de
union constituyentes mediante el uso de métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, cada especificidad de union de
la molécula multiespecifica puede ser generada por separado y después conjugada una con otra. Cuando las
especificidades de unién son proteinas o péptidos, una variedad de agentes de acoplamiento o entrelazamiento se
pueden usar para conjugacién covalente. Ejemplos de agentes de entrelazamiento incluyen proteina A, carbodiimida, N-
succinimidil-S-acetil-tioacetato (SATA), acido 5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB), o-fenilendimaleimida (oPDM), N-
succinimidil-3-(2-piridilditio)propionato (SPDP) y sulfosuccinimidil 4-(N-maleimidometil)ciclohaxan-1-carboxilato (sulfo-
SMCC) (véase, por ejemplo, Karpovsk y et al. (1984) J. Exp. Med. 160: 1686; Liu, MA et al. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 82: 8648). Otros métodos incluyen aquellos descritos en Paulus (1985) Behing Ins. Mitt. N°: 78, 118-132; Brennan
et al. (1985) Science 229: 81-83) y Glennie et al. (1987) J. Immunol. 139: 2367-2375). Los agentes de conjugacion
preferidos son SATA y sulfo-SMCC, ambos disponibles de Pierce Chemical Co. (Rockford, IL).

[0109] Cuando las especificidades de unién son anticuerpos, pueden ser conjugados mediante unién de sulfhidrilo de
las regiones de bisagra C-terminales de las dos cadenas pesadas. En una forma de realizacion particularmente
preferida, la region de bisagra es modificada para contener un numero impar de residuos de sulfhidrilo, preferiblemente
uno, antes de la conjugacion.

[0110] Alternativamente, ambas especificidades de unién pueden ser codificadas en el mismo vector y expresadas y
ensambladas en la misma célula huésped. Este método es particularmente util en donde la molécula biespecifica es
mAb x mAb, mAb x Fab, Fab x F(ab')2 o proteina de fusion de ligando x Fab. Una molécula biespecifica de la invencion
puede ser una molécula de cadena sencilla que comprende un anticuerpo de cadena sencilla y un determinante de
unién o una molécula biespecifica de cadena sencilla que comprende dos determinantes de union. Moléculas
biespecificas pueden comprender por lo menos dos moléculas de cadena sencilla. Métodos para preparar moléculas
biespecificas se describen o se revisan, por ejemplo, en la patente de EE.UU. numero 5,260,203; patente de EE.UU.
numero 5,455,030; patente de EE.UU. numero 4,881,175; patente de EE.UU. ndmero 5,132,405; patente de EE.UU.
numero 5,091,513; patente de EE.UU. niumero 5,476,786; patente de EE.UU. nimero: 5,013,653; patente de EE.UU.
numero 5,258,498; patente de EE.UU. numero 5,482,858; publicacion de solicitud de patente de EE.UU. 20030078385,
Kontermann et al., (2005) Acta Pharmacological Sinica 26(1): 1-9; Kosteln y et al., (1992) J. Immunol. 148(5): 1547-
1553; Hollinger et al., (1993) PNAS (EE.UU.) 90: 6444-6448; y Gruber et al. (1994) J. Immunol. 152: 5368.

Variantes de anticuerpo

[0111] Un anticuerpo de la invencion ademas se puede preparar mediante el uso de un anticuerpo que tiene una o mas
de las secuencias de VH y/o VL descritas aqui como material de partida para manipular un anticuerpo modificado o
"variante" de anticuerpo, el anticuerpo modificado puede tener propiedades alteradas del anticuerpo original. Un
anticuerpo puede ser manipulado al modificar uno o mas residuos dentro de una o ambas regiones variables (es decir,
VH yl/o VL), por ejemplo, dentro de una o mas CDR regiones y/o dentro de una o mas regiones marco de trabajo.
Ademas o alternativamente, un anticuerpo puede ser manipulado al modificar residuos dentro de la regién(es)
constante, por ejemplo para alterar la funcion(es) efectora del anticuerpo. Ademas, a partir de porciones de unién al
antigeno de un anticuerpo, se pueden preparar otros constructos tales como fragmentos de unién al antigeno, derivados
de anticuerpo, inmunoconjugados y moléculas multiespecificas.

[0112] Técnicas de biologia molecular estandares se pueden usar para preparar y expresar la secuencia de anticuerpo
alterada.
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[0113] Aunque una variante o derivado de anticuerpo tipicamente tiene por lo menos una propiedad alterada en
comparacion con el anticuerpo "original", la variante o derivado de anticuerpo puede retener una, algunas o la mayoria
de las propiedades funcionales del anticuerpo anti-hNKG2Ds descrito aqui, las propiedades funcionales incluyen, pero
no se limitan a: (a) previene la activacion mediada por NKG2D de una célula NK o T que expresa NKG2D,
opcionalmente con una CE50 para reducir citotoxicidad inducida por ligando mas baja que la CE50 para unién a la
célula; (b) compite con por lo menos un ligando de NKG2D en la unién a NKG2D, preferiblemente con por lo menos
MICA y ULBP3; (c) reduce la cantidad de NKG2D sobre la superficie de una célula NK o T que expresa NKG2D,
preferiblemente con por lo menos 75%; (d) se une a NKG2D de Cynomolgus y/o Rhesus, preferiblemente con eficacia o
afinidad sustancialmente similar; (e) se une a mas de una forma o conformacion de NKG2D; (f) se une a NKG2D con
una Kd de 1 nM o menos, preferiblemente 0,1 nM o menos; (g) compite con uno o mas de 16F16, 16F31, MS o 21F2,
(h) compite mas con 16F16, 16F31, MS o 21F2 que con cualquiera de ON72, BAT221, 5C6, 1D11, ECM217 y 149810
en la unidon a hNKG2D; (i) bloqguea mas de 90% de union de 16F16, MS o 21F2 a hNKG2D de superficie celular; (j) tiene
menos actividad agonista sobre hNKG2D que cualquiera de ON72, BAT221, 5C6, 1D11, ECM217 y 149810. Cualquier
combinacién de las caracteristicas funcionales anteriormente descritas y/o las caracteristicas funcionales como se
describe en los ejemplos, puede ser presentada por un anticuerpo de la invencion.

[0114] Las propiedades funcionales de variantes y derivados de anticuerpo pueden ser evaluadas mediante el uso de
ensayos estandar disponibles en la técnica y/o descritos aqui. Por ejemplo, la capacidad del anticuerpo para unirse a
hNKG2D se puede determinar mediante el uso de ensayos de unién estandares, tales como aquellos expuestos en los
ejemplos (por ejemplo, Biacore, citometria de flujo o ELISASs).

Modificaciones de region variable

[0115] Un tipo de manipulacion de regién variable que se puede realizar es injerto de CDR. Los anticuerpos interactian
con antigenos objetivo predominantemente a través de residuos de aminoacidos que estan localizados en las seis
regiones determinantes de complementariedad (CDRs) de cadena pesada y ligera. Por esta razon, las secuencias de
aminoacidos dentro de CDRs son mas diversas entre anticuerpos individuales que secuencias fuera de las CDRs.
Debido a que las secuencias de CDR son responsable de la mayoria de las interacciones anticuerpo-antigeno, es
posible expresar anticuerpos recombinantes que simulen las propiedades de anticuerpos especificos que ocurren
naturalmente al construir vectores de expresidon que incluyen secuencias de CDR del anticuerpo especifico que ocurre
naturalmente injertado en secuencias marco de un anticuerpo diferente con diferentes propiedades (véase, por ejemplo,
Riechmann, L. et al. (1998) Nature 332: 323-327; Jones, P. et al. (1986) Nature 321 : 522-525; Queen, C. et al. (1989)
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86: 10029-10033; patente de EE.UU. N°: 5,225,539 de Winter y patentes de EE.UU. N°: 5,
530,101 ; 5,585,089; 5,693,762 y 6,180,370 de Queen et al.) Por consiguiente, otra forma de realizacién de la invencion
se refiere a un anticuerpo aislado o porciéon de unién al antigeno del mismo, que comprende: una regiéon VH que
comprende secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en SEC ID N°: 15, 21, 48 y 54, SEC ID N°: 16, 22, 49 y 55 y SEC ID N°: 17, 23, 50 y 56, respectivamente y
una region VL que comprende secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEC ID N°: 18, 24, 51 y 57, SEC ID N°: 19, 25, 52 y 58 y SEC ID N°: 20, 26, 53
y 59, respectivamente. Por lo tanto, esos anticuerpos contienen las secuencias de CDR de VH y VL de anticuerpos
16F16, 16F31, MS o 21F2, pero pueden contener secuencias marco diferentes a las de los anticuerpos.

[0116] La invencién también proporciona una versidon quimérica o humanizada de un anticuerpo monoclonal anti-
hNKG2D murino o fragmento de union al antigeno del mismo, que se une a hNKG2D y el uso de esos anticuerpos (por
ejemplo, en la modulacién de procesos fisioldgicos mediados por hNKG2D en un huésped mamifero). En una forma de
realizacion, el anticuerpo murino es uno de ON72, BAT221, 5C6, 1D11, 149810 y ECM217. En otra forma de
realizacién, el anticuerpo murino no es uno de ON72, BAT221, 5C6, 1D11, 149810 y ECM217. Por lo tanto, esos
anticuerpos contienen las secuencias de CDR de VH y VL de ON72, BAT221, 5C6, 1D11, 149810 o ECM217 o
anticuerpo monoclonal murino diferente de ON72, BAT221, 5C6, 1D11, 149810, ECM217, secuencias marco diferentes
a las de estos anticuerpos. En una forma de realizacién, el anticuerpo humanizado es una versién humanizada de
ON72, que comprende, por ejemplo, las secuencias de aminoacidos de cadena pesada y ligera SEC ID N°: 70 y 71,
respectivamente.

[0117] Las secuencias marco se pueden obtener de bases de datos de ADN o referencias publicadas que incluyen
secuencias de gen de anticuerpo de linea germinal. Por ejemplo, las secuencias de ADN de linea germinal para genes
de regioén variable de cadena pesada y cadena ligera se pueden encontrar en la base de datos "dBase" de secuencia de
linea germinal humana (disponible en Internet en www.mrc-cpe.cam.ac.uk/vbase), asi como en Kabat, E. A., et al.
(1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, quinta edicién, U.S. Department of Health y Human Services,
Publicacion de NIH N°: 91-3242; Tomlinson, |. M., et al. (1992) "The Repertoire of Human Germline VH Sequences
Reveals about Fift y Groups of VH Segments con Different Hypervariable Loops" J. Mol. Biol. 227: 776-798; y Cox, J. P.
L. et al. (1994) "A Director y of Human Germ-line VH Segments Reveals a Strong Bias in their Usage" Eur. J. Immunol.
24: 827-836.

[0118] Secuencias marco preferidas para usarse en los anticuerpos de la invencién son aquellas que son
estructuralmente similares a las secuencias marco usadas por anticuerpos de la invencién seleccionadas, por ejemplo,
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similares a las secuencias marco VH3_21, D3-9, JH4, VKIJ.15 y JK2 o VH3_20, D3-10, JH6, VKIII_A27 y JK3 o
VH4_59, JH3, VKIII_A27 y JK1 o VH5_51, D3_10_R3, JH4, VKIII_L6 y JK1 usadas por los anticuerpos 16F16, 16F31,
MS y 21F2. Las secuencias de CDR1, 2y 3 de Vh de 16F16, 16F31, MS o0 21F2 y las secuencias de CDR1, 2y 3 de VH
de 16F6, 16F31, MS o 21F2 pueden ser injertadas en regiones marco que tienen la misma secuencia que aquella
encontrada en el gen de inmunoglobulina de linea germinal del cual la secuencia marco se deriva o las secuencias de
CDR pueden ser injertadas en regiones marco que contienen una o mas mutaciones en comparacion con las
secuencias de linea germinal. Por ejemplo, se ha encontrado que en ciertos casos es beneficioso mutar residuos dentro
de las regiones marco para mantener o incrementar la capacidad de unidn a antigeno del anticuerpo (véase, por
ejemplo, patentes de EE.UU. N°: 5,530,101; 5,585,089; 5,693,762 y 6,180,370 de Queen et al.).

[0119] En otro aspecto de la invencion, las caracteristicas estructurales de los anticuerpos anti-hNKG2Ds de la
invencion, por ejemplo, 16F16 y 16F31, se usan para crear anticuerpos anti-hNKG2D estructuralmente relacionados que
retienen por lo menos una propiedad funcional de los anticuerpos de la invencion, tales como uniéon a hNKG2D. Por
ejemplo, una o mas regiones CDR de 16F16 o 16F31 o variantes de las mismas, se pueden combinar
recombinantemente con regiones marco conocidas y/u otras CDRs para crear anticuerpos anti-hNKG2D adicionales,
recombinantemente-manipulados, de la invencion. El material de partida para el método de manipulacién es una o mas
de las secuencias de VH y/o VL provistas aqui o una o mas regiones CDR de las mismas. Para crear el anticuerpo
manipulado, no es necesario preparar realmente (es decir, expresar como una proteina) un anticuerpo que tiene un o
mas de las secuencias de VH y/o VL provistas aqui o una o mas regiones CDR de las mismas. Mas bien, la informacion
contenida en la secuencia(s) se usa como el material de partida para crear una secuencia(s) de "segunda generacion"
derivada de la secuencia(s) original y entonces la secuencia(s) de "segunda generacion" se prepara y expresa como
una proteina.

[0120] Por consiguiente, en otra forma de realizacion, la invencion proporciona un método para preparar un anticuerpo
anti-hNKG2D que comprende: (a) proporcionar: (i) una secuencia de anticuerpo de regién variable de cadena pesada
que comprende una secuencia de CDR1 seleccionada de SEC ID N° 15, 21, 48 y 54, una secuencia de CDR2
seleccionada de SEC ID N° 16, 22, 49 y 55 y/o una secuencia de CDR3 seleccionada de SEC ID N°: 17, 23, 50 y 56; y
(i) una secuencia de anticuerpo de region variable de cadena ligera que comprende una secuencia CDR1 seleccionada
de SEC ID N°: 18, 24, 51 y 57, una secuencia de CDR2 seleccionada de SEC ID N° 19, 25, 53 y 59 y/o una CDR3
secuencia seleccionada de SEC ID N°: 20, 26, 53 y 59; (b) alterar por lo menos un residuo de aminoacido dentro de la
primera secuencia de anticuerpo y/o la segunda secuencia de anticuerpo para crear por lo menos una secuencia de
anticuerpo alterada; (c) preparar la secuencia de anticuerpo alterada; y (d) expresar la secuencia de anticuerpo alterada
como una proteina.

[0121] Otro tipo de modificacién de regién variable es mutar residuos de aminoacidos dentro de las regiones CDR1,
CDR2 y/o CDR3 de VH y/o VL para mejorar asi una o mas propiedades de union (por ejemplo, afinidad) del anticuerpo
de interés. La mutagénesis dirigida al sitio o mutagénesis mediada por PCR se puede realizar para introducir la
mutacion(es) y el efecto sobre la union del anticuerpo, u otra propiedad funcional de interés, se puede evaluar en
ensayos in vitro o in vivo como se describe aqui y se proporciona en los ejemplos. Preferiblemente, modificaciones
conservadoras (como se describiéd anteriormente) son introducidas. Las mutaciones pueden ser substituciones,
adiciones o eliminaciones de aminoacidos. Mas aun, tipicamente no mas de 8, muy tipicamente no mas de 5 residuos
son alterados dentro de una regién de CDR sencilla.

[0122] Por consiguiente, en otra forma de realizacion, la invencion proporciona anticuerpos anti-hNKG2D aislados, que
comprenden una region variable de cadena pesada que comprende: (a) una region CDR1 de VH que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionados de SEC ID N°: 15, 21, 48 y 54 o una secuencia de aminoacidos que tiene una,
dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete u ocho substituciones, eliminaciones o adiciones de aminoacidos en comparaciéon con
una secuencia de aminoacidos seleccionados de SEC ID N° 15, 21, 48 y 54; (b) una region CDR2 de VH que
comprende una secuencia de aminoéacidos seleccionados de SEC ID N° 16, 22, 49 y 55 o una secuencia de
aminoacidos que tiene una, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete u ocho substituciones, eliminaciones o adiciones de
aminoacidos en comparacion con una secuencia de aminoacidos seleccionados de SEC ID N°: 16, 22, 49 y 55; (c) una
region CDR3 de VH que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionados de SEC ID N°: 17, 23, 50 y 56 o una
secuencia de aminoacidos que tiene una, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete u ocho substituciones, eliminaciones o
adiciones de aminoacidos en comparacion con una secuencia de aminoacidos seleccionados de SEC ID N°: 17, 23, 50
y 56; (d) una region CDR1 de VL que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionados de SEC ID N°: 18, 24,
51 y 57 o una secuencia de aminoacidos que tiene una, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete u ocho substituciones,
eliminaciones o adiciones de aminoacidos en comparaciéon con una secuencia de aminoacidos seleccionados de SEC
ID N°: 18, 24, 51 y 57; (e) una region CDR2 de VL que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en SEC ID N°: 19, 25, 52 y 58 o una secuencia de aminoacidos que tiene una, dos, tres, cuatro,
cinco, seis, siete u ocho substituciones, eliminaciones o adiciones de aminoacidos en comparacién con una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID N°: 19, 25, 52 y 58; y (f) una region CDR3 de VL que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID N°: 20, 26, 53 y 59 o una
secuencia de aminoacidos que tiene una, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete u ocho substituciones, eliminaciones o
adiciones de aminoacidos en comparacion con una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en
SEC ID N°: 20, 26, 53 y 59.
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[0123] Los anticuerpos genéticamente manipulados de la invencion incluyen aquellos en los cuales se han hecho
modificaciones a residuos del marco dentro de VH y/o VL, por ejemplo, para mejorar las propiedades del anticuerpo.
Tipicamente, esas modificaciones marco se hacen para disminuir la inmunogenicidad del anticuerpo. Por ejemplo, un
enfoque es "retromutar” uno o mas residuos marco a la secuencia de linea germinal correspondiente. De manera mas
especifica, un anticuerpo que ha sufrido mutacion somatica puede contener residuos marco que difieren de la secuencia
de linea germinal de la cual se deriva el anticuerpo. Dichos residuos pueden ser identificados al comparar las
secuencias marco de anticuerpo con las secuencias de linea germinal de las cuales se deriva el anticuerpo.

[0124] Por ejemplo, para 16F16, el residuo de aminoacido R111 (residuo 103 de Kabat; dentro de FR4) de VH es una
arginina mientras este residuo en la secuencia de linea germinal correspondiente es un triptéfano (véase figura 5A).
Para devolver las secuencias de regién marco a su configuracion de linea germinal, algunas o todas las mutaciones
somaticas pueden ser "retromutadas" a la secuencia de linea germinal, por ejemplo, por mutagénesis dirigida al sitio o
mutagénesis mediada por PCR (por ejemplo, residuo 111 de la VH de 16F16 puede ser "retromutada" de treonina a
alanina). Como otro ejemplo, para 16F31, el residuo de aminoacido Y95 (dentro de FR3) de la region VH es una tirosina
mientras que este residuo en la secuencia de linea germinal correspondiente es una histidina (véase figura 5C). Para
devolver las secuencias de regién marco a su configuracion de linea germinal, la mutacién somatica puede ser
"retromutada” de tirosina a histidina. Como otro ejemplo, para MS, los residuos 3, 6 y 7 de Kabat de la region VH son
histidina (H), acido aspartico (D) y D, respectivamente, mientras que estos residuos en las secuencias de linea germinal
correspondientes son glutamina (Q), glicina (G) y G, respectivamente (véase figura 5E). Para 21F2, los residuos 13, 24,
76 y 93 de Kabat son acido glutamico (E), asparagina (N), N y G, respectivamente, mientras que estos residuos en las
secuencias de linea germinal correspondientes son lisina (K), G, serina (S) y alanina (A), respectivamente. Para
devolver las secuencias de region marco a su configuracién de linea germinal, las mutaciones somaticas pueden ser
similarmente "retromutadas". Esos anticuerpos "retromutados” estan también abarcados por la invencion.

[0125] Otro tipo de modificacion marco implica mutar uno o mas residuos dentro de la regién marco de trabajo o incluso
dentro de una o mas regiones CDR, para remover epitopos de células T para reducir asi la inmunogenicidad potencial
del anticuerpo. Este enfoque también se refiere como "desinmunizacién" y se describe con detalle adicional en
publicacion de patente de EE.UU. N°: 20030153043 por Carr et al.

Modificaciones de Fc

[0126] Ademas o como una alternativa a las modificaciones hechas dentro del las regiones marco o CDR, los
anticuerpos de la invenciéon se pueden manipular para incluir modificaciones dentro de la regiéon Fc, tipicamente para
alterar una o mas propiedades funcionales del anticuerpo, tales como vida media en el suero, fijacion de complemento,
union a receptor de Fc, estabilidad de proteina y/o citotoxicidad celular dependiente de antigeno o falta de a misma.
Ademas, un anticuerpo de la invencion puede ser quimicamente modificada (por ejemplo, una o mas porciones
quimicas se pueden fijar al anticuerpo) o se pueden modificar para alterar su glicosilacion, nuevamente para alterar una
0 mas propiedades funcionales del anticuerpo. Cada una de estas formas de realizacion se describe con detalle
adicional mas adelante. Los residuos en la regién Fc son numeradas de conformidad con Kabat.

[0127] Si se desea, la clase de un anticuerpo puede ser "conmutada" por técnicas conocidas. Esas técnicas incluyen,
por ejemplo, el uso de técnicas recombinantes directas (véase, por ejemplo, patente de EE.UU. 4816397) y técnicas de
fusion células-célula (véase, por ejemplo, patente de EE.UU. 5916771). Por ejemplo, un anticuerpo que originalmente se
produjo como una molécula de IgM puede ser conmutado en clase a un anticuerpo de IgG. Las técnicas de conmutacion
de clase también se pueden usar para convertir una subclase de IgG a otra, por ejemplo, de IgGl a IgG2. Por lo tanto, la
funcion efectora de los anticuerpos de la invencion puede ser cambiada por conmutacion de isotipo a, por ejemplo, un
anticuerpo de IgG1, 1gG2, 1gG3, IgG4, IgD, IgA, IgEo IgM para varios usos terapéuticos. Las secuencias de ADNc
ilustrativas para regiones constantes estan disponibles, por ejemplo, por GenBank (accesible por NCBI y otros sitios
web publicos), son como sigue:

Regién de cadena pesada constante de IgG1 humana: N° de acceso a GenBank: J00228;
Regién de cadena pesada constante de IgG2 humana: N° de acceso a GenBank: J00230;
Regién de cadena pesada constante de IgG3 humana: N° de acceso a GenBank: X04646;
Regién de cadena pesada constante de IgG4 humana: N° de acceso a GenBank: K01316; y
Regién de cadena ligera constante kappa humana: N° de acceso a GenBank: J00241.

[0128] En una forma de realizacion, la region de bisagra de CH1 es modificada de tal manera que el niumero de residuos
de cisteina en la region de bisagra es alterado, por ejemplo, incrementado o disminuido. Este enfoque se describe
adicionalmente en la patente de EE.UU. N°: 5677425 por Bodmer et al. El numero de residuos de cisteina en la region
de bisagra de CH1 es alterado, por ejemplo, para facilitar el ensamble de las cadenas ligera y pesada o para
incrementar o disminuir la estabilidad del anticuerpo.

[0129] En otra forma de realizacién, la regidon de bisagra Fc de un anticuerpo es mutada para reducir la vida media
bioldgica del anticuerpo. De manera mas especifica, una 0 mas mutaciones de aminoacidos son introducidas en la
region de interfaz del dominio CH2-CH3 del fragmento de Fc-bisagra de tal manera que el anticuerpo tiene unién de
proteina A estafilocdcica alterada (SpA) en relacion con la unidon de SpA del dominio de Fc-bisagra nativo. Este enfoque
se describe en detalle adicional en la patente de EE.UU. N°: 6165745 por Ward et al. En otra forma de realizacion, el
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anticuerpo es modificado para incrementar su vida media biolégica. Varios enfoques son posibles. Por ejemplo, una o
mas de las siguientes mutaciones pueden ser introducidas: T252L, T254S y T256F, como se describe en patente de
EE.UU. N° 6277375 de Ward. Alternativamente, para incrementar la vida media bioldgica, el anticuerpo puede ser
alterado dentro de la region CH1 o CL para contener un epitopo de union a receptor de salvamento tomado de dos
bucles de un dominio de CH2 de una region Fc de una IgG, como se describe en las patentes de EE.UU. N°: 5869046 y
6121022 de Presta et al. En otras formas de realizacion, la region Fc es alterada al reemplazar por lo menos un residuo
de aminoacidos con un residuo de aminoacido diferente para alterar la funcion efectora) del anticuerpo. Por ejemplo,
uno o0 mas aminoacidos seleccionados de residuos de aminoacidos 234, 235, 236, 237, 297, 318, 320 y 322 pueden ser
reemplazados por un residuo de aminoacido diferente de tal manera que el anticuerpo tiene una afinidad alterada para
un ligando efector pero retiene la capacidad de union al antigeno del anticuerpo original. El ligando efector al cual la
afinidad es alterada puede ser, por ejemplo, un receptor de Fc o el componente C1 de complemento. Este enfoque se
describe con detalle adicional en las patentes de EE.UU. N° 5624821 y 5648260, ambas de Winter et al. En otro
ejemplo, uno 0 mas aminoacidos seleccionados de residuos de aminoacidos 329, 331 y 322 pueden ser reemplazados
con un residuo de aminoacido diferente de tal manera que el anticuerpo ha alterado unién a C1q y/o citotoxicidad
dependiente de complemento reducida o anulada (CDC). Este enfoque se describe con detalle adicional en la patente
de EE.UU. N° 6194551 de Idusogie et al. En otro ejemplo, uno o mas residuos de aminoacidos dentro de las posiciones
de aminoacidos 231 y 239 son alterados para alterar asi la capacidad del anticuerpo para fijar complemento. Este
enfoque se describe ademas en la publicacion del PCT WO 94/29351 de Bodmer et al. En otro ejemplo adicional, la
region Fc es modificada para incrementar la capacidad del anticuerpo para mediar la citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpo (ADCC) y/o para incrementar la afinidad del anticuerpo para un receptor de Fe y al modificar uno o mas
aminoacidos en las siguientes posiciones: 238, 239, 248, 249, 252, 254, 255, 256, 258, 265, 267, 268, 269, 270, 272,
276, 278, 280, 283, 285, 286, 289, 290, 292, 293, 294, 295, 296, 298, 301, 303, 305, 307, 309, 312, 315, 320, 322, 324,
326, 327, 329, 330, 331, 333, 334, 335, 337, 338, 340, 360, 373, 376, 378, 382, 388, 389, 398, 414, 416, 419, 430, 434,
435, 437, 438 0 439. Este enfoque se describe ademas en la publicacién del PCT WO 00/42072 de Presta. Mas aun, los
sitios de unién sobre IgGl humana para FcyRI, FcyRIl, FcyRIIl y FcRn han sido mapeados y variantes con union
mejorada se han descrito (véase Shields, R.L. et al. (2001) J. Biol. Chem. 276: 6591-6604). Mutaciones especificas en
las posiciones 256, 290, 298, 333, 334 y 339 se mostré que mejoran la union a FcRIIl. Ademas, los siguientes mutantes
de combinacion se muestra que mejoran la union a FcyRIIl: T256A/S298A, S298A/E333A, S298A/K224A 'y
S298A/E333A/K334A.

[0130] La region constante puede ser modificada adicionalmente para estabilizar el anticuerpo, por ejemplo, para reducir
el riesgo de que un anticuerpo bivalente se separe en dos fragmentos de VH-VL monovalentes. Por ejemplo, en una
region constante de 1gG4, el residuo S241 puede ser mutado a un residuo de prolina (P) para permitir la formacion de
puente de disulfuro completo en la bisagra (véase, por ejemplo, Angal et al., Mol Immunol. 1993;30: 105-8).

Modificaciones de Glicosilacion

[0131] En otra forma de realizacién adicional, la glicosilacion de un anticuerpo es modificada. Por ejemplo, un anticuerpo
aglicosilado se puede hacer (es decir, el anticuerpo carece de glicosilacién). La glicosilacion puede ser alterada para,
por ejemplo, incrementar la afinidad del anticuerpo para antigeno. Las modificaciones de carbohidrato se pueden lograr,
por ejemplo, al alterar uno o mas sitios de glicosilacion dentro de la secuencia de anticuerpo. Por ejemplo, se puede
hacer una o mas substituciones de aminoacidos que dé por resultado la eliminacién de uno o mas sitios de glicosilacion
marco de regién variable para eliminar asi la glicosilacion en ese sitio. La aglicosilacion puede incrementar la afinidad
del anticuerpo para antigeno. Ese enfoque se describe con detalle adicional en las patentes de EE.UU. N° 5714350 y
6350861 de Co et al. Ademas o alternativamente, se puede hacer un anticuerpo que tenga un tipo de glicosilacion
alterado, tal como un anticuerpo hipofucosilado que tenga cantidades reducidas de residuos de fucosilo o un anticuerpo
que tenga estructuras de GlcNac de biseccion incrementada. Esos patrones de glicosilacion alterados se ha demostrado
que incrementan la capacidad de ADCC de los anticuerpos. Las modificaciones de carbohidratos se pueden lograr, por
ejemplo, al expresar el anticuerpo en una célula huésped con "maquinaria" de glicosilacion alterada. Las células con
esas alteraciones se han descrito en la técnica y se pueden usar como células huésped en las cuales se expresen
anticuerpos recombinantes de la invencion para producir asi un anticuerpo con glicosilacion alterada. Por ejemplo, EP1
176195 de Hanai et al., describe una linea de células con un gen FUT8 funcionalmente alterado, que codifica una
transferasa de fucosilo, de tal manera que los anticuerpos expresados en una linea de células presentan
hipofucosilacién. La publicacion del PCT WO 03/035835 de Presta describe una linea de células de CHO variante,
células Lecl3, con capacidad reducida para unir fucosa a carbohidratos enlazados a Asn(297), lo que también da por
resultado hipofucosilacién de anticuerpos expresados en esa célula huésped (véase también Shields, R.L. et al. (2002)
J. Biol. Chem. 277: 26733-26740). publicacion del PCT WO 99/54342 de Umana et al., describe lineas de células
manipuladas para expresar glicosil transferasas modificadoras de glicoproteina (por ejemplo, beta(l,4)-N-
acetilglucosaminiltransferasa Il (GnTlll)) de tal manera que los anticuerpos expresados en las lineas de células
manipuladas presentan estructuras de GIcNac de biseccion incrementada que dan por resultado actividad de ADCC
incrementada de los anticuerpos (véase también Umana et al. (1999) Nat. Biotech. 7: 176 180).

[0132] En ciertas formas de realizacién de los métodos de manipulacién de anticuerpos de la invencién, se pueden
introducir mutaciones aleatoriamente o selectivamente a lo largo de toda o parte de una secuencia que codifica un
anticuerpo anti-hNKG2D (por ejemplo, secuencia que codifica 16F16, 16F31, MS o 21F2) y los anticuerpos modificados
resultantes pueden ser determinados selectivamente para actividad de union y/u otras propiedades funcionales como se
describe aqui. Los métodos mutacionales se han descrito en la técnica. Por ejemplo, la publicacion del PCT WO
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02/092780 de Short describe métodos para crear y determinar selectivamente mutaciones de anticuerpo que usan
mutagénesis de saturacién, ensamble de ligacion sintética o una combinacién de los mismos.

[0133] Alternativamente, la publicacion del PCT WO 03/074679 de Lazar et al., describe métodos para usar métodos de
cribado computacionales para optimizar propiedades fisicoquimicas de anticuerpos.

Derivados de anticuerpos

[0134] Derivados de anticuerpos (o inmunoconjugados) dentro del alcance de esta invencion incluyen anticuerpos anti-
hNKG2D conjugados o covalentemente unidos a un segundo agente.

[0135] Por ejemplo, en un aspecto, la invencion proporciona inmunoconjugados que comprenden un anticuerpo
conjugado o covalentemente unido a un agente citotoxico. El término "agente citotoxico” como se usa aqui es una
molécula que es capaz de matar a una célula que porta un receptor de hNKG2D sobre su superficie celular. Cualquier
tipo de porcién con un efecto citotdxico o citoinhibidor puede ser conjugado a los presentes anticuerpos para formar un
conjugado citotdxico de la presente invencién y para inhibir o matar células que expresan receptor de NK especifico,
que incluyen radioisétopos inmunomoduladores, proteinas tdxicas, moléculas pequefias tdxicas, tales como farmacos,
toxinas, inmunomoduladores, hormonas, antagonistas de hormona, enzimas, oligonucleétidos, inhibidores de enzima,
radionuclidos terapéuticos, inhibidores de angiogénesis, farmacos quimioterapéuticos, alcaloides de vinca, antraciclinas,
epidofilotoxinas, taxanos, antimetabolitos, agentes alquilantes, antibioticos, inhibidores de COX-2, SN-38, antimitéticos,
antiangiogénicos y agentes apoptoticos, particularmente doxorubicina, metotrexato, taxol, CPT-11, camptotecanos,
mostazas nitrogenadas, gemcitabina, alquil sulfonatos, nitrosureas, triazenos, analogos de acido félico, analogos de
pirimidina, andlogos de purina, complejo de coordinacion de platino, exotoxina de Pseudomonas, ricino, abrina, 5-
fluororidina, ribonucleasa (ARNasa), ADNasa |, enterotoxina-A estafilocécica, proteina antiviral de hierba carmin,
gelonina, toxina de difteria, exotoxina de Pseudomonas y endotoxina de Pseudomonas y otros (véase, por ejemplo,
Remington's Pharmaceutical Sciences, 19a ed. (Mack Publishing Co. 1995); Goodman y Gilman's The Pharmacological
Basis of Therapeutics (McGraw Hill, 2001); Pastan et al. (1986) Cell 47: 641; Goldenberg (1994) Cancer Journal for
Clinicians 44: 43; patente de EE.UU. N°: 6,077,499). Se apreciara que una toxina puede ser de origen animal, vegetal,
fungico o microbiano o puede ser creada de novo por sintesis quimica.

[0136] En otra forma de realizacion, el anticuerpo es derivado con un is6topo radioactivo, tal como un radionuclido
terapéutico o un radiontclido adecuado para propésitos de detecciéon. Cualquiera de un niumero de isétopos radioactivos
adecuados se pueden usar, los cuales incluyen, pero no se limitan a, 1-131, Indio-11 1, Lutetio-171, Bismuto-212,
Bismuto-213, Astatina-211, Cobre-62, Cobre-64, Cobre-67 y trio-90yodo-125yodo-131, Fosforo-32, Fésforo-33,
Escandio-47, Plata-111, Galio-67, Praseodimio-142, Samario-153, Terbio-161, Disprosio-166, Holmio-166, Renio-186,
Renio-188, Renio-189, Plomo-212, Radio-223, Actinio-225, Hierro-59, Selenio-75, Arsénico-77, Estroncio-89, Molibdeno-
99, Rodio-105, Paladio-109, Praseodimio-143, Prometio-149, Erbio-169, Iridio-194, Oro-198, Oro-199 y Plomo-211. En
general, el radionuclido preferiblemente tiene una energia de descomposicion en el intervalo de 20 a 6,000 keV,
preferiblemente en los intervalos de 60 a 200 keV para un emisor de Auger, 100-2,500 keV para un emisor beta y 4,000-
6,000 keV para un emisor alfa. También se prefieren radiondclidos que sustancialmente se descomponen con
generacion de particulas alfa.

[0137] Los conjugados de anticuerpo de la invencion se pueden usar para modificar una respuesta biolégica dada, en
donde la porcién de farmaco no debe considerarse como limitada a agentes terapéuticos quimicos clasicos. Por
ejemplo, la porcion de farmaco puede ser una proteina o polipéptido que posea una actividad bioldgica deseada. Esas
proteinas pueden incluir, por ejemplo, una toxina enzimaticamente activa o fragmento activo de la misma, tales como
abrina, ricino A, exotoxina de Pseudomonas o toxina de difteria; una proteina tal como factor de necrosis tumoral o
interferon-y; o, modificadores de respuesta bioldgica tales como, por ejemplo, linfocinas, interleucina-l ("IL-1"),
interleucina-2 ("IL-2"), interleucina-6 ("IL-6"), factor estimulante de colonia de granulocitos-macréfagos ("GM-CSF"),
factor estimulante de colonia de granulocitos ("G-CSF"), u otros factores de crecimiento.

[0138] El segundo agente puede ser enlazado al anticuerpo directamente o indirectamente, mediante el uso de
cualquiera de un gran numero de métodos disponibles. Por ejemplo, un agente puede ser unido en la regiéon de bisagra
del componente de anticuerpo reducido por formacién de enlace de disulfuro, mediante el uso de entrelazadores tales
como N-succinil 3-(2-piridilditiio)proprionato (SPDP)o por una porcién carbohidrato en la regién Fc del anticuerpo (véase,
por ejemplo Yu et al. (1994) Int. J. Cancer 56: 244; Wong, Chemistry of Protein Conjugation and Cross-linking (CRC
Press 1991); Upeslacis et al., "Modification of Antibodies by Chemical Methods," in Monoclonal antibodies: principles
and applications, Birch et al. (eds.), paginas 187-230 (Wiley-Liss, Inc. 1995); Price, "Production and Characterizacion of
Synthetic Peptide-Derived Antibodies," en Monoclonal antibodies: Produccién, engineering and clinical application, Ritter
et al. (eds.), paginas 60-84 (Cambridge University Press 1995), Cattel ef al. (1989) Chemistry today 7: 51-58, Delprino et
al. (1993) J. Pharm. Sci 82: 699-704; Arpicco et al. (1997) Bioconjugate Chemistry 8: 3; Reisfeld et al. (1989) Antibody,
Immunicon. Radiopharm. 2: 217). Véase, también, por ejemplo Arnon et al., "Monoclonal Antibodies For Immuno-
targeting Of Drugs In Cancer Therapy", en Monoclonal Antibodies And Cancer Therapy, Reisfeld et al. (eds.), pp. 243-56
(Alan R. Liss, Inc. 1985); Hellstrom et al., "Antibodies For Drug Delivery", en Controlled Drug Delivery (2a Ed.), Robinson
et al. (eds.), pp. 623-53 (Marcel Dekker, Inc. 1987); Thorpe, "Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy:
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A Review", en Monoclonal Antibodies '84: Biological And Clinical Applicaciones, Pinchera et al. (eds.), pp. 475-506
(1985); "Analysis, Results, And Future Prospective Of The Therapeutic Use Of Radiolabeled Antibody In Cancer
Therapy", en Monoclonal Antibodies For Cancer Detection And Therapy, Baldwin et al., (eds.), pp. 303-16 (Academic
Press 1985) y Thorpe et al., "The Preparation And Cytotoxic Properties Of Antibody-Toxin Conjugates”, Immunol. Rev.,
62: 119-58 (1982).

[0139] Para una discusion adicional de los tipos de citotoxinas, enlazadores y métodos para conjugar agentes
terapéuticos a anticuerpos, véase también Saito, G. et al. (2003) Adv. Drug Deliv. Rev. 55: 199-215; Trail, P.A. et al.
(2003) Cancer Immunol. Immunother. 52: 328-337; Payne, G. (2003) Cancer Cell 3: 207-212; Allen, T.M. (2002) Nat.
Rev. Cancer 2: 750-763; Pastan, I. y Kreitman, R. J. (2002) Curr. Opin. Investig. Drugs 3: 1089-1091; Senter, P.D. y
Springer, CJ. (2001) Adv. Drug Deliv. Rev. 53: 247-264.

[0140] En otras formas de realizacién, el segundo agente es una porcion detectable, que puede ser cualquier molécula
que pueda ser cuantitativamente o cualitativamente observada o medida. Ejemplos de marcadores detectables utiles en
los anticuerpos conjugados de esta invencion son radioisotopos, tintes fluorescentes o un miembro de un par de unién
complementario, tal como un miembro de cualquiera de: y antigeno/anticuerpo (otro distinto de anticuerpo para
NKG2D), lectina/carbohidrato; avidina/biotina; receptor/ligando; o polimero molecularmente impreso/sistemas de
molécula impresos.

[0141] EI segundo agente puede ser también o alternativamente un polimero, disefiado para, por ejemplo, incrementar
la vida media circulante del anticuerpo. Polimeros y métodos ilustrativos para unir esos polimeros a péptidos se ilustran,
por ejemplo, en las patentes de EE.UU. N°: 4766106; 4179337; 4495285 y 4609546. Polimeros ilustrativos adicionales
incluyen porciones de polioles polioxietilados y polietilenglicol (PEG). Como se usa aqui, el término "polietilenglicol"
abarca cualquiera de las formas de PEG que se han usado para derivar otras proteinas, tales como mono (C1-C10)
alcoxi-o ariloxi-polietilenglicol o polietilenglicol-maleimida. Por ejemplo, un anticuerpo de longitud completa o fragmento
de anticuerpo se puede conjugar a una o mas moléculas de PEG con un peso molecular de entre aproximadamente
1.000 y aproximadamente 40.000, tal como entre aproximadamente 2000 y aproximadamente 20.000, por ejemplo,
aproximadamente 3.000-12.000. Para pegilar un anticuerpo o fragmento del mismo, el anticuerpo o fragmento
tipicamente se hace reaccionar con polietilenglicol (PEG), tal como un derivado de éster o aldehido reactivo de PEG,
bajo condiciones en las cuales uno o mas grupos PEG se une al anticuerpo o fragmento de anticuerpo. Preferiblemente,
la pegilacion se lleva a cabo mediante una reaccion de acilacion o una reaccion de alquilacion con una molécula de
PEG reactiva (o un polimero soluble en agua reactivo analogo). En ciertas formas de realizacién, el anticuerpo que ha
de ser pegilado es un anticuerpo aglicosilado. Métodos para pegilar proteinas son conocidos en la técnica y se pueden
aplicar a los anticuerpos de la invencion. Véase por ejemplo, EP154316 de Nishimura et al., solicitud de patente
internacional PCT/US04/1 1494 y EP401384 de Ishikawa et al.

Acidos nucleicos

[0142] Otro aspecto de la invencion se refiere a moléculas de acido nucleico que codifican los anticuerpos de la
invenciéon. Los acidos nucleicos pueden estar presentes en células enteras, en un lisado celular o en una forma
parcialmente purificada o sustancialmente pura. Un acido nucleico es "aislado" o "se vuelve sustancialmente puro”
cuando se purifica de otros componentes celulares u otros contaminantes, por ejemplo, otros acidos nucleicos o
proteinas celulares, mediante técnicas estandares, que incluyen tratamiento alcalino/SDS, banda de CsCl,
cromatografia en columna, electroforesis en gel de agarosa y otros bien conocidos en la técnica. Véase, F. Ausubel, et
al., ed. (1987) Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing and Wile Interscience, New York. Un acido
nucleico de la invenciéon puede ser, por ejemplo, ADN o ARN y puede o no contener secuencias intronicas. En una
forma de realizacion preferida, el acido nucleico es una molécula de ADNc. Aunque los siguientes parrafos se refieren a
secuencias de ADN o uso de las mismas, los mismos métodos o principios generalmente se pueden aplicar a
secuencias de ARNm.

[0143] Los acidos nucleicos de la invencién se pueden obtener mediante el uso de técnicas de biologia molecular
estandares. Para anticuerpos expresados por hibridomas (por ejemplo, los hibridomas preparados de ratones
transgénicos que portan genes de inmunoglobulina humana como se describe mas adelante), los ADNc que codifican
las cadenas ligera y pesada del anticuerpo hecho por el hibridoma se pueden obtener por técnicas de amplificacion de
PCR o clonacion de ADNc estandares. Para anticuerpos obtenidos de una biblioteca de genes de inmunoglobulina (por
ejemplo, mediante el uso de técnicas de despliegue de fagos), los acidos nucleicos que codifican el anticuerpo pueden
ser recuperados de la biblioteca.

[0144] Las moléculas de acidos nucleicos preferidas de la invencién son aquellas que codifican (0 comprenden una
secuencia de acido nucleico que codifica) las secuencias de cadena H y L de los anticuerpos 16F16, 16F31, MS o 21F2
del isotipo IgG4. Las secuencias de ADN que codifican las secuencias de VH y VL de 16F16 se muestran en SEC ID N°:
3 y 4, respectivamente. Las secuencias de ADN que codifican las secuencias de VH y VL de 16F31 se muestran en
SEC ID N° 5 y 6, respectivamente. Las secuencias de ADN que codifican las secuencias de VH y VL de MS son
aquellas que codifican para SEC ID N°: 44 y 45, respectivamente. Las secuencias de ADN que codifican las secuencias
de VH y VL de 21F2 son aquellas que codifican para SEC ID N°: 46 y 47, respectivamente.
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[0145] Una vez que los fragmentos de ADN que codifican segmentos de VH y VL se obtienen, estos fragmentos de ADN
pueden ser ademas manipulados por técnicas de ADN recombinante estandares, por ejemplo para convertir los genes
de regién variable a genes de cadena de anticuerpo de longitud completa, a genes de fragmento Fab o a un gen de
scFv. En estas manipulaciones, un fragmento de ADN que codifica VL o VH es operativamente enlazado a otro
fragmento de ADN que codifica otra proteina, tal como una regiéon constante de anticuerpo o un enlazador flexible. El
término "operativamente enlazado", como se usa en este contexto, significa que los dos fragmentos de ADN estan
unidos de tal manera que las secuencias de aminoacidos codificadas por los dos fragmentos de ADN restantes en
marco.

[0146] EI ADN aislado que codifica la region VH puede ser convertido a un gen de cadena pesada de longitud completa
al enlazar operativamente el ADN que codifica VH a otra molécula de ADN que codifica regiones constantes de cadena
pesada (CH1, CH2 y CH3). Las secuencias de genes de region constante de cadena pesada son conocidas en la
técnica (véase, por ejemplo, Kabat, E. A., el al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, quinta edicion,
U.S. Department of Health y Human Services, Publicacién de NIH N°: 91-3242) y fragmentos de ADN que abarcan estas
regiones se pueden obtener por amplificacion de PCR estandar. La region constante de cadena pesada puede ser una
region constante de IgGl, 19G2, 1gG3, 1gG4, IgA, IgE, IgM o IgD, pero muy preferiblemente es una regiéon constante de
IgG4. Para un gen de cadena pesada de fragmento Fab, el ADN que codifica VH puede ser operativamente enlazado a
otra molécula de ADN que codifique solo la regién constante de cadena pesada CH1.

[0147] EI ADN aislado que codifica la regiéon VL puede ser convertido en un gen de cadena ligera de longitud completa
(asi como un gen de cadena ligera de Fab) al enlazar operativamente el ADN que codifica VL a otra molécula de ADN
que codifica la region constante de cadena ligera, CL. Las secuencias de genes de region constante de cadena ligera
humana son conocidas en la técnica (véase, por ejemplo, Kabat, E. A., ef al. (1991) Sequences of Proteins of
Immunological Interest, quinta edicion, U. S. Department of Health y Human Services, Publicacién de NIH N°: 91-3242) y
fragmentos de ADN que abarcan estas regiones se pueden obtener mediante amplificacion por PCR estandar. La region
constante de cadena ligera puede ser una regién constante kappa o lambda, pero muy preferiblemente es una region
constante kappa.

[0148] Para crear un gen de scFv, los fragmentos de ADN que codifican VH y VL son operativamente enlazados a otro
fragmento que codifica un enlazador flexible, por ejemplo, que codifica la secuencia de aminoacidos (Glys-Ser)s, de tal
manera que las secuencias de VH y VL pueden ser expresadas como una proteina de cadena sencilla contigua, con las
regiones VL y VH unidas por el enlazador flexible (véase, por ejemplo, Bird et al. (1988) Science 242: 423-426; Huston
et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 5879-5883; McCaffert y et al., (1990) Nature 348: 552-554).

Produccion de anticuerpo

[0149] Los anticuerpos monoclonales (mAbs) de la presente invencion pueden ser producidos por una variedad de
técnicas, que incluyen metodologia de anticuerpo monoclonal convencional por ejemplo, la técnica de hibridacion de
células somaticas estandar de Kohler y Milstein (1975) Nature 256: 495. Aunque los procedimientos de hibridacién de
células somaticas son preferidos, en principio, otras técnicas para producir anticuerpo monoclonal se pueden utilizar, por
ejemplo, transformacion viral u oncogénica de linfocitos B.

[0150] Un sistema de animal preferido para preparar hibridomas es el sistema murino. Los protocolos de inmunizacion y
técnicas para aislamiento de esplenocitos inmunizados para fusion son conocidos en la técnica, como lo son las parejas
de fusion (por ejemplo, células de mieloma murino) y procedimientos de fusidon. Anticuerpos quiméricos o humanizados
de la presente invencién también se pueden preparar con base en la secuencia de un anticuerpo monoclonal murino
mediante el uso de técnicas establecidas. Por ejemplo, el ADN que codifica las inmunoglobulinas de cadena pesada y
ligera se pueden obtener del hibridoma murino de interés y se pueden manipular para contener secuencias de
inmunoglobulina que no sean murino (por ejemplo, humanas) mediante el uso de técnicas de biologia molecular
estandares. Por ejemplo, para crear un anticuerpo quimérico, las regiones variables murino pueden ser enlazadas a
regiones constantes humanas mediante el uso de métodos conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, patente de
EE.UU. N° 4816567 de Cabill y et al.). Para crear un anticuerpo humanizado, las regiones de CDR murino pueden ser
insertadas en un marco humano mediante el uso de métodos conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, patente de
EE.UU. N°: 5225539 de Winter y patente de EE.UU. N°: 5530101; 5585089; 5693762 y 6180370 de Queen et al.).

[0151] En una forma de realizacion preferida, los anticuerpos de la invencion son anticuerpos monoclonales humanos.
Esos anticuerpos monoclonales humanos dirigidos contra hNKG2D pueden ser generados mediante el uso de ratones
transgénicos o transcromosémicos que portan partes del sistema inmunolégico humano en vez del sistema de raton.
Estos ratones transgénicos y transcromosémicos incluyen ratones referidos aqui como ratones HuMAD y ratones KM,
respectivamente y se refieren colectivamente aqui como "ratones de Ig humana". El raton HuMAb (Medarex, Inc.)
contiene miniloci de gen de inmunoglobulina humana que codifican secuencias de inmunoglobulina de cadena pesada
(p e y) y ligera K humanas desordenadas, junto con mutaciones dirigidas que inactivan los loci de cadena u y K
enddgenos (véase, por ejemplo, Lonberg, et al. (1994) Nature 368: 856-859). Por consiguiente, los ratones presentan
expresion reducida de IgM o K de raton y, en respuesta a inmunizacion, los transgenes de cadena pesada y ligera
humanas introducidas sufren cambio de clase y mutacion somatica para generar IgGK monoclonal humana de alta
afinidad (Lonberg, N. et al. (1994), supra; revisado en Lonberg, N. (1994) Handbook of Experimental Pharmacology 113:
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49-101; Lonberg, N. y Huszar, D. (1995) Intern. Rev. Immunol. 13: 65-93 y Harding, F. y Lonberg, N. (1995) Ann. N. Y.
Acad. Sci. 764: 536-546). La preparacion y uso de ratones HuMab y las modificaciones genémicas portadas por esos
ratones, ademas se describe en Taylor, L. et al. (1992) Nucleic Acids Research 20: 6287-6295; Chen, J. et al. (1993)
International Immunology 5: 647-656; Tuaillon et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 3720-3724; Choi et al. (1993)
Nature Genetics 4: 117-123; Chen, J. et al. (1993) EMBO J. 12: 821-830; Tuaillon et al. (1994) J. Immunol. 152: 2912
2920; Taylor, L. et al. (1994) International Immunology 6: 579-591; y Fishwild, D. et al. (1996) Nature Biotechnology 14:
845-851, el contenido de los cuales se incorpora especificamente aqui por referencia en su totalidad. Véase ademas,
patentes de EE.UU. N°: 5545806; 5569825; 5625126; 5633425; 5789650; 5877397; 5661016; 5814318; 5874299; y
5770429; todas de Lonberg y Kay; patente de EE.UU. N° 5545807 de Surani et al.; publicaciones del PCT N°: WO
92/03918, WO 93/12227, WO 94/25585, WO 97/13852, WO 98/24884 y WO 99/45962, todas de Lonberg y Kay; y
publicacion del PCT N° WO 01/14424 de Korman et al. En otra forma de realizacién, anticuerpos humanos de la
invencion se pueden producir mediante el uso de un ratdon que porta secuencias de inmunoglobulina humana en
transgenes y transcromosomas, tales como un ratén que porta un transgén de cadena pesada humana y un
transcromosoma de cadena ligera humana. Esos ratones, referidos aqui como "ratones KM", se describen con detalle
en publicacion del PCT WO 02/43478 de Ishida et al. Ademas, sistemas de animales transgénicos alternativos que
expresan genes de inmunoglobulina humana estan disponibles en la técnica y se pueden usar para producir anticuerpos
anti-hNKG2D de la invencion. Por ejemplo, un sistema transgénico alternativo referido como el Xenomouse (Abgenix,
Inc.) se puede usar; tales ratones se describen en, por ejemplo, las patentes de EE.UU. N°: 5939598; 6075181 ; 61
14598; 6150584 y 6162963 de Kucherlapati et al. Mas aun, sistemas animales transcromosémicos alternativos que
expresan genes de inmunoglobulina humana estan disponibles en la técnica y se pueden usar para producir anticuerpos
anti-hNKG2D de la invencién. Por ejemplo, ratones que portan tanto un transcromosoma de cadena pesada humana
como un transcromosoma de cadena ligera humana, referidos como "ratones TC" se pueden usar; esos ratones se
describen en Tomizuka et al. (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97: 722-727. Ademas, vacas que portan
transcromosomas de cadena pesada y ligera humanas se han descrito en la técnica (Kuroiwa et al. (2002) Nature
Biotechnology 20: 889-894) y se pueden usar para producir anticuerpos anti-hNKG2D de la invencion.

[0152] Los anticuerpos monoclonales humanos de la invencién también se pueden preparar mediante el uso de
métodos de despliegue de fagos para cribado de bibliotecas de genes de inmunoglobulina humana. Esos métodos de
despliegue de fagos para aislar anticuerpos humanos son establecidos en la técnica. Véase por ejemplo: patentes de
EE.UU. N°: 5223409; 5403484 y 5571698 de Ladner et al.; patentes de EE.UU. N°: 5427908 y 5580717 de Dower et al.;
patentes de EE.UU. N° 5969108 y 6172197 de McCaffert y et al.; y patentes de EE.UU. N° 5885793; 6521404;
6544731; 6555313; 6582915 y 6593081 de Griffiths et al. Anticuerpos monoclonales humanos de la invencion también
se pueden preparar mediante el uso de ratones SCID en los cuales se han reconstituido células inmunes humanas de
tal manera que se puede generar una respuesta de anticuerpo humano bajo inmunizacién. Esos ratones se describen,
por ejemplo, en las patentes de EE.UU. N°: 5476996 y 5698767 de Wilson et al.

[0153] Cuando ratones de Ig humana se usan para producir anticuerpos humanos de la invencion, esos ratones pueden
ser inmunizados con una preparacion purificada o enriquecida de antigeno hNKG2D y/o células que expresan hNKG2D,
como lo describe Lonberg, N. et al. (1994) Nature 368(6474): 856-859; Fishwild, D. et al. (1996) NatureBiotechnology
14: 845-851; y publicacién del PCT WO 98/24884 y WO 01/14424. Preferiblemente, los ratones seran de 6-16 semanas
de edad bajo la primera infusién. Por ejemplo, una preparacion purificada o enriquecida (5-50 pg) de antigeno hNKG2D
se puede usar para inmunizar a los ratones de Ig humana intraperitonealmente. En el caso de que las inmunizaciones
que usan una preparacion purificada o enriquecida de antigeno hNKG2D no den por resultado anticuerpos, los ratones
también pueden ser inmunizados con células que expresan hNKG2D, por ejemplo, una linea de células NK o T
humanas o una célula de mamifero que expresa hNKG2D recombinante con o sin DAP10, para promover respuestas
inmunitarias.

[0154] Procedimientos detallados para generar anticuerpos monoclonales completamente humanos para hNKG2D se
describen en el ejemplo 1 mas adelante. La forma y cantidad de antigeno administrado (por ejemplo, polipéptido de
hNKG2D o célula que expresa hNKG2D), asi como programas de administracion y el posible uso de adyuvantes tales
como, por ejemplo, adyuvante de Freund completo o adyuvante de Freund incompleto, son tipicamente optimizados
para cada sistema de antigeno-ratén de conformidad con métodos establecidos en la técnica.

[0155] La respuesta inmunitaria puede ser monitorizada durante el curso del protocolo de inmunizacién con muestras de
plasma obtenidas por sangrados retroorbitales y el plasma o suero puede ser determinado selectivamente por ELISA
(como se describe mas adelante) y ratones con suficientes titulos de inmunoglobulina humana anti-hNKG2D se pueden
usar para fusiones. Los ratones pueden ser reforzados intravenosamente con antigeno 3 dias antes del sacrificio y
eliminacion del bazo. Se espera que 2-3 fusiones para cada inmunizacion puede necesitar realizarse.

[0156] Para generar hibridomas que producen anticuerpos monoclonales humanos de la invencion, los esplenocitos y/o
células de nodos linfaticos de ratones inmunizados pueden ser aislados y fusionados a una linea de células
inmortalizadas apropiadas, tales como una linea de células de mieloma de ratéon. Los hibridomas resultantes pueden ser
determinados selectivamente para la produccion de anticuerpos especificos de antigeno. Por ejemplo, suspensiones de
células individuales de linfocitos esplénicos de ratones inmunizados pueden ser fusionados a una sexta parte del
numero de células de mieloma de ratén no secretoras P3X63-Ag8.653 (ATCC, CRL 1580) con 50% de PEG.
Alternativamente, las células pueden ser fusionadas por electrofusion. Las células se colocan en aproximadamente 2 x
27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2483942 T3

10° en una placa de microtitulacion de fondo plano, seguido por una incubacién de dos semanas en medio selectivo que
contiene suero de clon fetal al 20%, medio acondicionado "653" al 18%, origen al 5% (IGEN), L-glutamina 4 mM,
piruvato de sodio 1 mM, HEPES 5 mM, 2-mercaptoetanol 0,055 mM, 50 unidades/ml de penicilina, 50 mg/ml de
estreptomicina, 50 mg/ml de gentamicina y 1X HAT (Sigma; el HAT se afade 24 horas después de la fusion). Después
de aproximadamente dos semanas, las células pueden ser cultivadas en medio en el cual el HAT es reemplazado por
HT. Pozos individuales después pueden ser determinados selectivamente por ELISA para anticuerpos de IgM y IgG
monoclonales humanos. Una vez que ocurre crecimiento de hibridoma extensivo, el medio se puede observar
usualmente después de 10-14 dias. Los hibridomas secretores de anticuerpo pueden ser colocados en placas
nuevamente, determinados selectivamente de nuevo y si es positivo para IgG humana, los anticuerpos monoclonales
pueden ser subclonados por lo menos dos veces al limitar la dilucion. Los subclones estables entonces pueden ser
cultivados in vitro para generar pequefias cantidades de anticuerpo en medio de cultivo de tejido para caracterizacion.
Para purificar anticuerpos monoclonales humanos, los hibridomas seleccionados se pueden hacer crecer en matraces
de agitacion de dos litros para purificacion de anticuerpo monoclonal. Los sobrenadantes pueden ser filtrados y
concentrados antes de cromatografia de afinidad con proteina A-sefarosa (Pharmacia, Piscataway, N. J.). La IgG eluida
puede ser verificada por electroforesis en gel y cromatografia de liquidos de alto rendimiento para asegurar pureza. La
solucién reguladora de pH puede ser intercambiada en PBS y la concentracion se puede determinar por espectroscopia.
Se pueden hacer alicuotas de los anticuerpos monoclonales y almacenarlos a -80°.

[0157] Los anticuerpos de la invencién también se pueden producir en un transfectoma de célula huésped mediante el
uso de, por ejemplo, una combinacion de técnicas de ADN recombinante y métodos de transfeccion de genes como se
conoce bien en la técnica (por ejemplo, Morrison, S. (1985) Science 229: 1202).

[0158] Por ejemplo, para expresar los anticuerpos, los ADNs que codifican cadenas ligeras y pesadas de longitud
parcial por longitud completa, se pueden obtener mediante técnicas de biologia molecular estandares (por ejemplo,
amplificacion por PCR o clonacion de ADNc mediante el uso de un hibridoma que expresa el anticuerpo de interés) y los
ADNs pueden ser insertados en vectores de expresion de tal manera que los genes son operativamente enlazados a
secuencias de control transcripcional y traduccional y pueden servir su funcion destinada de regular la transcripcion y
traduccion del gen de anticuerpo.

[0159] El vector de expresion y las secuencias de control de expresion se escogen para que sean compatibles con la
célula huésped de expresion usada. El gen de cadena ligera de anticuerpo y el gen de cadena pesada de anticuerpo
pueden ser insertados en un vector separado o, muy tipicamente, ambos genes son insertados en el mismo vector de
expresion. Los genes de anticuerpo son insertados en el vector de expresién por métodos estandares (por ejemplo,
ligacién de sitios de restriccion complementarios en el fragmento de gen de anticuerpo y vector o ligaciéon de extremo
rasurado si no estan presentes los sitios de restriccion). Las regiones variables de cadena ligera y pesada de los
anticuerpos descritos aqui se pueden usar para crear genes de anticuerpo de longitud completa de cualquier isotipo de
anticuerpo al insertarlos en vectores de expresion que ya codifican regiones constantes de cadena pesada y regiones
constantes de cadena ligera del isotipo deseado de tal manera que el segmento VH es operativamente enlazado al
segmento(s) CH dentro del vector y el segmento VL es operativamente enlazado al segmento CL dentro del vector.
Ademas o alternativamente, el vector de expresién recombinante puede codificar un péptido de sefal que facilite la
secrecién de la cadena de anticuerpo de una célula huésped. El gen de cadena de anticuerpo puede ser clonado en el
vector de tal manera que el péptido de sefial sea enlazado en marco al amino-terminal del gen de cadena de anticuerpo.
El péptido de sefial puede ser un péptido de sefial de inmunoglobulina o un péptido de sefial heterélogo (es decir, un
péptido de sefal de una proteina no inmunoglobulina).

[0160] Ademas de los genes de cadena de anticuerpo, los vectores de expresion recombinantes de la invencion portan
secuencias reguladoras que controlan la expresion de los genes de cadena de anticuerpo en una célula huésped. El
término “secuencia reguladora” pretende incluir promotores, incrementadores y otros elementos de control de expresion
(por ejemplo, sefiales de poliadenilacién) que controlan la transcripcion o traduccion de los genes de cadena de
anticuerpo. Esas secuencias reguladoras se describen, por ejemplo, en Goedel (Gene Expression Technology. Methods
in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990)).

[0161] Los expertos en la técnica apreciaran que el disefio del vector de expresién, que incluye la seleccion de
secuencias reguladoras, puede depender de factores tales como la eleccion de la célula huésped que ha de ser
transformada, el nivel de expresion de la proteina deseada, etc. Las secuencias reguladoras preferidas para expresion
de células huésped de mamifero incluyen elementos virales que dirigen altos niveles de expresion de proteina en
células de mamifero, tales como promotores y/o incrementadores derivados de citomegalovirus (CMV), virus de simio 40
(SV40), adenovirus (por ejemplo, el promotor tardio mayor de adenovirus (AdMLP) y polioma. Alternativamente, se
pueden usar secuencias reguladoras no virales, tales como el promotor de ubiquitina o el promotor de p-globina.
Elementos reguladores adicionales compuestos de secuencias de diferentes fuentes, tales como el sistema del
promotor de SRa, que contiene secuencias del promotor temprano SV40 y la repeticion terminal larga del virus de
leucemia de células T humano tipo 1 (Takebey. et al. (1988) Mol. Cell. Biol. 8: 466-472).

[0162] Ademas de los genes de cadena de anticuerpo y las secuencias reguladoras, los vectores de expresion

recombinantes de la invencion pueden portar secuencias adicionales tales como secuencias que regulan la replicacién

del vector en células huésped (por ejemplo, origenes de replicacidon) y genes marcadores seleccionables. El gen
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marcador seleccionable facilita la seleccion de células huésped en las cuales el vector ha sido introducido (véase, por
ejemplo, patentes de EE.UU. N°: 4399216, 4634665 y 5179017, todas de Axel et al.). Por ejemplo, tipicamente el gen
marcador seleccionable confiere resistencia a farmacos, tales como G418, higromicina o metotrexato, en una célula
huésped en la cual el vector ha sido introducido. Los genes marcadores seleccionables preferidos incluyen el gen de
dihidrofolato reductasa (DHFR) (para usarse en células huésped-dhfr con seleccion/amplificacion de metotrexato) y el
gen neo (para seleccion de G418).

[0163] Para la expresion de las cadenas ligera y pesada, el vector(es) de expresion que codifica las cadenas pesada y
ligera es transfectado en una célula huésped mediante técnicas estandares. Las diversas formas del término
“transfeccion” pretenden abarcar una amplia variedad de técnicas cominmente usadas para la introduccion de ADN
exdégeno en una célula huésped procaridtica o eucariotica, por ejemplo, electroporacién, precipitacion de fosfato de
calcio, transfeccion de DEAE-dextrano y similares. Aunque tedricamente es posible expresar los anticuerpos de la
invencion ya sea en células huésped procaridticas o eucaritticas, la expresion de anticuerpos en células eucariéticas y
muy preferiblemente células huésped de mamifero, es la mas preferida porque las células eucariéticas y en particular
las células de mamifero, es mas probable que las células procariéticas para ensamblar y secretar un anticuerpo
apropiadamente doblado e inmunolégicamente activo. La expresion procaridtica de genes de anticuerpo ha sido
reportada como inefectiva para produccion de altos rendimientos de anticuerpo activo (Boss, M.A. and Wood, C. R.
(1985) Immunology Today 6: 12-13).

[0164] Las células huésped de mamifero preferidas para expresar los anticuerpos recombinantes de la invencion
incluyen Ovario de Hamster Chino (células CHO) (que incluyen células CHO-dhfr, descritas en Ulraub and Chasin
(1980) Proc. Nail. Acad. Sci. EE.UU. 77: 4216-4220, usadas con un marcador seleccionable de DHFR, por ejemplo,
como se describe en R. J. Kaufman and P. A. Sharp (1982) Mol. Biol. 159: 601-621), células de mieloma NSO, células
COS y células SP2. En particular, para usarse con células de mieloma NSO, otro sistema de expresion preferido es el
sistema de expresion de gen GS descrito en los documentos WO 87/04462, WO 89/01036 y EP 338,841. Cuando los
vectores de expresion recombinantes que codifican genes de anticuerpo se introducen en células huésped de mamifero,
los anticuerpos se producen al cultivar las células huésped durante un periodo suficiente para permitir la expresion del
anticuerpo en las células huésped o, muy preferiblemente, secrecion del anticuerpo en el medio de cultivo en el cual
crecen las células huésped. Los anticuerpos pueden ser recuperados del medio de cultivo mediante el uso de métodos
de purificacién de proteina estandares.

Caracterizacion del anticuerpo

[0165] Después de la producciéon o purificacion o como parte de un procedimiento de cribado o seleccion, las
caracteristicas funcionales de un anticuerpo anti-hNKG2D de la invencion se pueden investigar. Las propiedades
funcionales de interés incluyen, por ejemplo, especificidad de unién de anticuerpo para hNKG2D, competencia de
anticuerpo con ligandos de hNKG2D, competencia de anticuerpos con anticuerpos de referencia (tales como, por
ejemplo, 16F16, 16F31, MS y 21F2), el epitopo al cual se une el anticuerpo, la afinidad de la interacciéon anticuerpo-
antigeno y propiedades antagonisticas/agonisticas del anticuerpo.

[0166] Las siguientes son breves descripciones de ensayos ilustrativos para caracterizacion de anticuerpo. Algunas se
describen adicionalmente en secciones subsecuentes y/o se describen en ejemplos.

(1) Especificidad de anticuerpo para hNKG2D se puede evaluar al confirmar que el anticuerpo monoclonal (o,
como parte de procedimientos de cribado de animal, suero que contiene anticuerpos policlonales), se une a células
que expresan NKG2D pero no a células negativas para NKG2D. Las lineas de células con o sin NKG2D son
incubadas con anticuerpo seguido por incubaciéon con anticuerpo secundario directamente marcado y visualizado
por, por ejemplo, citometria de flujo.

(2) Bloqueo de uniéon a ligando se puede evaluar al incubar células que expresan NKG2D con o sin anticuerpo o
sobrenadante de hibridoma, seguido por incubacion con una proteina de ligando-mFc y un anticuerpo secundario
especifico para el ligando y el nivel de unién a ligando y bloqueo del mismo determinado por citometria de flujo. El
bloqueo se puede calcular como el % de unién a ligando con pre-incubaciéon comparado con aquel sin pre-
incubacion, cuando se ve menos union bajo la pre-incubacion.

(3) Competencia para sitio de unidén usada por uno o mas anticuerpos anti-NKG2D de referencia se puede evaluar
de una manera similar, excepto que la pre-incubaciéon puede ser ya sea realizada con un anticuerpo de la
invencioén o el anticuerpo de referencia (por ejemplo, ON72 o 149810), seguido por incubacién con y deteccion del
anticuerpo subsecuentemente afiadido.

(4) Parametros de afinidad, que incluyen constante de asociacion y constante de disociacion de anticuerpos, se
pueden determinar en una maquina Biacore. Por ejemplo, hNKG2D-proteina Fc puede ser inmovilizada en un chip,
el anticuerpo se puede hacer pasar sobre el chip y la constante de asociacién y constante de disociacion se
pueden determinar y la KD se puede calcular.
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(5) Induccién de internalizacion de NKG2D por anticuerpos se puede medir al incubar células que expresan
hNKG2D con o sin anticuerpo durante la noche, seguido por re-adicion del anticuerpo y deteccion del nivel de
NKG2D (es decir, el nivel de anticuerpo unido) en un citémetro de flujo.

(6) La capacidad de un anticuerpo para bloquear muerte mediada por ligando de hNKG2D se puede evaluar,
mediante el uso de, por ejemplo, las lineas de células NK NK92 o NKL como células efectoras que marcan células
objetivo cargadas con *'Cr que expresan ligando de NKG2D ya sea MICA, MICB o ULBP1-4.

(7) Reactividad cruzada de los anticuerpos anti-NKG2D humanos con células NK y T CD8+ de mono pero sin
células T CD4+ (como en humanos), se puede demostrar por citometria de flujo después de incubacién de PBMCs
de mono y humano con anticuerpo de hNKG2D y un anticuerpo secundario, junto con marcadores de los diferentes
tipos de células en PBMCs y al analizar tincion con NKG2D de los diversos subconjuntos.

(8) Activacion de NKG2D bajo unién con anticuerpo se puede medir como induccidn de proliferaciéon celular de
células CD8+ en una poblacion de PBMC bajo estimulacion mediante el receptor de células T, CD28 y/o NKG2D,
con o sin pre-estimulacion (por ejemplo, mediante TCR, CD28 e IL-2 o IL-15).

Ensayos de Union

[0167] La presente invencion proporciona anticuerpos y fragmentos de unién al antigeno e inmunoconjugados de los
mismos, que se unen a hNKG2D. Cualquiera de una amplia variedad de ensayos se puede usar para evaluar la unién
de un anticuerpo a hNKG2D. Los protocolos basados en ELISA, radioinmunoensayos, transferencia de Western,
BIACORE y otros ensayos de competencia, entre otros, son adecuados para usarse y son bien conocidos en la técnica.
Ademas, varios ensayos de union, que incluyen ensayos de competencia, se describen en los ejemplos.

[0168] Por ejemplo, se pueden usar ensayos de unién simples, en los cuales un anticuerpo de prueba es incubado en
presencia de una proteina o epitopo objetivo (por ejemplo, NKG2D o una porcién del mismo), anticuerpos no unidos son
lavados y la presencia de anticuerpos unidos es evaluada mediante el uso de, por ejemplo, radiomarcadores, métodos
fisicos tales como espectrometria de masa o marcadores fluorescentes directos o indirectos detectados mediante el uso
de, por ejemplo, analisis citofluorométrico (por ejemplo, FACScan). Esos métodos son bien conocidos por los expertos
en la técnica. Cualquier cantidad de unién por arriba de la cantidad vista con un anticuerpo no especifico de control
indica que el anticuerpo se une especificamente al objetivo.

[0169] En esos ensayos, la capacidad del anticuerpo de prueba para unirse a la célula objetivo o NKG2D humano se
puede comparar con la capacidad de una proteina de control (negativa), por ejemplo, un anticuerpo producido contra un
antigeno estructuralmente no relacionado o un péptido o proteina no-lg, para unirse al mismo objetivo. Anticuerpos o
fragmentos que se unen a las células objetivo o NKG2D mediante el uso de cualquier ensayo adecuado con 25%, 50%,
100%, 200%, 1.000% o afinidad incrementada mas alta en relacion con la proteina de control, se dice que “se unen
especificamente a” o “interactuan especificamente con” el objetivo y son preferidos para usarse en los métodos
terapéuticos descritos mas adelante. La capacidad de un anticuerpo de prueba para afectar la unién de anticuerpo de
control (positivo) contra NKG2D, por ejemplo, 16F16, 16F31, MS o 21F2, se puede evaluar.

[0170] En un aspecto, la invencion proporciona anticuerpos anti-hNKG2D que comparten caracteristicas biolégicas y/o
identidad de secuencia de VH y/o VL sustancial con 16F16, 16F31, MS o 21F2. Una caracteristica bioldgica ilustrativa
es la unién al epitopo 16F16, 16F31, MS o 21F2, es decir, las regiones respectivas en el dominio extracelular de
hNKG2D al cual se unen los anticuerpos 16F16, 16F31, MS o 21F2. Para determinar selectivamente anticuerpos que se
unen al epitopo 16F16, 16F31, MS o 21F2, se pueden realizar un ensayo de bloqueo cruzado de rutina, tal como se
describe en Antibodies, A Laborator y Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Ed. Harlow and David Lane (1988).

[0171] En un ensayo de bloqueo cruzado o de competencia ilustrativo, el anticuerpo 16F16, 16F31, MS o 21F2 (control)
y un anticuerpo de prueba se mezclan (o pre-adsorben) y se aplican a una muestra que contiene NKG2D. En ciertas
formas de realizacion, se pre-mezclarian los anticuerpos de control con varias cantidades del anticuerpo de prueba (por
ejemplo, 1: 10 o 1: 100) durante un periodo previo a la aplicaciéon de la muestra que contiene NKG2D. En otras formas
de realizacion, las cantidades de control y variables de anticuerpo de prueba simplemente se pueden mezclar durante la
exposicion a la muestra de antigeno/objetivo. Siempre que se pueda distinguir la uniéon de anticuerpos libres (por
ejemplo, al usar técnicas de separacion o lavado para eliminar anticuerpos no unidos) y el anticuerpo de control del
anticuerpo de prueba (por ejemplo, al usar anticuerpos secundarios especificos de especie o especificos de isotipo,
mediante marcado especifico del anticuerpo de control con un marcador detectable o mediante el uso de métodos
fisicos tales como espectrometria de masa para distinguir entre diferentes compuestos) se puede determinar si el
anticuerpo de prueba reduce la union del anticuerpo de control antigeno, lo que indica que el anticuerpo de prueba
reconoce sustancialmente el mismo epitopo que el control. En esta prueba, la unién del anticuerpo de control (marcado)
en presencia de un anticuerpo completamente irrelevante es el alto valor de control. El bajo valor de control se obtiene
al incubar el anticuerpo de control marcado (positivo) con anticuerpo de control no marcado, en donde la competencia
ocurriria y reduciria la unién del anticuerpo marcado.
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[0172] En un ensayo de prueba, una reduccion significativa en reactividad de anticuerpo marcado en presencia de un
anticuerpo de prueba es indicativo de un anticuerpo de prueba que reconoce el mismo epitopo, es decir, uno que
“reaccione en forma cruzada” con el anticuerpo de control marcado. Cualquier anticuerpo o compuesto de prueba que
reduce la unioén del control marcado al antigeno/objetivo por lo menos por 50% o muy preferiblemente 70%, en cualquier
relacion de anticuerpo de control: prueba o compuesto entre aproximadamente 1: 10 y aproximadamente 1: 100 se
considera que es un anticuerpo o compuesto que se une sustancialmente al mismo epitopo o determinante que el
control. Preferiblemente, el anticuerpo o compuesto de prueba reducira la unién del control al antigeno/objetivo por lo
menos en 90%. Sin embargo, cualquier compuesto o anticuerpo que reduzca la unién de un anticuerpo o compuesto de
control a cualquier grado medible se puede usar en la presente invencion.

[0173] En una forma de realizacion, la competencia se puede evaluar mediante una prueba de citometria de flujo. Las
células que tienen hNKG2D son incubadas primero con un anticuerpo de control que se sabe que se une
especificamente al receptor (por ejemplo, células T o NK que expresan hNKG2D o células BaF/3 que expresan
recombinantemente hNKG2D y anticuerpo 16F16, 16F31, MS o 21F2) y después con el anticuerpo de prueba que
puede ser marcado con, por ejemplo, un fluorocromo o biotina. El anticuerpo de prueba se dice que compite con el
control si la unién obtenida con pre-incubacién con cantidades saturadoras de anticuerpo de control es 80%,
preferiblemente 50%, 40% o menos de la uniéon (media de la fluorescencia) obtenida por el anticuerpo sin pre-
incubacién con el control. Alternativamente, un anticuerpo de prueba se dice que compite con el control si la unién
obtenida con el control marcado (por un fluorocromo o biotina) sobre células preincubadas con una cantidad saturadora
de anticuerpo para prueba es 80%, preferiblemente 50%, 40% o menos de la unidén obtenida sin pre-incubacion con el
anticuerpo. Véase ejemplo 5 para un ensayo de competencia de anticuerpo ilustrativo.

[0174] Ensayos de bloqueo cruzados similares se pueden usar para evaluar si un anticuerpo de prueba (humanizado)
afecta la union de un ligando natural para NKG2D humano, tal como MICA, MICB, ULBP1, ULBP2, ULBP3, ULBP4 o un
miembro de la familia RAET1, simplemente al intercambiar 16F16, 16F31, MS o 21F2 para una forma adecuada del
ligando de hNKG2D. Una forma adecuada, descrita en los ejemplos, son proteinas de fusion del ligando (por ejemplo,
MICA) con la porcién Fc de un anticuerpo. Una vez que se tiene el ligando conjugado a una region Fc se permite la
deteccion de la proteina de fusidon por anticuerpos especificos para la especie animal de la cual deriva la region Fc,
mediante el uso de, por ejemplo, anticuerpos anti-ratén de cabra para detectar una regiéon Fc murina.

[0175] En una forma de realizacién, un ensayo celular se usa en el cual las células que expresan hNKG2D, por ejemplo,
células CD4'CD28" de pacientes con artritis reumatoide (o las células equivalentes de otro trastorno autoinmune o
inflamatorio) son incubadas con un ligando de NKG2D tal como MICA, MICB o una proteina ULBP, por ejemplo, en
forma de una proteina de fusidon-Fco una célula que expresa cualquiera de esos ligandos y la capacidad de un
anticuerpo anti-NKG2D u otra molécula para bloquear la activacion de la célula se evalla. En un ensayo alternativo, un
nivel de linea basal de actividad para el receptor de NKG2D se obtiene en ausencia de un ligando y la capacidad del
anticuerpo o compuesto para causar una disminucion en el nivel de actividad de linea basal es detectado. En un tipo de
forma de realizacion, un enfoque de cribado de alto rendimiento se usa para identificar compuestos capaces de
bloquear la activacion del receptor o de otra manera infrarregularlo. Véase ejemplo 3 para un ensayo de competencia de
ligando.

[0176] Preferiblemente, los anticuerpos monoclonales que reconocen un epitopo de NKG2D reaccionaran con un
epitopo que esta presente en un porcentaje sustancial de células T CD4+, particularmente células T CD4+CD28-, en
pacientes tales como pacientes con artritis reumatoide, pero no reaccionaran significativamente con otras células, es
decir, células inmunolégicas o células no inmunoldgicas que no expresan NKG2D. Por consiguiente, una vez que un
anticuerpo que reconoce especificamente hNKG2D en células NK o T, se puede probar para su capacidad para unirse a
células T tomada de pacientes con trastornos autoinmunes o inflamatorios tales como artritis reumatoide. Se apreciara
que la presente invencion se puede usar para el tratamiento de cualquier trastorno en el cual la actividad de NKG2D es
ligada a la patologia del trastorno, independientemente del tipo de célula que expresa el receptor (por ejemplo, células T
CD4+, células T CD8+, células NK, etc.) y los anticuerpos se pueden probar para su capacidad para unirse al receptor
en el cual el tipo de célula es relevante para el trastorno particular. Por ejemplo, se observa que un trastorno particular
esta asociado con exceso de actividad o proliferacion de células NK que expresan NKG2D, entonces los anticuerpos se
pueden desarrollar y probar mediante el uso de células NK que expresan el mismo receptor.

[0177] En una forma de realizacion, los anticuerpos son validados en un inmunoensayo para probar su capacidad para
unirse a células que expresan NKG2D, por ejemplo, células T CD4+CD28- tomadas de pacientes con artritis
reumatoide. Por ejemplo, linfocitos de sangre periférica (PBLs) son tomados de una pluralidad de pacientes y células
CD4+, preferiblemente CD4+CD28-, son enriquecidas a partir de las PBLs, por ejemplo, por citometria de flujo mediante
el uso de anticuerpos relevantes. La capacidad de un anticuerpo dado para unirse a las células es entonces evaluada
mediante el uso de métodos estandares bien conocidos por los expertos en la técnica. Los anticuerpos que se
encuentra que se unen a una proporcion sustancial (por ejemplo, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% o mas) de
células para expresar NKG2D, por ejemplo, células NK, células T CD8, células T CD4 de pacientes RA, etc., de un
porcentaje significativo de pacientes (por ejemplo, 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50% o mas) pueden considerarse
adecuadas para usarse en la presente invencion, tanto para propésitos de diagnostico para determinar la expresion del
receptor NKG2D en las células de un paciente como para usarse en los métodos terapéuticos aqui descritos, por
ejemplo, para usarse como un bloqueador adecuado humano o, alternativamente, anticuerpos citotéxicos. Para evaluar
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la unién de los anticuerpos a las células, los anticuerpos pueden ser marcados directamente o indirectamente. Cuando
se marcan indirectamente, un anticuerpo marcado secundario es tipicamente afadido. La unién de los anticuerpos a las
células entonces se puede detectar mediante el uso de, por ejemplo, andlisis citofluorométrico (FACS). Esos métodos
son bien conocidos en la técnica.

[0178] En algunos aspectos de la invencidn, por ejemplo, en donde no se desea matar células que expresan NKG2D,
los anticuerpos de la invencién preferiblemente no demuestran unién especifica sustancial a receptores de Fc. Estos
anticuerpos pueden comprender regiones constantes de varias cadenas pesadas que se sabe que no se unen a
receptores Fc. Un ejemplo de este tipo es una region constante IgG4. Alternativamente, los fragmentos de anticuerpo
que no comprenden regiones constantes, tales como fragmentos Fab o F(ab’)2, se pueden usar para evitar la unién a
receptor Fc. La unién a receptor Fc se puede evaluar de acuerdo con métodos conocidos en la técnica, que incluyen por
ejemplo union de prueba de un anticuerpo a proteina de receptor de Fc en una prueba de BIACORE. También, en
cualquier otro tipo de anticuerpo se puede usar en el cual la proteina Fc es modulada para reducir al minimo o eliminar
la union a receptores Fc (véase, por ejemplo, WO03101485, cuya descripcidn se incorpora aqui por referencia).
Ensayos tales como, por ejemplo, ensayos basados en células, para evaluar union a receptor de Fc son bien conocidos
en la técnica y se describen en, por ejemplo, WO03101485.

Ensayos funcionales

[0179] Cualquier cambio fisiologico adecuado que refleje actividad de NKG2D se puede usar para evaluar la utilidad de
un compuesto o anticuerpo de prueba. Por ejemplo, se puede medir una variedad de efectos en, por ejemplo, ensayos a
base de células, tales como cambios en expresién de gen, produccion de citocina, fosforilacion de molécula de
sefalizacién, crecimientos celular, proliferacion celular, pH, segundos mensajeros intracelulares, por ejemplo, Ca2+,
IP3, cGMP o cAMP o actividad tal como actividad citotoéxica o actividad para activar otras células T. Por ejemplo, la
actividad del receptor se puede evaluar al detectar la expresién de genes de respuesta a NKG2D, por ejemplo, CD25,
IFN-gama o FNT-alfa (véase, por ejemplo, Groh et al. (2003) PNAS 100: 9452-9457; André et al. (2004) Eur. J. Immunol
34: 1-11). Alternativamente, la actividad de NKG2D se puede evaluar al incubar células CD4+CD28-NKG2D+ en
presencia de un ligando o activar anticuerpo anti-NKG2D, asi como un anticuerpo anti-CD3, para evaluar la capacidad
del compuesto o anticuerpo de prueba para inhibir la liberacion de FNT-alfa o IFN-gama por las células T.
Alternativamente, células T CD4+CD28-NKG2D+ se pueden incubar en presencia de ligando, por ejemplo, MICA, MICB,
ULBP-1, ULBP-2, ULBP-3, etc. o células productoras de ligando, por ejemplo, sinoviocitos MIC+ RA autélogos y la
capacidad del anticuerpo o compuesto de prueba para inhibir la produccién de citocina (por ejemplo, IFN-gama o FNT-
alfa) o proliferacion de células T evaluada.

[0180] Ensayos in vitro opcionalmente pueden usar células tomadas de pacientes con trastornos autoinmunes o
inflamatorios tales como RA, por ejemplo, células CD4+CD28- que expresan NKG2D tomado de (o lineas de células
derivadas de las mismas) pacientes con RA, pero en general cualquiera células que expresan NKG2D se pueden usar.
Por ejemplo, lineas de células inmunes no RA, por ejemplo, lineas de células T, pueden ser transfectadas con un
transgén que codifica NKG2D y usadas en los ensayos actuales, siempre que la expresion del receptor altere la
actividad de las células de una manera detectable, por ejemplo, las haga activables por ligando de NKG2D. Las lineas
de células, por ejemplo, pueden ser establecidas mediante el uso de células CD4+CD28-NKG2D+ de pacientes con RA,
por ejemplo, células PBLs o T aisladas de tejido sinovial. Esas células pueden ser cultivadas en presencia de IL-15 para
asegurar la expresién continua de NKG2D (véase, por ejemplo, Groh et al. (2003) PNAS 100: 9452-9457).

[0181] Si un anticuerpo anti-hNKG2D reduce o bloquea interacciones de hNKG2D con uno o mas de sus ligandos o
compite con un anticuerpo que se sabe que bloquea la interaccion de ligando hNKG2D, puede ser util para reducir la
activacion mediada por NKG2D de células NK o T. Esto se puede evaluar mediante un ensayo de citotoxicidad tipico. El
ejemplo 6 describe un ensayo de citotoxicidad ilustrativo, muerte mediada por ligando de NKG2D de células objetivo.
Aqui, la capacidad de anticuerpos anti-hNKG2D para reducir o inhibir la muerte mediada por células NK de BaF/3
transfectada con MICA se evalua al medir la liberacién de 51Cr de células objetivo.

[0182] En otros aspectos, puede ser deseable asegurar que los anticuerpos de la invencion carezcan de actividad
agonistica sustancial. Varios ensayos se pueden usar para este propdsito, que incluyen los siguientes:

[0183] Un ensayo puede evaluar la proliferacion y produccién de citocina después de la activacion con anticuerpos ya
sea solubles o unidos a placa, en combinacion con anticuerpos anti-CD3 y/o anti-CD28, de PBMCs de voluntarios sanos
o pacientes con IBD. En este método, las PBMCs son purificadas por métodos convencionales de sujetos sanos o
pacientes con enfermedad intestinal inflamatoria (IBD). Las células son tefidas con CFSE (de sondas moleculares, # de
catalogo C34554). A 10’ células (en 0.5 ml de PBS con 2% de FCS) se afade 1 pyl de CFSE (0,5 mM) y las células se
incuban a 37°C durante 10 minutos. Después, 2 ml de FCS se afiaden y la mezcla se deja durante 1 minuto a
temperatura ambiente. Las células después se lavan 3 veces por centrifugacion con medio RPMI-1640 (12 ml). Después
del lavado, las células se vuelven a suspender en 1 ml de medio (por ejemplo, RPMI-1640) con 2% de FCS.

[0184] Placas de noventa y seis pocillos son revestidas con 30 ul de Fc anti-ratéon (Jackson-Immuno Resarch 115-006-
008) durante 2 horas a temperatura ambiente y después se lavan con PBS. Los anticuerpos (anti-CD3 Biosceince # de
catalogo 14-0037-82, anti-CD28 # de catalogo 348046 Becton Dickison) se afiaden de conformidad con el siguiente
esquema y se dejan en el pocillo:
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Células solas

CD3 0,1 00,3 ng/ml

CD3 0,1 00,3 ng/mI+CD28 0,2 pg/mi

CD3 0,1 0 0,3 ng/mI+CD28 0,2 ug/ml+anti-NKG2D 0,2 pg/ml
CD3 0,1 0 0,3 ng/ml+anti-NKG2D 0,2 ug/ml

[0185] Enseguida, 100.000 PBMCs marcadas con CFSE se afiaden y se dejan durante 3 dias. El sobrenadante es
recolectado para andlisis de citocinas y las PBMCs son analizadas por citometria de flujo con respecto al tipo de linfocito
con anti-CD56, anti-CD4, anti-CD8 y marcaje con CFSE para proliferacion.

[0186] En otra prueba, se prueba el efecto sobre el potencial citotoxico de células T CD8+ hacia células objetivo que
carecen de ligandos NKG2D. Si la unién refuerza el potencial citotoxico de las células, la actividad agonistica esta
presente. En resumen, PBMC estimuladas por IL-2 de sujetos sanos son incubadas con células p815 que expresan
MICAo con células p815 transfectadas y un anticuerpo anti-CD3 (que conducira a muerte redirigida por unién a los
receptores Fc sobre células p815) y células T citotoxicas CD8. Después se analiza si un anticuerpo anti-NKG2D que no
se une a células p815 (por ejemplo, un anticuerpo de isotipo IgG4 humano) bloquea la unién dirigida por MICA-NKG2D
y/o si el anticuerpo refuerza la unién redirigida por CD3-p815. De esta manera, se puede mostrar que la actividad de las
células T CD8+ no es incrementada al incubar células p815 con anticuerpo anti-CD3 y un anticuerpo anti-NKG2D
adicional, mientras que el mismo anticuerpo anti-NKG2D puede mostrar ser funcional al demostrar que bloquea la
interaccion de NK-MICA sobre la muerte inducida por p815 en la misma poblacién de PBMC.

[0187] En otra prueba, se puede explorar si las vias de sefializacion y moléculas de NKG2D son activadas por la adicion
de uno o mas anticuerpos anti-NKG2D. Lineas de células NK (tales como, por ejemplo, células NKL o células NK-92)o
células NK o T CD8+ aisladas de sangre periférica, se pueden usar. Por ejemplo, las células NKL pueden ser incubadas
con anticuerpo anti-NKG2D humano en solucion o unirse en placa, con, por ejemplo, Fc-MICA o células que expresan
MICA irradiadas como control. Después de la incubacion durante periodos adecuados (por ejemplo, 5, 10, 30 minutos),
las células son lisadas en presencia inhibidores de proteasa y fosfatasa sobre hielo y analizadas para los niveles de una
0 mas moléculas de sefializacién fosforiladas y se sabe que estan hacia el extremo 3’ de estimulacion de NKG2D (por
ejemplo, Pi3K, Akt y vav), por técnicas de transferencia de Western estandar.

[0188] En ensayos basados en animales, cualquier consecuencia fisioldgica o patoldgica de la activacion de NKG2D en
células dentro del animal se puede usar para evaluar actividad de anticuerpo o compuesto de prueba.

[0189] Por ejemplo, se pueden introducir células CD4+CD28-NKG2D+ en las articulaciones de un modelo animal, con o
sin co-administracién de células productoras de ligando tales como sinoviocitos productores de MICA y se evalla la
inflamacién o el dafio al tejido. Los compuestos de prueba o anticuerpos pueden ser introducidos y se detecta su
capacidad para inhibir, desacelerar, revertir o de alguna manera afectar la inflamacién o dafio al tejido.

[0190] Experimentos con explantes sinoviales de artritis reumatoide (RA) también se pueden realizar para estudiar los
efectos de bloqueo de NKG2D sobre la liberacion espontanea de citocinas pro-inflamatorias (véase, por ejemplo,
Brennan et al., Lancet 1989; 2 (8657); 244-247). En ese ensayo, anticuerpos anti-hNKG2D humanos o humanizados
son probados sobre cultivos de membrana sinovial de RA y comparados con, por ejemplo, anticuerpos anti-hNKG2D
murino a concentraciones mostradas como utiles para bloquear unién a ligando y funcion de NKG2D. Las células
sinoviales de RA son cultivadas durante 48 horas en ausencia o presencia de anticuerpos anti-NKG2D o un anticuerpo
de control de isotipo. Farmacos anti-inflamatorios conocidos se pueden usar como controles positivos. Los efectos de
los anticuerpos anti-NKG2D son inicialmente probados a concentraciones de hasta 30 pg/ml sobre 6 membranas
sinoviales de RA. La viabilidad de las células se analiza en células vivas con tincién de prueba (por ejemplo, un ensayo
de MTT) para determinar si el reactivo afiadido tiene alguna citotoxicidad. Se usa ensayo de ELISA para detectar
citocinas tales como, por ejemplo, niveles de FNTaq, IL-1B e IL-6 en sobrenadantes de cultivo.

[0191] Alternativamente, los anticuerpos de la invencion se pueden probar en modelos animales de, por ejemplo,
psoriasis o colitis ulcerativa. Muestra de piel afectada por psoriasis puede ser trasplantada en un ratén SCID junto con
las PBMC propias del paciente y el efecto de introducciéon de un compuesto de prueba y su capacidad para inhibir,
desacelerar, revertir o de alguna manera afectar la inflamacion o dafo al tejido, se puede detectar. Kjellev et al. (Eur J
Immunol 2008;37: 1397-1406) e lto et al. (Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 2008;294: G199-G207) describen
modelos experimentales para evaluar el tratamiento de colitis ulcerativa mediante el uso de anticuerpo anti-NKG2D
murino.

Formulaciones farmacéuticas
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[0192] En una forma de realizacion, la presente invenciéon provee una composicion o formulaciéon farmacéutica que
comprende anticuerpos anti-hNKG2d como se describe aqui junto con uno o mas portadores.

[0193] Por consiguiente, un aspecto ilustrativo de la invencion es una formulacion farmacéutica que comprende el
anticuerpo que esta presente a una concentracion de 1 mg/ml a 500 mg/ml y en donde la formulacion tiene un pH de 2.0
a 10,0. La formulacion ademas puede comprender un sistema tampon, conservador (es), agente(s), de tonicidad,
agente(es) quelatador, estabilizadores y/o agentes tensioactivos. En una forma de realizacion, la formulacion
farmacéutica es una formulaciéon acuosa, es decir, formulacion que comprende agua. Esa formulacion es tipicamente
una soluciéon o una suspension. En una forma de realizaciéon adicional, la formulacion farmacéutica es una solucion
acuosa. El término “formulacion acuosa” se define como una formulacién que comprende por lo menos 50% p/p de
agua. Ilgualmente, el término “solucién acuosa” se define como una solucién que comprende por lo menos 50% p/p de
agua y el término “suspensién acuosa” se define como una suspensiéon que comprende por lo menos 50% p/p de agua.

[0194] En otra forma de realizacion, la formulacion farmacéutica es una formulaciéon secada por congelamiento, en
donde el médico o el paciente puede afadir solventes y/o diluyentes antes de la administracion.

[0195] En otra forma de realizacién, la formulacién farmacéutica es una formulacién seca (por ejemplo, secada por
congelamiento o secada por aspersion) lista para usarse sin ninguna disolucion previa.

[0196] En un aspecto adicional, la formulacién farmacéutica comprende una solucidon acuosa de un anticuerpo y un
tampon, en donde el anticuerpo esta presente en una concentracion de 1 mg/ml o superior y en donde la formulacién
tiene un pH de aproximadamente 2,0 a aproximadamente 10,0.

[0197] En otra forma de realizacion, el pH de la formulacion esta en el intervalo seleccionado de la lista que consiste en
aproximadamente 2,0 a aproximadamente 10,0, aproximadamente 3,0 a aproximadamente 9,0, aproximadamente 4,0 a
aproximadamente 8,5, aproximadamente 5,0 a aproximadamente 8,0 y aproximadamente 5,5 a aproximadamente 7,5.

[0198] En una forma de realizacion adicional, la formulaciéon incluye un tampén que se selecciona del grupo que
consiste en acetato de sodio, carbonato de sodio, citrato, glicilglicina, histidina, glicina, lisina, arginina, fosfato diacido de
sodio, fosfato acido de disodio, fosfato de sodio y tris(hidroximetil)-aminometano, bicina, tricina, acido malico, succinato,
acido maleico, acido fumarico, acido tartarico, acido aspartico o mezclas de los mismos. Cada uno de estos reguladores
de pH especificos constituye una forma de realizacion alternativa de la invencion.

[0199] En una forma de realizaciéon adicional, la formulaciéon también o alternativamente comprende un conservador
farmacéuticamente aceptable. El conservador se puede seleccionar de, por ejemplo, el grupo que consiste en fenol, o-
cresol, m-cresol, p-cresol, p-hidroxibenzoato de metilo, p-hidroxibenzoato de propilo, 2-fenoxietanol, p-hidroxibenzoato
de butilo, 2-feniletanol, alcohol bencilico, clorobutanol y tiomerosal, bronopol, acido benzoico, imidurea, clorhexidina,
deshidroacetato de sodio, clorocresol, p-hidroxibenzoato de etilo, cloruro de benzetonio, clorfenesina (3p-
clorofenoxipropan-1,2-diol) o mezclas de los mismos. El conservador puede estar presente, por ejemplo, en una
concentracion de 0,1 mg/ml a 20 mg/ml, de 0,1 mg/ml a 5 mg/ml, de 5 mg/ml a 10 mg/mlo de 10 mg/ml a 20 mg/ml.
Cada uno de estos conservadores especificos constituye una forma de realizacion alternativa de la invencion. El uso de
un conservador en composiciones farmacéuticas es bien conocido por un experto en la técnica. Para conveniencia, se
hace referencia a Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 192 edicion, 1995.

[0200] En una forma de realizacion adicional, la formulacién también o alternativamente comprende un agente isotonico.
El agente isotdnico puede ser, por ejemplo, seleccionado del grupo que consiste en una sal (por ejemplo, cloruro de
sodio), un azucar o alcohol de azucar, un aminoacido (por ejemplo, L-glicina, L-histidina, arginina, lisina, isoleucina,
acido aspartico, triptéfano, treonina), un alditol (por ejemplo, glicerol (glicerina), 1,2-propanodiol (propilenglicol), 1,3-
propanodiol, 1,3-butadoniol), polietilenglicol (por ejemplo, PEG400) o mezclas de los mismos. Cualquier azucar tal como
mono, di o polisacaridos o glucanos solubles en agua, que incluyen por ejemplo fructosa, glucosa, manosa, sorbosa,
xilosa, maltosa, lactosa, sacarosa, trehalosa, dextrano, pululano, dextrina, ciclodextrina, almidon soluble, almidén
hidroxietilico y carboximetilcelulosa-Na se puede usar. En una forma de realizacion, el aditivo de azlcar es sacarosa. El
alcohol de azucar se define como un hidrocarburo de C4-C8 que tiene por lo menos un grupo —OH e incluye, por
ejemplo, manitol, sorbitol, inositol, galactitol, dulcitol, xilitol y arabitol. En una forma de realizacion, el aditivo de alcohol
de azucar es manitol. Los azucares o alcoholes de aziicar mencionados anteriormente se pueden usar individualmente
0 en combinacion. No hay limite fijo a la cantidad usada, siempre que el azlcar o alcohol de azucar sea soluble en la
preparacion liquida y no afecte adversamente los efectos de estabilizacion logrados al usar los métodos de la invencién.
La concentracion de azucar o alcohol de azucar puede ser, por ejemplo, entre aproximadamente 1 mg/ml y
aproximadamente 150 mg/ml. El agente isotdnico puede estar presente en una forma de concentracién, por ejemplo, 1
mg/ml a 50 mg/ml, de 1 mg/ml a 7 mg/ml, de 8 mg/ml a 24 mg/ml o de 25 mg/ml a 50 mg/ml. Cada uno de estos agentes
isotdnicos especificos constituye una forma de realizacion alternativa de la invencion. El uso de un agente isotdnico en
composiciones farmacéuticas es bien conocido por un experto en la técnica. Para conveniencia, se hace referencia a
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 192 edicion, 1995.

[0201] En una forma de realizacién adicional, la formulacion también comprende alternativamente un agente quelante.
El agente quelante puede ser, por ejemplo, seleccionado de sales de acido etilenodiaminatetraacético (EDTA), acido
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citrico y &cido aspartico y mezclas de los mismos. El agente quelante puede estar presente, por ejemplo, en una
concentracion de 0,1 mg/ml a 5 mg/ml, de 0,1 mg/ml a 2 mg/ml o de 2 mg/ml a 5 mg/ml. Cada uno de estos agentes
quelantes especificos constituye una forma de realizacion alternativa de la invencion. El uso de un agente quelante en
composiciones farmacéuticas es bien conocido por un experto en la técnica. Para conveniencia, se hace referencia a
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 192 edicion, 1995.

[0202] En una forma de realizacién adicional de la invencion, la formulacion también o alternativamente comprende un
estabilizador. El uso de un estabilizador en composiciones farmacéuticas es bien conocido para un experto en la
técnica. Para conveniencia, se hace referencia a Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 192 edicion, 1995.
Mu y particularmente, las composiciones de la invencion pueden ser composiciones farmacéuticas liquidas estabilizadas
cuyos componentes terapéuticamente activos incluyen un polipéptido que posiblemente inhibe la formacion de agregado
durante el almacenamiento en formulaciones farmacéuticas liquidas. Por “formacién de agregado” se entiende una
interaccion fisica entre las moléculas de polipéptido que dan por resultado la formacién de oligdbmeros, que pueden
permanecer solubles o agregados visibles grandes que se precipitan de la solucion. Por “durante el almacenamiento” se
entiende una composicion o formulacion farmacéutica liquida una vez preparada, no es inmediatamente administrada a
un sujeto. Mas bien, después de la preparacion, es empacada para almacenamiento ya sea en forma liquida, en un
estado congelado o en una forma seca para posterior reconstitucion en una forma liquida u otra forma adecuada para
administrarse a un sujeto. Por “forma seca” se entiende la composicion o formulacion farmacéutica liquida es secada ya
sea mediante secado por congelamiento (por ejemplo, liofilizacion; véase, por ejemplo, Williams y Polli (1984) J.
Parenteral Sci. Technol. 38: 48-59), secado por aspersion (véase Masters (1991) en Spray-Drying Handbook (52 edicion;
Longman Scientific and Technical, Essez, Reino Unido), pag. 491-676; Broadhead et al. (1992) Drug Devel. Ind. Pharm.
18: 1169-1206; y Mumenthaler et al. (1994) Pharm. Res. 11: 12-20)o secado con aire (Carpenter y Crowe (1988)
Cryobiolog y 25: 459-470; y Roser (1991) Biopharm. 4: 47-53). La formacion de agregado por polipéptido durante el
almacenamiento de una composicién farmacéutica liquida puede afectar adversamente la actividad biolégica de ese
polipéptido, lo que da por resultado la pérdida de eficacia terapéutica de la composicion farmacéutica. Ademas, la
formacion de agregado puede causar otros problemas tales como bloqueo de tuberia, membranas o bombas cuando la
composicion farmacéutica que contiene polipéptido se administra mediante el uso de un sistema de infusion.

[0203] Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden comprender alternativamente o adicionalmente una
cantidad de una base de aminoacido suficiente para disminuir la formacion de agregado por el polipéptido durante el
almacenamiento de la composicion. Por “base de aminoacido” se entiende un aminoacido o una combinacion de
aminoacidos, en donde cualquier aminoacido dado esta presente ya sea en su forma de base libre o en su forma de sal.
En donde se usa una combinacion de aminoacidos, todos los aminoacidos pueden estar presentes en sus formas de
base libre, todos pueden estar presentes en sus formas de sal o algunos pueden estar presentes en sus formas de base
libre, mientras que otros estan presentes en sus formas de sal. En una forma de realizacion, los aminoacidos para
usarse en la preparacion de las composiciones de la invencidn son aquellos que portan una cadena lateral cargada, tal
como arginina, lisina, acido aspartico y acido glutamico. Cualquier estereoisémero (es decir, L, Do una mezcla de los
mismos) de un aminoacido particular (por ejemplo, metionina, histidina, imidazol, arginina, lisina, isoleucina, acido
aspartico, triptéfano, treonina y mezclas de los mismos) o combinaciones de estos esterecisémeros, pueden estar
presentes en las composiciones farmacéuticas de la invencion siempre que el aminoacido particular esté presente ya
sea en su forma de base libre o en su forma de sal. En una forma de realizacién, se usa el L-estereocisomero. Las
composiciones de la invencién también se pueden formular con andlogos de estos aminoacidos. Por “analogo de
aminoacido” se entiende un derivado del aminoacido que ocurre naturalmente que produce el efecto deseado de
disminucion de formacién de agregado por el polipéptido durante al almacenamiento de las composiciones
farmacéuticas liquidas de la invencion. Los analogos de arginina adecuados incluyen, por ejemplo, aminoguanidina,
ornitina y N-monoetil L-arginina, analogos de metionina adecuados incluyen etionina y butionina y analogos de cisteina
adecuados incluyen S-metil-L-cisteina. Igual que con los otros aminoacidos, los analogos de aminoacido se incorporan
en las composiciones ya sea en su forma de base libre o en su forma de sal. En una forma de realizacion adicional de la
invencion, los aminoacidos o analogos de aminoacido se usan en una concentracion, que es suficiente para prevenir o
retardar la agregacion de la proteina.

[0204] En una forma de realizacion adicional de la invencion, metionina (u otros aminoacidos sulfuricos o analogos de
aminoacido) se pueden afadir para inhibir la oxidacién de residuos de metionina a sulféxido de metionina cuando el
polipéptido que actua como el agente terapéutico es un polipéptido que comprende por lo menos un residuo de
metionina susceptible a la oxidacion. El término “inhibe” en este contexto significa la acumulacion minima de especies
oxidadas por metionina con el tiempo. La inhibicién de oxidacion de metionina da por resultado la retencion mayor del
polipéptido en su forma molecular apropiada. Cualquier estereoisdmero de metionina (L o D) o combinaciones del
mismo se puede usar. La cantidad que se ha de afadir debe ser una cantidad suficiente para inhibir la oxidacion de los
residuos de metionina de tal manera que la cantidad de sulféxido de metionina es aceptable para agencias reguladoras.
Tipicamente esto significa que la composicion contiene no més de aproximadamente 10% a aproximadamente 30% de
sulféxido de metionina. Generalmente, esto se puede lograr al afiadir metionina de tal manera que la relacion de
metionina afiadida a los residuos de metionina varia de aproximadamente 1: 1 a aproximadamente 1,000: 1, tal como
10: 1 a aproximadamente 100: 1.

[0205] En una forma de realizacion adicional, la formulacion ademas o alternativamente comprende un estabilizador
seleccionado del grupo de polimeros de peso molecular alto o compuestos de peso molecular bajo. En una forma de
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realizacion adicional de la invencion el estabilizador se selecciona de polietilenglicol (por ejemplo, PEG 3350), alcohol
polivinilico (PVA), polivinilpirrolidona, carboxi/hidroxicelulosa o derivados de los mismos (por ejemplo, HPC, HPC-SL,
HPC-L y HPMC), ciclodextrinas, sustancias que contienen azufre como monotioglicerol, acido trioglicédlico y 2-
metiltioetanol y diferentes sales (por ejemplo, cloruro de sodio). Cada uno de estos estabilizadores especificos
constituye una forma de realizacién alternativa de la invencion.

[0206] Las composiciones farmacéuticas también o alternativamente pueden comprender agentes estabilizadores
adicionales, que ademas incrementan la estabilidad de un polipéptido terapéuticamente activo en las mismas. Los
agentes estabilizadores de interés particular de la presente invencion incluyen, pero no se limita a, metionina y EDTA,
que protegen al polipéptido contra oxidacién de metionina y un agente tensioactivo no iénico, que protege al polipéptido
contra agregacion asociada con congelamiento/descongelamiento o cizallamiento mecanico.

[0207] En una forma de realizacion adicional, la formulacion ademas o alternativamente comprende un agente
tensioactivo. El agente tensioactivo puede ser, por ejemplo, seleccionado de un detergente, aceite de ricino etoxilado,
glicéridos poliglicolizados, monoglicéridos acetilados, ésteres de acido graso de sorbitan, polimeros de bloque de
polioxipropileno-polioxietileno (por ejemplo, poloxameros tales como Pluronic® F68, poloxamero 188 y 407, Triton X-
100), ésteres de acido graso de polioxietileno sorbitan, derivados de polioxietileno y polietileno tales como derivados
alquilados y alcoxilados (tweens, por ejemplo, Tween-20, Tween-40, Tween-80 y Brij-35), monoglicéridos o derivados
etoxilados de los mismos, diglicéridos o derivados polioxietilados de los mismos, alcoholes, glicerol, lectinas y
fosfolipidos (por ejemplo, fosfatidil serina, fosfatidil colina, fosfatidil etanolamina, fosfatidil inositol, difosfatidil glicerol y
esfingomielina), derivados de fosfolipidos (por ejemplo, acido dipalmitoil fosfatidico) y lisofosfolipidos (por ejemplo,
palmitoil lisofosfatidil-L-serina y 1-acil-sin-glicero-3-fosfato ésteres de etanolamina, colina, serina o treonina) y derivados
alquilicos, alcoxilicos (éster alquilico) de alcoxi (éter alquilico) de lisofosfatidil y fosfatidil-colinas, por ejemplo, derivados
lauroilico y miristoilico de lisofosfatidilcolina, dipalmitoilfosfatidilcolina y modificaciones del grupo de cabeza polar, es
decir colinas, etanolaminas, acido fosfatidico, serinas, treoninas, glicerol, inositol y los DODAC, DOTMA, DCP, BISHOP
positivamente cargados, lisofosfatidilserina y lisofosfatidiltreonina y glicerofosfolipidos (por ejemplo, cefalinas),
gliceroglicolipidos (por ejemplo, galactopirandsido), esfingoglicolipidos (por ejemplo, ceramidas, gangliosidos),
dodecilfosfocolina, lisolecitina de huevo de gallina, derivados de acido fusidico (por ejemplo, tauro-dihidrofusidato de
sodio, etc.), acidos grasos de cadena larga y sales de los mismos C6-C12 (por ejemplo, acido oleico y acido caprilico),
acilcarnitinas y derivados, N°-acilados de lisina, arginina o histidina o derivados acilados de cadena lateral de lisina o
arginina, derivados de N%-acilados de dipéptidos que comprenden cualquier combinacién de lisina, arginina o histidina y
un amino&cido neutro o &cido, derivado N®acilado de un tripéptido que comprende cualquier combinacién de
aminoacido neutro y dos aminoacidos cargados, DSS (docusato de sodio, registro de CAS N°: [577-11-7]), docusato de
calcio, registro de CAS N°: [128-49-4]), docusato de potasio, registro de CAS N°: [7491-09-0]), SDS (dodecilsulfato de
sodio o laurilsulfato de sodio), caprilato de sodio, acido célico o derivados del mismo, acidos biliares y sales de los
mismos y conjugados de glicina o taurina, acido ursodesoxicolico, colato de sodio, desoxicolato de sodio, taurocolato de
sodio, glicolato de sodio, 1-propanosulfonato de N-hexadecil-N,N-dimetil-3-amonio, agentes tensioactivos monovalentes
anidnicos (alquil-aril-sulfonatos), agentes tensioactivos zwitteriénicos (por ejemplo, 1-propansulfonatos de N-alquil-N,N-
dimetilamonio, 1-propansulfonato de 3-colamido-1-propildimetilamonio, agentes tensioactivos catidnicos (bases de
amonio cuaternario), (por ejemplo, bromuro de cetil-trimetilamonio, cloruro de cetilpiridinio), agentes tensioactivos no
idnicos (por ejemplo, dodecil-B-D-glucopiranésido), poloxaminas (por ejemplo, Tetronic’s), que son polimeros de bloque
tetrafuncionales derivados de la adicion secuencial de 6xido de propileno y etileno oxidado a etilendiamina o el agente
tensioactivo se puede seleccionar del grupo derivado de imidazolina o mezclas de los mismos. Cada uno de estos
agentes tensioactivos especificos constituye una forma de realizacion alternativa de la invencion.

[0208] El uso de un agente tensioactivo en composiciones farmacéuticas es bien conocido por los expertos en la
técnica. Para conveniencia, se hace referencia a Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 192 edicion, 1995.

[0209] En una forma de realizacién adicional, la formulacion ademas o alternativamente comprende inhibidores de
proteasa tales como EDTA (acido etilendiamino tetraacético) y HCI de benzamidina, pero otros inhibidores de proteasa
comercialmente disponibles también se pueden usar. El uso de un inhibidor de proteasa es particularmente util en
composiciones farmacéuticas que comprenden zimdégenos de proteasas para inhibir la autocatélisis.

[0210] Es posible que otros ingredientes también o alternativamente puedan estar presentes en la formulacion
farmacéutica de péptido de la presente invencion. Esos ingredientes adicionales pueden incluir agentes humectantes,
emulsionantes, antioxidantes, agentes formadores de cuerpo, modificadores de tonicidad, agentes quelantes, iones de
metales, portadores oleaginosos, proteinas (por ejemplo, albumina de suero humano, gelatina o proteinas) y un
zwitterion (por ejemplo, un aminoacido tal como betaina, taurina, arginina, glicina, lisina e histidina). Esos ingredientes
adicionales, desde luego, no deben afectar adversamente la estabilidad global de la formulaciéon farmacéutica de la
presente invencion.

[0211] Las composiciones farmacéuticas que contienen un anticuerpo de conformidad con la presente invencion se
pueden administrar a un paciente que necesita el tratamiento en varios sitios, por ejemplo, en sitios tépicos, por ejemplo,
la piel y sitios de la mucosa, en sitios que derivan absorcion, por ejemplo, administracion en una arteria, en una vena, en
el corazén y en sitios que implican absorcién, por ejemplo, administracién en la piel, debajo de la piel, en un musculo o
en el abdomen.
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[0212] La administracion de composiciones farmacéuticas de conformidad con la invencion puede ser a través de varias
vias de administracion, por ejemplo, lingual, sublingual, bucal, en la boca, oral, en el estdmago e intestino, nasal,
pulmonar, por ejemplo, a través de los bronquiolos y alveolos o una combinacion de los mismos, epidérmica, dérmica,
transdérmica, vaginal, rectal, ocular, por ejemplo a través de la conjuntiva, uretral y parenteral a pacientes que necesitan
el tratamiento.

[0213] Las composiciones de la presente invencion se pueden administrar en varias formas de dosis, por ejemplo, como
soluciones, suspensiones, emulsiones, microemulsiones, emulsién multiple, espumas, unglentos, pastas, yesos,
pomadas, tabletas, tabletas revestidas, enjuagues, capsulas, por ejemplo, capsulas de gelatina dura y capsulas de
gelatina blanda, supositorios, capsulas rectales, gotas, geles, aspersiones, polvos, aerosoles, inhalantes, gotas para los
ojos, pomadas oftalmicas, enjuagues oftalmicos, pesarios vaginales, anillos vaginales, pomadas vaginales, solucion
para inyeccion, soluciones transformadoras in situ, por ejemplo, gelificacion in situ, fijacion in situ, precipitacién in situ,
cristalizacion in situ, soluciones de infusién e implantes.

[0214] Las composiciones de la invencion ademas pueden combinarse o unirse a, por ejemplo, mediante interacciones
covalentes, hidrofobicas y electrostaticas, a un portador de farmaco, sistema de suministro de farmaco y sistema de
suministro de farmaco avanzado a fin de incrementar la estabilidad del anticuerpo, incrementar la biodisponibilidad,
incrementar la solubilidad, disminuir los efectos adversos, lograr cromoterapia bien conocida por los expertos en la
técnica, e incrementar el acatamiento por el paciente o cualquier combinacion de los mismos. Ejemplos de portadores,
sistemas de suministro de farmaco y sistemas de suministro de farmacos avanzados incluyen pero no se limitan a
polimeros, por ejemplo celulosa y derivados, polisacaridos, por ejemplo dextrano y derivados, almidéon y derivados,
poli(alcohol vinilico), polimeros de acrilato y metacrilato, acido polilactico y poliglicélico y copolimeros de bloque de los
mismos, polietilenglicoles, proteinas de portador, por ejemplo albumina, geles, por ejemplo sistemas termogelificantes,
por ejemplo sistemas copoliméricos de bloque bien conocidos por los expertos en la técnica, micelas, liposomas,
microesferas, nanoparticulas, cristales liquidos y dispersiones de los mismos, fase L2 y dispersiones de los mismos,
bien conocidos por los expertos en la técnica de comportamiento de fase en sistemas de lipido-agua, micelas
poliméricas, emulsiones multiples, emulsionantes, auto-microemulsionantes, ciclodextrinas y derivados de las mismas y
dendrimeros.

[0215] Las composiciones de la presente invencion son utiles en la formulacion de sodlidos, semisdlidos, polvos y
soluciones para administraciéon pulmonar de un anticuerpo, mediante el uso de, por ejemplo, un inhalador de dosis
medida, inhalador de polvo seco y un nebulizador, todos ellos dispositivos bien conocidos por los expertos en la técnica.

[0216] Las composiciones de la presente invencion son especificamente utiles en la formulacién de sistemas de
suministro de farmaco de liberacién controlada, sostenida, protractil, retardada y lenta. De manera mas especifica, pero
no limitada a, composiciones son utiles en la formacién de sistemas de liberacién controlada y liberacion sostenida
parenterales (ambos sistemas conducen a una reduccién de muchas veces en el nimero de administraciones), bien
conocidos por los expertos en la técnica. Mu y preferiblemente aun, son los sistemas de liberacién controlada y
liberacién sostenida administrados subcutaneamente. Sin limitar el alcance de la invencion, ejemplos de sistema y
composiciones de liberacién controlada utiles son hidrogeles, geles oleaginosos, cristales liquidos, micelas poliméricas,
microesferas, nanoparticulas.

[0217] Los métodos para producir sistemas de liberacion controlada utiles para composiciones de la presente invencion
incluyen, pero no se limitan a, cristalizacion, condensacién, co-cristalizaciéon, precipitacion, co-precipitacion,
emulsionamiento, dispersion, homogeneizacion a alta presidon, encapsulacion, secado por aspersion,
microencapsulacion, coacervacion separacion de fases, evaporacion de solvente para producir microesferas, extrusion y
procedimientos de fluidos supercriticos. Referencias generales se hacen a Handbook of Pharmaceutical Controlled
Release (Wise, D.L., ed., Marcel Dekker, Nueva York, 2000) y Drug and the Pharmaceutical Sciences vol. 99: Protein
Formulation and Delivery (MacNally, E. J. ed., Marcel Dekker, Nueva York, 2000).

[0218] La administracion parenteral se puede realizar mediante inyeccion subcutanea, intramuscular, intraperitoneal o
intravenosa por medio de una jeringa, opcionalmente una jeringa de tipo pluma. Alternativamente, la administracion
parenteral se puede realizar por medio de una bomba de infusion. Una opcién adicional es una composiciéon que puede
ser una solucién o suspensién para la administracion del compuesto de anticuerpo en forma de una aspersion nasal o
pulmonar. Como una opcién adicional, las composiciones farmacéuticas que contienen un anticuerpo de la invencion
también se pueden adaptar para administracion transdérmica, por ejemplo, mediante inyeccion libre de aguja o desde
un parche, opcionalmente un parche iontoforético o transmucosa, por ejemplo, administracion bucal.

[0219] EI anticuerpo se puede administrar por la via pulmonar en un portador, como una solucién, suspensién o polvo
seco mediante el uso de cualquiera de los tipos conocidos de dispositivos adecuados para suministro de farmaco
pulmonar. Ejemplos de estos comprenden, pero no se limitan a, los tres tipos generales de generacion de aerosol para
suministro de farmaco pulmonar y pueden incluir nebulizadores de chorro o ultrasénicos, inhaladores de dosis medida o
inhaladores de polvo seco (Cf. Yu J, Chien YW. Pulmonary drug delivery: Physiologic and mechanistic aspects. Crit.
Rev. Ther Drug Carr Sys 14(4) (1997) 395-453).
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[0220] Basandose en la metodologia de prueba estandarizada, el diametro aerodinamico (d.) de una particula se define
como el diametro equivalente geométrico de una particula esférica estandar de referencia de densidad unitaria (1
g/cms). En el caso mas simple, para particulas esféricas, da se relaciona con un diametro de referencia (d) como una
funcion de la raiz cuadrada de la relacion de densidad como se describe por:

[0221] Modificaciones de esta relacion ocurren para particulas no esféricas (cf. Edwards DA Ben-Jebria A, Langer R.
Recent advances in pulmonar y drug deliver y using large, porous inhaled particles. J Appl Physiol 84(2) (1998) 379-
385). Los términos “MMAD” y “MMEAD” son bien descritos y conocidos en la técnica (cf. Edwards DA, Ben-Jebria A,
Langer R and represents a measure of the median value of an aerodynamic particle size distribution. Recent advances
in pulmonar y drug deliver y using large, porous inhaled particles. J Appl Physiol 84(2) (1998) 379-385). El diametro
aerodinamico mediano en masa (MMAD) y el diametro aerodinamico efectivo mediano en masa (MMEAD) se usan
intercambiablemente, son parametros estadisticos y describen empiricamente el tamafo de particulas de aerosol en
relacién con su potencial para depositarse en los pulmones, independientes de la forma real, tamafio o densidad (cf.
Edwards DA, Ben-Jebria A, Langer R. Recent advances in pulmonar y drug deliver y using large, porous inhaled
particles. J Appl Physiol 84(2) (1998) 379-385). MMAD normalmente se calcula a partir de la medicion hecha con
impactadores, un instrumento que mide el comportamiento de inercia de particulas en el aire.

[0222] En una forma de realizacion adicional, la formulaciéon puede ser aerosolizada por cualquier tecnologia de
aerosolizacién conocida, tal como nebulizacion, para lograr un MMAD de particulas de aerosol menor que 10 ym, muy
preferiblemente entre 1-5 ym y muy preferiblemente entre 1-3 um. El tamafio de particula preferido se basa en el
tamafio mas efectivo para suministrar farmaco al pulmén profundo, en donde es 6ptimamente absorbido (cf. Edwards
DA, Ben-Jebria A, Langer R. Recent advances in pulmonar y drug deliver y using large, porous inhaled particles. J Appl
Physiol 84(2) (1998) 379-385).

[0223] La deposiciéon de pulmén profunda de las formulaciones pulmonares que comprenden el anticuerpo
opcionalmente se puede optimizar al usar modificaciones de las técnicas de inhalacion, por ejemplo, pero sin limitarse a:
flujo de inhalacion lento (por ejemplo, 30 I/min), contencion de la respiracion y tiempo de accionamiento.

[0224] EI término “formulacion estabilizada” se refiere a una formulacién con estabilidad fisica incrementada, estabilidad
quimica incrementada o estabilidad fisica y quimica incrementadas.

[0225] EI término “estabilidad fisica” de la formulacion de proteina como se usa aqui se refiere a la tendencia del
anticuerpo a formar agregados biolégicamente inactivos y/o insolubles como resultado de exposicidon del anticuerpo a
esfuerzos termomecanicos y/o interaccion con interfaces y superficies que son desestabilizantes, tales como superficies
e interfaces hidrofébicas. La estabilidad fisica de las formulaciones de anticuerpo acuosas se evalla por medio de
inspeccion visual y/o mediciones de turbidez después de exponer la formulacién llenada en contenedores adecuados
(por ejemplo, cartuchos o viales) a esfuerzo mecanicoffisico (por ejemplo, agitacién) a diferentes temperaturas durante
varios periodos. La inspeccioén visual de las formulaciones se realiza en una luz enfocada aguda con un fondo oscuro.
La turbidez de la formulacion se caracteriza por una calificacion visual que varia desde el grado de turbidez por ejemplo
en una escala de 0 a 3 (una formulacion que no muestra turbidez corresponde a una calificacion visual de 0 y una
formulaciéon que muestra turbidez visual a la luz del dia corresponde a una calificacion visual de 3). Una formulacién se
clasifica fisicamente inestable con respecto a otro agregado, cuando muestra turbidez visual a la luz del dia.
Alternativamente, la turbidez de la formulacion se puede evaluar por mediciones de turbidez simples bien conocidas por
el experto en la técnica. La estabilidad fisica de las formulaciones de anticuerpo acuosas también se puede evaluar al
usar un agente espectroscopico o sonda del estado conformacional de un anticuerpo. La sonda es preferiblemente una
molécula pequefa que preferencialmente se une a un conformador no nativo del anticuerpo. Un ejemplo de una sonda
espectroscopica molecular pequefia de estructura de proteina es tioflavina T. La tioflavina T es un colorante fluorescente
que ha sido ampliamente usado para la deteccién de fibrillas amiloide. En presencia de fibrillas y quizas otras
combinacioén de proteina también, la tioflavina T da origen a una nueva excitacién maxima a aproximadamente 450 nm y
emision incrementada a aproximadamente 482 nm cuando se unen a una forma de proteina de fibrillas. La tioflavina T
mayuscula no unida es esencialmente no fluorescente a las longitudes de onda.

[0226] Otras moléculas pequefias se pueden usar como sondas de los cambios en estructura de proteina de estados
nativos a no nativos. Por ejemplo, las sondas de “parche hidrofobico” se unen preferencialmente a parches hidrofébicos
expuestos de una proteina. Los parches hidrofdbicos son generalmente enterrados dentro de una estructura terciaria de
una proteina en su estado nativo, pero quedan expuestos a medida que una proteina empieza a desdoblarse o
desnaturalizarse. Ejemplos de estas sondas espectroscépicas moleculares son colorantes hidrofébicos aromaticos, tales
como antraceno, acridina, fenantrolina o similares. Otras sondas espectroscépicas son complejos de metal-aminoacido,
tales como complejos de cobalto-metal de aminoacidos hidrofébicos, tales como fenilalanina, leucina, isoleucina,
metionina y valina o similares.
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[0227] EI término “estabilidad quimica” de la formulacién de anticuerpo como se usa aqui se refiere a cambios
covalentes quimicos en la estructura del anticuerpo que conduce a la formacién de productos de degradacion quimica
con menos potencia bioldgica potencial y/o propiedades inmunogénicas incrementadas potenciales comparado con la
estructura de anticuerpo nativa. Varios productos de degradaciéon quimica se pueden formar segun el tipo y naturaleza
del anticuerpo nativo y el ambiente al cual se expone el anticuerpo. La eliminacion de degradacion quimica muy
probablemente puede no ser completamente evitado y cantidades cada vez mayores de productos de degradacion
quimica a menudo se ven durante el almacenamiento y uso de la formulaciéon de anticuerpo como lo conoce bien un
experto en la técnica. La mayoria de las proteinas estan sujetas a desamidacion, un proceso en el cual el grupo amida
de cadena lateral en residuos de glutaminilo o asparaginilo es hidrolizado para formar un acido carboxilico libre. Otras
vias de degradacion implican la formacion de productos de transformacion de peso molecular alto en donde dos o mas
moléculas de proteina son covalentemente unidas una a otra a través de transamidacion y/o interacciones de disulfuro
que conducen a la formacién de productos de degradacion de dimero, oligébmero y polimero covalentemente unidos
(Stability of Protein Pharmaceuticals, Ahem. T.J. & Manning M.C., Plenum Press, Nueva York, 1992). La oxidacion (de
por ejemplo residuos de metionina) se puede mencionar como otra variante de degradacion quimica. La estabilidad
quimica de la formulacién de anticuerpo se puede evaluar al medir la cantidad de los productos de degradacion quimica
en varios puntos de tiempo después de la exposicion a diferentes condiciones ambientales (la formacion de productos
de degradacion a menudo puede ser acelerada por ejemplo al incrementar la temperatura). La cantidad de cada
producto de degradacion individual a menudo se determina por separacion de los productos de degradacion que
dependen del tamafrio de la molécula y/o carga mediante el uso de varias técnicas de cromatografia (por ejemplo, SEC-
HPLC y/o RP-HPLC).

[0228] Por lo tanto, como se explicd anteriormente, una “formulacion estabilizada” se refiere a una formulaciéon con
estabilidad fisica incrementada, estabilidad quimica incrementada o estabilidad fisica y quimica incrementadas. En
general, una formulacién debe ser estable durante el uso y almacenamiento (de conformidad con las condiciones de uso
y almacenamiento recomendadas) hasta alcanzar la fecha de caducidad.

[0229] En una forma de realizacién de la invencién, la formulacién farmacéutica que comprende el anticuerpo es estable
durante mas de 6 semanas de uso y durante mas de 3 afios de almacenamiento.

[0230] En una forma de realizacién de la invencion, la formulacion farmacéutica que comprende el anticuerpo es estable
durante mas de 4 semanas de uso y durante mas de 3 afios de almacenamiento. En una forma de realizacion adicional
de la invencion, la formulacion farmacéutica que comprende el anticuerpo es estable durante mas de 4 semanas de uso
y durante mas de 2 afios de almacenamiento.

[0231] En una forma de realizacién adicional de la invencién, la formulaciéon farmacéutica que comprende el anticuerpo
es estable durante mas de 2 semanas de uso y durante mas de 2 afios de almacenamiento.

[0232] Las formulaciones de anticuerpo adecuadas también se pueden determinar mediante el examen de experiencias
con otros anticuerpos monoclonales terapéuticos ya desarrollados. Se ha mostrado que varios anticuerpos
monoclonales son eficientes en situaciones clinicas, tales como Rituxan (Rituximab), Herceptin (Trastuzumab) Xolair
(Omalizumab), Bexxar (Tositumomab), Campath (Alemtuzumab), Zevalin, Oncolim, Humira y formulaciones similares se
pueden usar con los anticuerpos de esta invencion. Por ejemplo, un anticuerpo monoclonal puede ser suministrado en
una concentracion de 10 mg/ml en viales de un solo uso ya sea de 100 mg (10 ml) o 500 mg (50 ml), formulados para
administracion 1V en 9,0 mg/ml de cloruro de sodio, 7,35 mg/ml de citrato de sodio dihidrato, 0,7 mg/ml de polisorbato 80
y agua estéril para inyeccion. El pH se ajusta a 6,5. Alternativamente, el anticuerpo se puede formular en una solucién
que comprende histidina, sacarosa y polisorbato 80.

Aplicaciones de diagnostico

[0233] Los anticuerpos hNKG2D de la invencion también tienen aplicaciones no terapéuticas. Por ejemplo, los
anticuerpos anti-hNKG2D también se pueden usar en ensayos de diagndstico para proteina NKG2D, por ejemplo,
deteccién de su expresion en células especificas, tejidos o suero. Por ejemplo, anticuerpos anti-hNKG2D se pueden
usar en ensayos que seleccionan pacientes para tratamiento con anti-hNKG2D. Para estos propdsitos, los anticuerpos
anti-hNKG2D se podrian usar para analizar la presencia de hNKG2D en especimenes de suero o tejido, prueba para la
presencia de células T CD4+ que expresan NKG2D o la presencia de células promotoras de enfermedad que expresan
NKG2D (por ejemplo, células T NK o CD4+ o CD8+). Esos analisis podrian combinarse con prueba de analisis, por
ejemplo, para el nivel de MICA soluble en la sangre (véase, por ejemplo, W02003089616 por Spies et al.).

[0234] Para aplicacion de diagnéstico, el anticuerpo tipicamente se marcara con una porcion detectable. Numerosos
marcadores estan disponibles los cuales pueden agruparse generalmente en las siguientes categorias:

(a) Radioiso6topos, tales como ¥g, "c, %, °H e ™). EI anticuerpo puede ser marcado con un radioisétopo
mediante el uso de técnicas descritas en Current Protocols in Immunology, volimenes 1 y 2, Coligen et al., Ed.
Wiley-Interscience, Nueva York, N.Y., Pubs. (1991), por ejemplo, y la radioactividad se puede medir mediante el
uso de recuento de centelleo.
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(b) Marcadores fluorescentes tales como quelatos de tierras raras (quelatos de europio) o fluoresceina y sus
derivados, rodamina y sus derivados, dansilo, lisamina, ficoeritrina y Rojo de Texas estan disponibles. Los
marcadores fluorescentes pueden ser conjugados al anticuerpo mediante el uso de las técnicas descritas en
Current Protocols in Immunology, supra, por ejemplo. La fluorescencia puede ser cuantificada mediante el uso de
un fluorimetro.

(c) Varios marcadores de enzima-substrato estan disponibles y la patente de EE.UU. N°: 4,275,149 proporciona
una revisiébn de algunos de éstos. La enzima generalmente cataliza una alteracion quimica del substrato
cromogénico que se puede medir mediante el uso de varias técnicas. Por ejemplo, la enzima puede catalizar un
cambio de color en un substrato, que se puede medir espectrofotométricamente. Alternativamente, la enzima
puede alterar la fluorescencia o quimioluminiscencia del substrato. Técnicas para cuantificar un cambio en
fluorescencia se describieron anteriormente. El substrato quimioluminiscente se vuelve electrénicamente excitado
por una reaccion quimica y entonces puede emitir luz que se puede medir (mediante el uso de un
quimioluminémetro, por ejemplo) o donar energia a un aceptor fluorescente. Ejemplos de marcadores enzimaticos
incluyen luciferasas (por ejemplo, luciferasa de luciérnaga y luciferasa bacteriana; patente de EE.UU. N°:
4,737,456), luciferina, 2,3-dihidroftalazinodionas, malato deshidrogenasa, ureasa, peroxidasa tal como peroxidasa
de rabano picante (HRPO), fosfatasa alcalina, beta-galactosidasa, glucoamilasa, lisozima, sacarido oxidasas (por
ejemplo, glucosa oxidasa, galactosa oxidasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa), oxidasas heterociclicas (tales
como uricasa y xantina oxidasa), lactoperoxidasa, microperoxidasa y similares. Técnicas para conjugar enzimas a
anticuerpos se describen en O’Sullivan et al., “Methods for the Preparation of Enzyme-Antibody Conjugates for use
in Enzyme Immunoassay”, in Methods in Enzym. (Ed., J. Langone & H. Van Vunakis), Academic Press, Nueva
York, 73: 147-166 (1981).

[0235] Ejemplos de combinaciones de enzima-substrato incluyen, por ejemplo:

(i) Peroxidasa de rabano picante (HRPO) con hidrégeno peroxidasa como un substrato en donde la hidrégeno
peroxidasa oxida un precursor de colorante (por ejemplo, ortofenilendiamina (OPD) o clorhidrato de 3,3',5,5'-
tetrametilbencidina (TMB));

(i) fosfatasa alcalina (AP) con para-nitrofenilfosfato como substrato cromogénico; y

(iii) beta-D-galactosidasa (beta-D-Gal) con un sustrato cromogénico (por ejemplo, p-nitrofenil-beta-D-
galactosidasa) o substrato fluorogénico 4-metilumbeliferil-p-beta-galactosidasa.

[0236] Numerosas combinaciones de enzima-substrato estan disponibles para los expertos en la técnica. Para una
revision general de éstos, véanse las patentes de EE.UU. N°: 4,275,149 y 4,318,980.

[0237] Algunas veces, el marcador es indirectamente conjugado con el anticuerpo. El experto en la técnica sera
consciente de diversas técnicas para lograr esto. Por ejemplo, el anticuerpo puede ser conjugado con biotina y
cualquiera de las tres categorias amplias de marcadores mencionadas anteriormente se puede conjugar con avidina o
viceversa. La biotina se une selectivamente a avidina y por lo tanto, el marcador puede ser conjugado con el anticuerpo
de esta manera directa. Alternativamente, para lograr conjugacién indirecta del marcador con el anticuerpo, el
anticuerpo es conjugado con un hapteno pequefio (por ejemplo, digoxina) y uno de los diferentes tipos de marcadores
mencionados anteriormente es conjugado con un anticuerpo anti-hapteno (por ejemplo, anticuerpo anti-digoxina). Por lo
tanto, la conjugacion indirecta del marcador con el anticuerpo se puede lograr.

[0238] En otra forma de realizacién de la invencién, el anticuerpo anti-NKG2D tiene que ser marcado y la presencia del
mismo se puede detectar mediante el uso de un anticuerpo secundario marcado que se une al anticuerpo NKG2D.

[0239] Los anticuerpos de la presente invencién se pueden utilizar en cualquier método de ensayo conocido, tal como
ensayos de union competitiva, ensayos de intercalado directo e indirecto, ensayos de inmunoprecipitacién. Zola,
Monoclonal Antibodies: A Manual of Techniques, pag. 147-158 (CRC Press, Inc. 1987).

[0240] Para inmunohistoquimica, la muestra de tejido puede ser fresca o congelada o puede ser embebida en parafina y
fijada con un conservador tal como, por ejemplo, formalina.

[0241] Los anticuerpos también se pueden usar para ensayos de diagndstico in vivo. Generalmente, el anticuerpo se
marca con un radionuclido o un indicador no radioactivo detectable, por ejemplo, por resonancia magnética nuclear u
otro medio conocido en la técnica. Preferiblemente, el marcador es un radiomarcador, tal como, por ejemplo, 125I, 131I,
Cu, *™Tc o "In. EI anticuerpo marcado se administra a un huésped preferiblemente mediante el torrente sanguineo y
la presencia y ubicacion del anticuerpo marcado en el huésped es probada. La técnica de formacién de imagen se usa
adecuadamente en la clasificacion por etapas y tratamiento de neoplasmas. El radioisétopo es conjugado a la proteina
por cualquier medio, que incluye compuestos quelantes de metal o lactoperoxidasa o técnicas de yoddgeno para

yodacion.
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[0242] Por conveniencia, los anticuerpos de la presente invencién se pueden proporcionar en un kit, es decir, una
combinacion empaquetada de reactivos en cantidades predeterminadas con instrucciones para realizar la prueba de
diagnostico. En donde el anticuerpo es marcado con una enzima, el kit incluird substratos y cofactores requeridos por la
enzima (por ejemplo, un precursor de substrato que proporciona el croméforo o fluoréforo detectable). Ademas, otros
aditivos se pueden incluir tales como estabilizadores, reguladores de pH (por ejemplo, un tampdén de bloqueo tampodn de
lisis) y similares. Las cantidades relativas de los diversos reactivos se pueden variar ampliamente para proporcionar
concentraciones en solucion de los reactivos que sustancialmente optimizan la sensibilidad del ensayo. Particularmente,
los reactivos se pueden proporcionar como polvos secos, usualmente liofilizados, que incluyen excipientes que en
disolucioén proveeran una solucién de reactivo que tiene la concentracion apropiada.

Aplicaciones terapéuticas

[0243] El uso de un anticuerpo anti-hNKG2D humano o humanizado como se describe aqui para el tratamiento de un
paciente también se proporciona por la presente invencion. En una forma de realizacion, la invencion proporciona el uso
de un anticuerpo humano o humanizado como se describe aqui en la preparacion de una composicion farmacéutica
para la administracién a un paciente humano. Tipicamente, el paciente padece o estd en riesgo de padecer, una
enfermedad o trastorno autoinmune o inflamatorio.

[0244] Por ejemplo, en un aspecto, la invencién proporciona un método de reduccion o inhibiciéon de activacion mediada
por hNKG2D de células NK o T en un paciente que necesita el mismo, que comprende el paso de administrar un
anticuerpo anti-NKG2D humano o humanizado al paciente, el anticuerpo reduce o previene la activacion mediada por
ligando del receptor NKG2D. En una forma de realizacién, el método dirigido a disminuir la actividad de los linfocitos en
pacientes que tienen una enfermedad en la cual la actividad de células NK o T incrementada es perjudicial, lo que
implica, afecta o es causado por células susceptibles a lisis por células NK o T o que es causada o caracterizada por
actividad de células NK y/o T incrementada, tal como una enfermedad o trastorno autoinmune o una condicion
inflamatoria. En un aspecto, la invencién proporciona un método de reduccién de inflamacion crénica en el paciente.

[0245] Condiciones o trastornos ilustrativos que han de ser tratados con los polipéptidos, anticuerpos y otros
compuestos de la invencion, incluyen pero no se limitan a lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide, artritis crénica
juvenil, artritis psoriatica, osteoartritis, espondiloartropatias (espondilitis anquilosante), esclerosis sistémica
(escleroderma), miopatias inflamatorias idiopaticas (dermatomiositis, polimiositis), sindrome de Sjogren, vasculitis,
vasculitis sistémica, arteritis temporal, aterosclerosis, sarcoidosis, miastenia grave, anemia hemolitica autoinmune
(pancitopenia inmunitaria, hemoglobinuria nocturna proxismal), anemia perniciosa, trombocitopenia autoinmune (purpura
trombocitopénica idiopatica, trombocitopenia inmuno-mediada), tiroiditis (enfermedad de Grave, tiroiditis de Hashimoto,
tiroiditis linfocitica juvenil, tiroiditis atréfica), diabetes mellitus, enfermedad renal inmuno-mediada (glomerulonefritis,
nefritis tubulointersticial, ooforitis autoinmune), orquitis autoinmune, uveitis, autoinmune, sindrome de anti-fosfolipidos,
enfermedades desmielinizantes del sistema nervioso central y periférico tal como esclerosis multiple, polineuropatia
desmielinizante idiopatica o sindrome de Guillain-Barré y polineuropatia desmielinizante inflamatoria cronica,
enfermedades hepatobiliares tales como hepatitis infecciosa (hepatitis A, B, C, D, E y otros virus no hepatotrépicos),
hepatitis activa cronica autoinmune, hepatitis viral, cirrosis biliar primaria, hepatitis granulomatosa, granulomatosis de
Wegener, enfermedad de Behcet y colangitis esclerosante, enfermedades intestinales inflamatorias tales como colitis
ulcerativa o enfermedad de Crohn, enfermedad celiaca, enteropatia sensible a gluten y enfermedad de Whipple,
enfermedades de la piel autoinmunes o inmunomediadas que incluyen enfermedades de la piel ampulosa, eritema
multiforme y dermatitis de contacto, dermitis herpetiformis, psoriasis pénfigo vulgar, vitiligo (leuco-derma), enfermedades
alérgicas tales como asma, rinitis alérgica, dermatitis atdpica, hipersensibilidad a alimentos y urticaria, enfermedades
inmunitarias del pulmén tales como neumonias eosilofilicas, fibrosis pulmonar idiopatica y neumonitis de
hipersensibilidad, enfermedad pulmonar obstructiva crénica y enfermedades asociadas con trasplante que incluyen
rechazo de injerto y enfermedad de injerto versus huésped.

[0246] Por ejemplo, en un aspecto, el anticuerpo anti-NKG2D se usa en combinacién con uno o mas de otros agentes
antiinflamatorios, que incluyen pero no se limitan a agentes analgésicos, agentes inmunosupresores (por ejemplo,
antagonistas de células B o T tales como agentes de agotamiento de células B y agentes inhibidores de células T;
agentes inhibidores de complemento), corticoesteroides y agentes anti-FNTalfa y otros agentes anti-citocina o de
receptor de anti-citocina y agentes anti-angiogénicos. Ejemplos especificos incluyen metotrexato, TSG-6, Rituxan® u
otras terapias de células B, anticuerpos anti-IL12 (p40), proteinas de fusiéon CTLA4-Fc, antagonistas de receptor de IL-1,
anticuerpos IL-1, anticuerpos IL-15, anticuerpos IL-18 y anticuerpos anti-IL6R. Ejemplos adicionales de terapias de
combinacién se proporcionan mas adelante.

[0247] Cuando uno o mas de otros agentes o enfoques se usan en combinacién con la presente terapia, no hay
necesidad de que los resultados combinados sean aditivos de los efectos observados cuando cada tratamiento es
realizado por separado. Aunque al menos los efectos aditivos son generalmente deseables, cualquier disminucién en la
actividad de NKG2D u otro efecto beneficioso sobre una de las terapias individuales seria beneficioso. También, no hay
especial necesidad de que el tratamiento combinado presente efecto sinergistico, aunque es ciertamente posible y
ventajoso. El tratamiento basado en NKG2D puede preceder o seguir a otro tratamiento, por ejemplo, en intervalos que
varian desde minutos hasta semanas y meses. También se contempla que se utilice mas de una administracion ya sea
de la composicion anti-NKG2D o del otro agente. Los agentes se pueden administrar intercambiablemente, en dias o
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semanas alternos; o un ciclo de tratamiento anti-NKG2D se puede dar, seguido de un ciclo de la terapia del otro agente.
En cualquier caso, todo lo que se requiere es suministrar ambos agentes en una cantidad combinada efectiva para
ejercer un efecto terapéuticamente beneficioso, independientemente de los tiempos de administracion.

[0248] A continuacion se describen enfermedades o trastornos inflamatorios y/o autoinmunes seleccionados para los
cuales los anticuerpos anti-hNKG2D de la invencion se pueden usar como agentes terapéuticos. Preferiblemente, el
anticuerpo anti-hNKG2D es MS o 21F2 bivalente de longitud completa o un fragmento de unién al antigeno, variante o
derivado del mismo.

Artritis reumatoide

[0249] La artritis reumatoide (RA) es una enfermedad inflamatoria autoinmune sistémica cronica que puede involucrar la
membrana sinovial de mdultiples articulaciones con lesién resultante del cartilago articular. La patogénesis es
dependiente de linfocitos T y esta asociada a la produccion de factores reumatoides, auto-anticuerpos dirigidos contra
auto-IgG, con la formacion resultante de complejos inmunes que logran niveles elevados en la sangre y los fluidos de
las articulaciones. Estos complejos de la articulacion pueden inducir el infiltrado marcado de linfocitos y monocitos en la
sinovia y cambios sinoviales marcados subsecuentes; el espacio articular es infiltrado por células similares con la
adicién de numerosos neutrdéfilos. La célula T patolégica produce citocinas y otros factores solubles que se afiaden a la
atraccion y activacion de otras células y a la destruccion del tejido. Los tejidos afectados son principalmente las
articulaciones, a menudo en un patron simétrico. Sin embargo, la enfermedad extra-articular también ocurre de dos
formas importantes. Una forma es el desarrollo de lesiones extra-articulares con enfermedad de las articulaciones
progresiva en curso y lesiones tipicas de fibrosis pulmonar, vasculitis y Ulceras cutaneas. La segunda forma de
enfermedad extra-articular es el llamado sindrome de Felt y que ocurre de forma tardia en el curso de la enfermedad de
RA, algunas veces después de la enfermedad de las articulaciones y se vuelve inactivo, e incluye la presencia de
neutropenia, trombocitopenia y esplenomegalia. Esto puede estar acompanado de vasculitis en multiples érganos con
formaciones de infartos, Ulceras de piel y gangrena. Los pacientes a menudo también desarrollan nédulos reumatoides
en el tejido de subcutis que traslapa las articulaciones afectadas; en la etapa tardia los nédulos tiene centros necréticos
rodeados por un infiltrado de células inflamatorias mixtas. Otras manifestaciones que pueden ocurrir en RA incluyen:
pericarditis, pleuritis, arteritis coronaria, neumonitis intersticial con fibrosis pulmonar, queratoconjuntivitis seca y nédulos
reumatoides.

[0250] Por consiguiente, en un aspecto, la invencion proporciona un método para tratar y/o prevenir la artritis reumatoide
(RA). El método comprende suministrar una cantidad efectiva de un anticuerpo anti-hNKG2D a un paciente que tiene
RA o que se ha identificado/diagnosticado en riesgo sustancial de desarrollar RA, de tal manera que la RA se trata o se
previene. En un aspecto, el anticuerpo anti-NKG2D se demuestra que es efectivo para mitigar la RA en un modelo
aceptable de RA, tal como se describe en la patente de EE.UU. N°: 6414218 y la publicacion de patente de EE.UU. N°:
20030005469 (principios y modelos relacionados se describen en, por ejemplo, Wooley, P.H., Animal Models of Arthitis,
eds. J. H. Klippel and P. A. Dieppe, Mosb y Publishers (Londres), 1998; Erning et al., Arthitis Res, 4 suppl 3: S 133-40,
2002; Holmdahl et al., Ageing Res Rev, 1(1): 135-47, 2002; Anthon y et al., Clin Exp Rheumatol, 17(2): 240-4, 1999;
Durie et al., Clin Immunol Immunopathol, 73(1): 11-8, 1994; y Muller-Ladner et al., Drugs Toda y (Bare), 35(4-5): 379-88,
1999). En otro aspecto, el anticuerpo que es capaz de reducir detectablemente la activacion de NKG2D inducida por
ligando de leucocitos que expresan NKG2D y/o alterar la expresion de células T o células NK de NKG2D+ (por ejemplo,
alterar la expansion y/o funcién de células T CD8+ auto-reactivas) (a diferencia de, por ejemplo, por lo menos alguno de
los anticuerpos descritos en la publicacion de patente de EE.UU. N°: 20040115198), sin agotar significativamente dichas
células (por ejemplo, causando una reducciéon de aproximadamente 10% o menos de esas células en comparacion con
un control adecuado). En un aspecto, el método produce una modulacién de uno o mas biomarcadores de manera
consistente con el tratamiento o prevencién (segun sea aplicable) de RA (por ejemplo, IL-6, TNF-qa, IL-1, VEGF, TIFF R,
IL-2R, CD4 diseminado, CD8 diseminado y/o proteina reactiva C en el suero). En otro aspecto, la practica del método da
por resultado una reduccion detectable de inflamacion sinovial en las articulaciones periféricas del paciente/huésped. En
un aspecto, el método da por resultado la prevencién de deterioro radiografico y mejora de la funcién fisica en el
paciente o huésped como se muestra, por ejemplo, por una reduccion en la progresion radiografica en el paciente o
huésped, reduccién en articulaciones hinchadas y sensibles (como se determina por criterios analiticos aceptables) y/o
calidad de vida significativamente mejorada (por ejemplo, como se determina por una reduccién en calificaciones de
incapacidad en el Cuestionario de Evaluacion de Salud de RA). El anticuerpo se puede usar solo o en combinacion con
uno o mas de otros agentes anti-RA, tales como un farmaco anti-inflamatorio no esteroideo (NSAID), un inhibidor de
COX-2, un inhibidor de COX-2, un analgésico, un corticoesteroide (por ejemplo, predinisona, hidrocortisona), oro, un
inmunosupresor (por ejemplo, metotrexato), un agente de agotamiento de células B (por ejemplo, Rituxan®), un
agonista de células B (por ejemplo, LymphoStat-B®) y un agente anti-FNTalfa (por ejemplo, Embrel®, Humira® y
Remicade®), un antagonista de receptor anti-IL1 (por ejemplo, Kineret®), un anticuerpo anti-IL-15 o un farmaco
antirreumatico modificador de enfermedad (DMARD).

Enfermedades desmielinizantes

[0251] Las enfermedades desmielinizantes del sistema nervioso central y periférico, que incluyen esclerosis multiple
(MS); polineuropatia desmielizante idiopatica o sindrome de Guillain-Barré; y polineuropatia desmielinizante inflamatoria
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cronica, se cree que tienen una base autoinmune y dan por resultado desmielinacién de nervio como resultado de dafio
causado a oligodendrocitos o a mielina directamente. En MS hay evidencia que sugiere que la induccion y progresion de
la enfermedad depende de linfocitos T. MS es una enfermedad desmielinizante que es dependiente de linfocitos T y
tiene ya sea un curso recurrente-remitente o un curso progresivo cronico. La etiologia es desconocida; sin embargo,
infecciones virales, predisposicion genética, ambiente y autoinmunidad todos ellos contribuyen. Las lesiones contienen
infiltrados de linfocitos predominantemente T mediados, células microgliales y macrofagos infiltrantes; linfocitos T CD4+
son el tipo de célula predominante en las lesiones.

[0252] Por lo tanto, en otro aspecto, la invencion proporciona el uso de un anticuerpo anti-hNKG2D humanizado o
humano descrito en la presente para tratar y/o prevenir MS. El uso de un anticuerpo anti-hNKG2D humanizado o
humano descrito en la presente comprende suministrar una cantidad efectiva de un anticuerpo anti-hNKG2D a un
paciente humano que tiene MS o que es identificado/diagnosticado como que esta en riesgo sustancial de desarrollar
MS, de tal manera que MS se trata o se previene en el paciente o huésped. En un aspecto particular, el anticuerpo
monoclonal anti-NKG2D es capaz de reducir detectablemente la activacion de NKG2D inducida por ligando de
leucocitos de expresion de NKG2D y/o alterar la expansion de células T o células NK NKG2D+, sin agotar
significativamente esas células. El anticuerpo se puede usar solo o en combinacidon con otros agentes anti-MS tales
como tyzabri®.

Enfermedad Intestinal Inflamatoria

[0253] En células T CD8+ del intestino, NKG2D actiia como un co-estimulante de células CD28" (Rob-erts et al., J
Immunol 2001;167: 5527-30). Ademas, en la inflamacion del intestino (enfermedad celiaca), NKG2D es sobrerregulado
y los linfocitos epiteliales intestinales son estimulados por NKG2D para matar y producir citocinas (Hue et al., Immunit y
2004;21: 367-77; Meresse et al., Immunit y 2004;21: 357-66). Ademas, IL-15, a menudo encontrado durante la
inflamacion intestinal, sobrerregula NKG2D en linfocitos epiteliales intestinales (Roberts et al., J Immunology 2001;167:
5527-30). Ademas, durante la inflamacion intestinal, MICA, un ligando para NKG2D, es sobrerregulado (Meresse et al.,
citado arriba, Hie et al., citado arriba). NKG2D es también sobrerregulado sobre linfocitos pro-inflamatorios de pacientes
con enfermedad de Crohn (Allez et al., presentacion en el 16° Congreso Europeo de Inmunologia (ECI2006), septiembre
6-9, 2006; Paris, Francia).

[0254] A su vez, en otro aspecto, la invencidn proporciona un método para tratar y/o prevenir la enfermedad intestinal
inflamatoria (IBD), tal como la enfermedad de Crohn o colitis ulcerativa. Como se muestra por Kjellev et al. (Eur J
Immunol 2008;37: 1397-1406), la inhibicion de la funcion de receptor de NKG2D por terapia de anticuerpo temprana
atenud la colitis inducida por transferencia en ratones SCID, un modelo animal de colitis.

[0255] El uso de un anticuerpo anti-NKG2D humanizado o humano descrito en la presente para el tratamiento de una
enfermedad intestinal inflamatoria comprende suministrar una cantidad efectiva de un anticuerpo anti-NKG2D a un
paciente humano que tiene IBD o que es identificado/diagnosticado como que esta en riesgo sustancial de desarrollar
IBD, de tal manera que IBD se trata o se previene en el paciente. En un aspecto particular, el método de
tratamiento/prevencion de IBD de la invencion se pone en practica mediante el uso de un anticuerpo monoclonal anti-
NKG2D que es capaz de reducir detectablemente la activacion de NKG2D inducida por ligando de leucocitos que
expresan NKG2D y/o de alterar la expansion de células T o células NK NKG2D+, sin agotar significativamente esas
células. El anticuerpo se puede usar solo o en combinacién con otros agentes anti-IBD, tales como farmacos que
contienen mesalamina (que incluyen sulfasalacina y otros agentes que contienen acido 5-aminosalicilico (5-ASA), tal
como olsalacina y balsalazida), farmacos anti-inflamatorios no estereoideos (NSAIDs), analgésicos, corticoesteroides
(por ejemplo, predinisona, hidrocortisona), inhibidores de TNF (que incluyen adilimumab (Humira®, etanercept (Enbrel®
e infliximab (Remicade®), anticuerpos anti-IL12, inmunosupresores (tales como 6-mercaptopurina, azatioprina y
ciclosforina A) y antibiéticos.

Psoriasis

[0256] La psoriasis es una enfermedad inflamatoria mediada por linfocitos T. Las lesiones contienen infiltrados de
linfocitos T, macréfagos y células de procesamiento de antigenos y algunos neutrofilos.

[0257] Por lo tanto, en otro aspecto, la invencion proporciona el uso de un anticuerpo anti-nNKG2D humanizado o
humano descrito en la presente para el tratamiento y/o la prevencion de la psoriasis. El uso de un anticuerpo anti-
nNKG2D humanizado o humano descrito en la presente comprende suministrar una cantidad efectiva de un anticuerpo
anti-nNKG2D a un paciente humano que tiene psoriasis 0 que es identificado/diagnosticado como estar en riesgo
sustancial de desarrollar psoriasis, de tal manera que la psoriasis se trata o se previene en el paciente. En un aspecto
mas particular, el agente es un anticuerpo monoclonal anti-NKG2D que es capaz de reducir detectablemente la
activacion de NKG2D inducida por ligando de leucocitos que expresan NKG2D y/o alterar la expansion de células T o
células NK NKG2D+, sin agotar significativamente esas células. El anticuerpo se puede usar solo o en combinacién con
uno o mas de otros tratamientos anti-psoriasis tales como fototerapia, terapia tépica (por ejemplo, alquitran,
glucocorticoides tépicos) o terapia sistémica (por ejemplo, metotrexato, un retinoide sintético, ciclosporina), un agente
anti-FNTalfa (por ejemplo, Embrel®, Humira®, Remicade®), un inhibidor de células T (por ejemplo, Raptiva®), analogo
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de vitamina D, inhibidores de proteina cinasa activados por mitdgeno de p38 (MAPK), asi como un agente bioldgico tal
como Rituxan®.

Artritis Psoriatica

[0258] La artritis psoriatica es una condicion artritica inflamatoria cronica que afecta la piel, las articulaciones, los sitios
de insercion de tendones, ligamentos y fascias y esta asociada a la psoriasis (aproximadamente 7% de los pacientes
con psoriasis desarrollan artritis psoriatica). Mucha evidencia sugiere que un proceso mediado por células T impulsa la
patofisiologia de la artritis psoriatica. Los monocitos también juegan un papel en la artritis psoriatica y son responsables
de la producciéon de metaloproteinasas de matriz, que pueden mediar los cambios destructivos en las articulaciones de
pacientes con artritis psoriatica. Ademas, las células NK también se encuentran en las articulaciones afectadas, lo que
sugiere un papel en la patologia de la enfermedad.

[0259] Por lo tanto, en otro aspecto, la invencion proporciona el uso de un anticuerpo anti-nNKG2D humanizado o
humano descrito en la presente para el tratamiento y/o la prevencién de la artritis psoriatica. El uso de un anticuerpo
anti-nNKG2D humanizado o humano descrito en la presente comprende suministrar una cantidad efectiva de un
anticuerpo anti-hnNKG2D a un paciente humano que tiene artritis psoriatica o que es identificado/diagnosticado como
estar en riesgo sustancial de desarrollar artritis psoriatica, de tal manera que la artritis psoriatica es tratada o prevenida
en el paciente. En un aspecto mas particular, el agente es un anticuerpo monoclonal anti-NKG2D que es capaz de
reducir detectablemente la activacion de NKG2D inducida por ligando de leucocitos que expresan NKG2D y/o alterar la
expansion de células T o células NK NKG2D+, sin agotar significativamente esas células. El anticuerpo se puede usar
solo o en combinacién con uno o0 mas de otros tratamientos anti-artritis psoriatica tales como farmacos anti-inflamatorios
no esteroideos (aspirina, ibuprofeno), metotrexato, un retinoide sintético, ciclosporina, un corticoesteroide, un agente
anti-FNTalfa (por ejemplo, Embrel®, Humira®, Remicade®).

Lupus Eritematoso Sistémico

[0260] En el lupus eritematoso sistémico (SLE), el mediador central de la enfermedad es la produccion de anticuerpos
auto-reactivos en proteinas/tejidos propios y la generacion subsecuente de la inflamaciéon inmunomediada. Los
anticuerpos son mediadores ya sea directa o indirectamente del dafio al tejido. Aunque no se ha mostrado que los
linfocitos T estén directamente involucrados en el dafio al tejido, los linfocitos T son necesarios para el desarrollo de
anticuerpos auto-reactivos. La génesis de la enfermedad es por lo tanto dependiente de linfocitos T. Multiples 6rganos y
sistemas son afectados clinicamente, los cuales incluyen rifién, pulmoén, sistema musculoesquelético, mucocutaneo,
ojos, sistema nervioso central, sistema cardiovascular, tracto gastrointestinal, médula ésea y sangre.

[0261] Por lo tanto, en otro aspecto, la invencion proporciona el uso de un anticuerpo anti-nNKG2D humanizado o
humano descrito en la presente para el tratamiento y/o la prevencion de SLE. El uso de un anticuerpo anti-nNKG2D
humanizado o humano descrito en la presente comprende suministrar una cantidad efectiva de un anticuerpo anti-
hNKG2D a un paciente humano que tiene SLE o que ha sido identificado/diagnosticado como que esta en riesgo
sustancial de desarrollar SLE, de tal manera que SLE se trata o se previene en el paciente. En un aspecto mas
particular, el agente es un anticuerpo monoclonal anti-NKG2D que es capaz de reducir detectablemente la activacion de
NKG2D inducida por ligando de leucocitos que expresan NKG2D y/o alterar la expresion de células T o células NK
NKG2D+, sin agotar significativamente esas células. El anticuerpo se puede usar solo o en combinacién con otros
agentes anti-SLE, tales como farmacos anti-inflamatorios no esteroideos (NSAIDs), analgésicos, corticoesteroides (por
ejemplo, predinisona, hidrocorticosona), inmunosupresores (tales como ciclofosfamida, azatioprina y metotrexato),
antimalariales (tales como hidroxicloroquina) y farmacos bioldgicos que inhiben la produccién de anticuerpos dsADN
(por ejemplo, LIP 394).

Diabetes

[0262] Diabetes mellitus de tipo | o diabetes dependiente de insulina es la destruccion autoinmune de células B del islote
pancreatico; esta destruccion es mediada por auto-anticuerpos y células T auto-reactivas. Los anticuerpos para la
insulina o el receptor de insulina también pueden producir el fenotipo de falta de respuesta a la insulina.

[0263] Por lo tanto, en otro aspecto, un anticuerpo anti-NKG2D es suministrado a un paciente que padece o esta en
riesgo sustancial de desarrollar diabetes mellitus de tipo | en una cantidad y bajo condiciones suficientes para tratar o
prevenir la condicion en el paciente. El anticuerpo puede usarse solo o en combinacién con otro agente anti-diabético,
tal como insulina o factores de crecimiento o supervivencia de células beta o anticuerpos inmunomoduladores tales
como anticuerpos anti-CD3.

Trasplante
[0264] Las enfermedades asociadas con trasplante, que incluyen el rechazo de injerto y la enfermedad de injerto versus

huésped (GVHD) son dependientes de los linfocitos T; la inhibicidn de la funcién de linfocitos T es mitigante.
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[0265] Por lo tanto, en otro aspecto, la invencion proporciona el uso de un anticuerpo anti-nNKG2D humanizado o
humano descrito en la presente para reducir la probabilidad de rechazo de trasplante (o reducir la severidad o
prolongacion de tiempo del inicio de una condicion relacionada con rechazo de trasplante, es decir, para prolongar la
supervivencia del aloinjerto). El uso de un anticuerpo anti-nNKG2D humanizado o humano descrito en la presente
comprende suministrar una cantidad efectiva de un anticuerpo anti-hNKG2D a un paciente humano que esta cerca de,
es o recientemente fue el receptor de un trasplante de tejido/érgano, de tal manera que la probabilidad de rechazo es
detectablemente reducida (por ejemplo, en comparacién con un control). En un aspecto particular, el anticuerpo anti-
NKG2D es capaz de reducir detectablemente la activacion de NKG2D inducida por ligando de leucocitos de expresion
de NKG2D vy/o alterar la expansion de células T o células NK NKG2D+, sin agotar significativamente esas células.
Ejemplos de trasplantes de tejido que pueden ser tratados incluyen, pero no se limitan a, higado, pulmoén, rifidn,
corazon, intestino delgado y células del islote pancreatico, asi como en trasplante de médula 6sea y en el tratamiento de
enfermedad de injerto versus huésped (GVHD). El anticuerpo se puede usar solo o en combinacion con otros agentes
para inhibir el rechazo de trasplante, tales como agentes inmunosupresores (por ejemplo, ciclosporina, azatioprina,
metilprednisolona, prednisolona, prednisona, microfenolato mofetil, sirilimus, rapamicina, tacrolimus), agentes anti-
infecciosos (por ejemplo, aciclovir, clotrimazol, ganciclovir, nistatina, trimetoprimsulfametoxazol), diuréticos (por ejemplo,
bumetanida, furosemida, metolazona) y medicamentos de Ulcera (por ejemplo, cimetidina, famotidina, lansoprazol,
omeprazol, ranitidina, sucralfato). Para trasplante hematopoyético, el factor(es) de crecimiento hematopoyético (por
ejemplo, eritropoyetina, G-CSF, GM-CSF, IL-3, IL-11, trombopoyetina, etc.) o antimicrobiano(s) (por ejemplo, antibidtico,
antiviral, antifingico) se pueden administrar como una terapia auxiliar.

Otras enfermedades autoinmunes o inflamatorias

[0266] En otros aspectos, la invencidon proporciona el uso de un anticuerpo anti-nNKG2D humanizado o humano
descrito en la presente para el tratamiento y/o prevencién de otras enfermedades o trastornos autoinmunes o
inflamatorios, que comprende suministrar una cantidad efectiva de un anticuerpo anti-hNKG2D a un paciente humano
que tiene la enfermedad o trastorno o que es identificado/diagnosticado como estar en riesgo sustancial de desarrollar la
enfermedad o trastorno, de tal manera que es tratada o prevenida en el paciente, en donde la enfermedad o trastorno es
como se describe mas adelante. En un aspecto mas particular, el agente es un anticuerpo monoclonal anti-NKG2D que
es capaz de reducir detectablemente la activacion de NKG2D inducida por ligando de leucocitos que expresan NKG2D
y/o alterar la expansion de células T o células NK KG2D+, sin agotar significativamente esas células. El anticuerpo se
puede usar solo 0 en combinacién con uno o mas de otros agentes terapéuticos usados para el tratamiento de la
enfermedad o trastorno.

[0267] La artritis cronica juvenil es una enfermedad inflamatoria idiopatica crénica que empieza frecuentemente con
menos de 16 afios de edad. Su fenotipo tiene algunas similitudes con la RA; algunos pacientes que son positivos de
factor reumatoide se clasifican como artritis reumatoide juvenil. La enfermedad es sub-clasificada en tres categorias
principales: pauciarticular, poliarticular y sistémica. La artritis puede ser severa y es tipicamente destructiva y conduce a
anquilosis articular y crecimiento retardado. Otras manifestaciones pueden incluir uveitis anterior cronica y amiloidosis
sistémica.

[0268] Las espondiloartropatias son un grupo de trastornos con algunas caracteristicas clinicas comunes y la asociacién
comun con la expresion del producto génico HLA-B27. Los trastornos incluyen: espondilitis anquilosante, sindrome de
Reiter (artritis reactiva), artritis asociada con enfermedad intestinal inflamatoria, espondilitis asociada con psoriasis,
espondiloartropatia de inicio juvenil y espondiloartropatia no diferenciada. Las caracteristicas distintivas incluyen
sacroileitis con o sin espondilitis; artritis asimétrica inflamatoria; asociacion con HLA-B27 (un alelo serolégicamente
definido del locus HLA-B de la clase 1 MHC); inflamacién ocular y ausencia de auto-anticuerpos asociados con otras
enfermedades reumatoides. Las células mas implicadas como clave para la induccién de la enfermedad es el linfocito T
CD8+, una célula que dirige el antigeno presentado por moléculas de MHC de clase I. Las células T CD8+ pueden
reaccionar contra el alelo de MHC de la clase | HLA B27 como si fuera un péptido extrafio expresado por moléculas de
clase | de MHC. Se ha formulado la hipétesis de que un epitopo de HLA-B27 puede simular un epitopo bacteriano u otro
epitopo antigénico microbiano y por lo tanto inducir respuesta de células T CD8+.

[0269] La esclerosis sistémica (escleroderma) tiene una etiologia desconocida. Un sello distintivo de la enfermedad es
endurecimiento de la piel; probablemente éste es inducido por un proceso inflamatorio activo. El escleroderma puede
ser localizado o sistémico; las lesiones vasculares son comunes y la lesidon de células endoteliales por la
microvasculatura es un evento temprano e importante en el desarrollo de esclerosis sistémica. La lesion vascular puede
ser inmunomediada. Una base inmunolégica esta implicada por la presencia de infiltrados de células mononucleares en
las lesiones cutaneas y la presencia de anticuerpos antinucleares en muchos pacientes. ICAM-1 es a menudo
desregulada en la superficie celular de fibroblastos en lesiones de la piel que sugieren que la interaccién de células T
con estas células puede tener un papel en la patogénesis de la enfermedad. Otros 6rganos implicados incluyen: el tracto
gastrointestinal: atrofia de musculo liso y fibrosis que da por resultado peristalsis/motilidad anormales; rifidn:
proliferacién intima subendotelial concéntrica que afecta arterias arqueadas e interlobulares con flujo de sangre cortical
renal reducido resultante, lo que da por resultado proteinuria, azotemia e hipertensién; musculo esquelético: atrofia,
fibrosis intersticial; inflamacion; pulmén: pneumonitis intersticial y fibrosis intersticial; y corazén: necrosis de bandas de
contraccion, cicatrizacion/fibrosis.
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[0270] Las miopatias inflamatorias idiopaticas que incluyen dermatomiositis, polimiositis y otras son trastornos de
inflamacién cronica del musculo de etiologia desconocida que dan por resultado debilidad muscular. La
lesion/inflamacion muscular a menudo es simétrica y progresiva. Los auto-anticuerpos estan asociados con la mayoria
de las formas. Estos auto-anticuerpos especificos de miositis estan dirigidos contra e inhiben la funcion de
componentes, proteinas y ARNs implicados en sintesis de proteina.

[0271] EI sindrome de Sjogren se debe a la inflamacién inmunomediada y destruccién funcional subsecuente de las
glandulas lagrimales y glandulas salivales. La enfermedad puede estar asociada con o ser acompafiada por
enfermedades de tejido conectivo inflamatorio. La enfermedad esta asociada con la produccién de auto-anticuerpos
contra antigenos Ro y La, ambos complejos ARN-proteina pequefios. Las lesiones dan por resultado
queratoconjuntivitis seca, xerostomia, con otras manifestaciones o asociaciones que incluyen cirrosis biliar, neuropatia
periférica o sensorial y purpura palpable.

[0272] La vasculitis sistémica es una enfermedad en la que la lesién primaria es la inflamacién y el subsecuente dafio en
los vasos sanguineos que da por resultado isquemia/necrosis/ degeneracion de tejidos suministrados por los vasos
afectados y disfuncion de 6rganos de extremo final en algunos casos. La vasculitis también puede ocurrir como una
lesidon secundaria o secuelas de otras enfermedades inmuno-inflamatorias mediadas tales como la artritis reumatoide,
esclerosis sistémica, etc., particularmente en enfermedades también asociadas con la formacion de complejos
inmunoldgicos. Las enfermedades del grupo de la vasculitis sistémica primaria incluyen: vasculitis necrosante sistémica:
poliarteritis nodosa, angiitis alérgica y granulomatosis, poliangiitis; granulomatosis de Wegener, granulomatosis
linfomatoide y arteritis de células gigantes. Las vasculitis diversas incluyen: sindrome de nodo linfatico mucocutéaneo
(MLNS o enfermedad de Kawasaki), vasculitis del CNS aisladas, enfermedad de Behet, tromboangitis obliterante
(enfermedad de Buerger) y venulitis necrosante cutanea. EI mecanismo patogénico de la mayoria de los tipos de
vasculitis listados se cree que se debe principalmente a la deposicion de complejos de inmunoglobulina en la pared de
los vasos e induccion subsecuente de una respuesta inflamatoria ya sea por ADCC, activacion de complemento o
ambos.

[0273] La sarcoidosis es una condicion de etiologia desconocida que se caracteriza por la presencia de granulomas
epiteloides en casi cualquier tejido del cuerpo; lo mas comun es que el pulmén esté involucrado. La patogénesis
involucra la presencia de macréfagos activados y células linfoides en sitios de la enfermedad con secuelas cronicas
subsecuentes que resultan de la liberacion de productos localmente y sistémicamente activos liberados por estos tipos
de células.

[0274] La anemia hemolitica autoinmune que incluye anemia hemolitica autoinmune, pancitopenia inmune y
hemoglobinuria nocturna paroxismal es un resultado de la produccion de anticuerpos que reaccionan con antigenos
expresados sobre la superficie de glébulos rojos (y en algunos casos otros glébulos rojos que incluyen plaquetas
también) y es un reflejo de la eliminacidon de estas células revestidas con anticuerpo por lisis mediada por complemento
y/o mecanismos mediados por receptor de ADCC/Fc.

[0275] En la trombocitopenia autoinmune que incluye purpura trombocitopénica y trombocitopenia inmunomediada en
otros entornos clinicos, ocurre la destruccion/eliminacion de plaquetas como resultado ya sea del anticuerpo o
complemento que se une a las plaquetas y la subsecuente eliminacion por lisis de complemento, mecanismos mediados
por receptor de ADCC o Fc.

[0276] La tiroiditis que incluye la enfermedad de Grave, tiroiditis de Hashimoto, tiroiditis linfocitica juvenil y tiroiditis
atréfica, son el resultado de una respuesta autoinmune contra los antigenos tiroideos con produccion de anticuerpos
que reaccionan con las proteinas presentes en y a menudo especificas para la glandula tiroides. Existen modelos
experimentales que incluyen modelos espontaneos: ratas (ratas BUF y BB) y pollos (cepa de pollos obesos); modelos
inducibles: inmunizacion de animales ya sea con tiroglobulina, antigeno microsomal tiroideo (peroxidasa de tiroides).

[0277] Las enfermedades renales inmuno-mediadas, que incluyen glomerulonefritis y nefritis tubulointersticial, son el
resultado de lesion mediada por anticuerpos o linfocitos T a tejido renal ya sea directamente como resultado de la
produccion de anticuerpos auto-reactivos o células T contra antigenos renales o indirectamente como resultado de la
deposicion de anticuerpos y/o complejos inmunoldgicos en el rifidn que son reactivos contra otros antigenos no renales.
Por lo tanto, otras enfermedades inmuno-mediadas que dan por resultado la formacién de complejos inmunolégicos
también pueden inducir enfermedad renal inmuno-mediada como una secuela indirecta. Tanto los mecanismos
inmunoldgicos directos como indirectos dan por resultado respuesta inflamatoria que produce/induce desarrollo de
lesion en tejidos renales con alteracion funcional de érganos resultante y en algunos casos progresion a insuficiente
renal. Tanto los mecanismos inmunoldgicos humorales como celulares pueden estar involucrados en la patogénesis de
lesiones.

[0278] Enfermedad pulmonar inflamatoria y fibrética, que incluye neumonias eosinofilicas; fibrosis pulmonar idiopatica y
neumonitis por hipersensibilidad pueden involucrar una respuesta inmuno-inflamatoria desregulada. La inhibicién de la
respuesta seria de beneficio terapéutico.
[0279] Enfermedades de la piel autoinmunes o inmuno-mediadas que incluyen enfermedades de la piel ampulosas,
eritema multiforme y dermatitis de contacto son mediadas por auto-anticuerpos, cuya génesis es dependiente de
linfocitos T.

46



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2483942 T3

[0280] Enfermedades alérgicas, incluyendo asma, rinitis alérgica, dermatitis atdpica, hipersensibilidad a los alimentos y
urticaria son dependientes de linfocitos T. Estas enfermedades son predominantemente mediadas por inflamacion
inducida por linfocitos T, inflamacion mediada por IgE o una combinacién de ambas.

[0281] Otra enfermedad adecuada para tratamiento con un anticuerpo anti-NKG2D es hepatitis viral, como se muestra
en laW02007130642 y por Chen et al. (Hepatology, vol. 46 (3) pag. 706-715 (2007).

[0282] Se entendera que la cantidad efectiva del modulador de NKG2D, asi como el régimen de dosis global, puede
variar de conformidad con la enfermedad y el estado clinico del paciente, que a su vez puede ser reflejado en uno o mas
parametros clinicos tales como puntuaciones de enfermedad clinicamente aceptadas. Por ejemplo, para artritis
reumatoide, la severidad de la enfermedad y/o resultado del tratamiento, puede ser evaluado al monitorear el nimero de
articulaciones inflamadas, dolor, movilidad y/o la puntuacién de enfermedad oficial ACR 20/50 o 70. Para diabetes de
tipo 1, la severidad de la enfermedad y/o el resultado de tratamiento se puede evaluar al medir los niveles de glucosa en
la sangre o variaciones de los mismos, niveles de HbIC, la cantidad de insulina necesaria y similares. Para esclerosis
multiple, la inflamacién del cerebro se puede evaluar a través de escaneo del cerebro. Para rechazo de trasplante
hematopoyético, la severidad de la enfermedad (fracaso al injertar) y/o resultado del tratamiento se puede evaluar por
evidencia de neutropenia prolongada, trombocitopenia y dependencia de transfusidon de glébulos rojos en pacientes que
han sufrido condiciones mieloablativas y por falla a observar quimerismo en pacientes que han sufrido condiciéon no
mieloablativa. En general, efectos detectables sobre el resultado de tratamiento mediante el uso de los métodos y
composiciones de la presente invencion incluyen una disminucién en la necesidad de otros tratamientos (que incluyen,
por ejemplo, una disminucion en la cantidad y/o duracién de otros farmacos o tratamientos), una disminucién en el
numero y/o duracién de permanencias en el hospital, una disminucion en la pérdida de dias laborables debido a
enfermedad y similares. Se entendera ademas que la cantidad efectiva la pueden determinar los expertos en la técnica
por experimentacion de rutina, construyendo una matriz de valores y diferentes puntos de prueba en la matriz.

Dosis

[0283] Para la administracion del anticuerpo, la dosis varia de aproximadamente 0,0001 a 100 mg/kg y muy usualmente
0,01 a 5 mg/kg, del peso corporal del huésped. Por ejemplo, la dosis puede ser de aproximadamente 0,3 mg/kg de peso
corporal, aproximadamente 1 mg/kg de peso corporal, aproximadamente 3 mg/kg de peso corporal, aproximadamente 5
mg/kg de peso corporal o aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal o dentro del intervalo de 1-10 mg/kg. Un
régimen de tratamiento ilustrativo implica la administracion dos veces por semana, una vez por semana, una vez cada
dos semanas, una vez cada tres semanas, una vez cada cuatro semanas, una vez al mes, una vez cada 3 meses o una
vez cada 3 a 6 meses. Los regimenes de dosis preferidos para un anticuerpo anti-hNKG2D de la invencion incluyen
aproximadamente 1, 3 o 10 mg/kg de peso corporal mediante administracion intravenosa o inyeccion subcutanea, en
donde el anticuerpo se da mediante el uso de uno de los siguientes programas de dosificacion: (i) dosis de carga cada
1-3 semanas para 2-4 dosis, después cada 2 meses; (ii) cada 4 semanas; (iii) cada semana o cualquier otra dosis
o6ptima. En algunos métodos, dos o mas anticuerpos monoclonales con diferentes especificidades se administran
simultdneamente, en cuyo caso la dosis de cada anticuerpo administrado cae dentro de los intervalos indicados. El
anticuerpo es usualmente administrado en multiples ocasiones. Intervalos entre dosis individuales pueden ser, por
ejemplo, semanal, mensual, cada tres meses o anual. Los intervalos pueden ser irregulares como se indica al medir los
niveles de anticuerpo en la sangre para el antigeno objetivo en el paciente. En algunos métodos, la dosis se ajusta para
lograr una concentracion de anticuerpo en el plasma de aproximadamente 1-1000 ug/ml y en algunos métodos
aproximadamente 25-300 pg/ml. Alternativamente, el anticuerpo se puede administrar como una formulacion de
liberacién sostenida, en cuyo caso se requiere administracion menos frecuente. La dosis y frecuencia varian de acuerdo
con la vida media del anticuerpo en el paciente. En general, los anticuerpos humanos muestran la vida media mas larga,
seguidos de los anticuerpos humanizados, anticuerpos quiméricos y anticuerpos no humanos. La dosis y frecuencia de
administraciéon pueden variar despendiendo de si el tratamiento es profilactico o no profilactico (por ejemplo, paliativo o
curativo). En aplicaciones profilacticas, una dosis relativamente baja se administra a intervalos relativamente
infrecuentes durante un largo periodo. Algunos pacientes siguen recibiendo tratamiento durante el resto de su vida. En
aplicaciones paliativas o curativas, una dosis relativamente alta a intervalos relativamente cortos se requiere algunas
veces hasta que la progresion de la enfermedad se reduce o se termina y preferiblemente hasta que el paciente muestra
mitigacion parcial o completa de los sintomas de la enfermedad. Posteriormente, se puede administrar al paciente un
régimen profilactico.

[0284] Las dosis apropiadas de agentes anti-inflamatorios se aproximaran a aquellas ya utilizadas en terapias clinicas
en donde los agentes anti-inflamatorios se administran solos o en combinacién con otros agentes. La variacion en la
dosis probablemente ocurrird segun la condicidon que se trate. El médico que administre el tratamiento podra determinar
la dosis apropiada para el sujeto individual.

Articulos de fabricacién

[0285] En otra forma de realizacion de la invencion, se proporciona un articulo de fabricacion que contiene materiales

Utiles para el tratamiento de las enfermedades descritas anteriormente. Por ejemplo, el articulo de fabricaciéon puede

comprender un contenedor que contiene un anticuerpo anti-hNKG2D humano o humanizado como se describe aqui

junto con instrucciones que son dirigidas a un usuario para tratar un trastorno tal como una enfermedad o trastorno
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autoinmune o inflamatorio en un humano con el anticuerpo en una cantidad efectiva. El articulo de fabricaciéon
tipicamente comprende un contenedor y una etiqueta o prospecto en el contenedor o asociado con el mismo. Los
contenedores adecuados incluyen, por ejemplo, botellas, frascos, jeringas, etc. Los contenedores se pueden formar a
partir de una variedad de materiales tales como vidrio o plastico. El contenedor contiene una composicion que es
efectiva para tratar la condicion y puede tener un puerto de acceso estéril (por ejemplo, el contenedor puede ser una
bolsa de solucién intravenosa o un frasco que tenga un tapén perforable mediante una aguja de inyeccion hipodérmica).
Por lo menos un agente activo en la composicion es el anticuerpo anti-hNKG2D humano o humanizado aqui o un
fragmento de unién al antigeno o derivado de anticuerpo (por ejemplo, un inmunoconjugado) que comprende un
anticuerpo. La etiqueta o prospecto indica que la composicidon se usa para tratar la condicién de eleccién, tal como, por
ejemplo, artritis reumatoide.

[0286] Mas aun, el articulo de fabricacion puede comprender (a) un primer contenedor con una composicion contenida
en el mismo, en donde la composicion comprende el anticuerpo humano o humanizado de la presente y (b) un segundo
contenedor con una composicion contenida en el mismo, en donde la composicién comprende un agente terapéutico
distinto del anticuerpo humano o humanizado. El articulo de fabricacién en esta forma de realizaciéon de la invencion
ademds puede comprender un prospecto que indica que la primera y segunda composiciones se pueden usar en
combinacién para tratar una enfermedad o trastorno autoinmune o inflamatorio. Los agentes terapéuticos pueden ser
cualquiera de las terapias auxiliares descritas en la seccion anterior. Alternativamente o adicionalmente, el articulo de
fabricacion puede comprender ademas un segundo (o tercer) contenedor que comprende un tampoén farmacéuticamente
aceptable, tal como agua bacteriostatica para inyeccion (BWFI), solucion salina regulada en su pH con fosfato, solucién
de Ringer y solucion de dextrosa. Ademas puede incluir otros materiales deseables desde un punto de vista comercial y
del usuario, que incluyen otros reguladores de pH, diluyentes, filtros, agujas y jeringas.

Ejemplos

[0287] Detalles adicionales de la invencion se ilustran mediante los siguientes ejemplos no limitantes.

Ejemplo 1: Generacion y cribado selectivo inicial de anticuerpos monoclonales humanos contra hNKG2D
Materiales y métodos

[0288] Antigeno. Proteina de fusion NKG2D-hFc soluble (R&D, cat: 1299-NK) o NKG2D expresadas sobre la superficie
de las células (NK, BAF o CHO) se usaron como antigenos para inmunizacion. Las células BAF fueron co-transfectadas
con NKG2D y DAP10 de longitud completa. Las células CHO fueron transfectadas con un mutante puntual de NKG2D
que transporta a la superficie celular sin DAP10 (Wu, et al., Science 1999;385: 730-2). Las células NK fueron células NK
primarias que expresan naturalmente NKG2D.

[0289] Ratones. Anticuerpos monoclonales completamente humanos contra NKG2D fueron producidos en la cepa de
ratbn KM mouse™ de ratones transgénicos que expresan genes de anticuerpo humano (publicaciéon del PCT WO
02/43478 a Ishida et al.). En esta cepa de ratdn, el gen de cadena ligera kappa enddgeno ha sido homocigéticamente
interrumpida como se describe en Chen et al. (1993) EMBO J. 12: 811-820 y la cadena pesada de ratén endégena ha
sido homocigéticamente interrumpida como se describe en el ejemplo 1 de la publicacién de PCT WO 01/09187 para
ratones Humab. La cepa de raton porta un transgén de cadena ligera kappa humano, KC05, como se describe en
Fishwild et al. (1996) Nature Bio-technology 14: 845-851. La cepa de raton también porta un transcromosoma de cadena
pesada humano, SC20, como se describe en W0O0243478.

[0290] Inmunizaciones. En una primera serie de inmunizaciones, los animales fueron inmunizados intraperitonealmente
con inyecciones alternantes de células BAF transfectadas con NKG2D y células CHO transfectadas con NKG2D o
células NK humanas primarias con o sin algun adyuvante. Cada ratén fue inmunizado IP con 5x10° células cada
semana o cada otra semana (6 veces en total). Los ratones fueron impulsados con 5x10° de células BAF transfectadas
con NKG2D intravenosamente 3 y 2 dias antes de ser sacrificados y de la eliminacién del bazo. Los experimentos con
animales se realizaron de conformidad con las directrices del Danish National Research Council.

[0291] En una segunda serie de inmunizaciones, los animales fueron inmunizados intraperitonealmente y en la via de la
pata con NKG2D-hFc con diferente adyuvante. Cada ratén fue inmunizado 7x25 ug de NKG2F-hFc/Ribi/p/sc, 1x25 ug de
NKG2D-hFc/CFA/ip/sc, 1x25 ug de NKG2D-hFc/IFA/ip/sc, 1x30 ug de anti-CTLA4+40 ug de NKG2D-hFc/IFA/ip/sc, 1x25
ug de NKG2D-hFc/Ribi/ip/sc e impulsado 2x30 ug/PBS/ip/iv 3 y 2 dias antes de ser sacrificado y de la eliminacion del
bazo. Los experimentos con animales se realizaron de conformidad con las directrices de la American National
Research Council.

[0292] Cribado de sueros de ratdn. Los sueros de los ratones inmunizados fueron cribados por andlisis de citometria de
flujo para especificidad de NKG2D y los sueros seleccionados también fueron probados por su capacidad para
neutralizar la union del ligando MICA, como se describe en el ejemplo 3. Los ratones que habian generado titulos altos
de anticuerpos que se unieron especificamente a NKG2D y neutralizaron MICA se seleccionaron para produccion de
hibridoma.
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[0293] Generacion de hibridomas. El bazo de cada raton inmunizado seleccionado fue homogeneizado y una sola
suspension celular de esplenocitos se usd para fusién a células de mieloma X61 Ag8653 (ATCC, CRL 1580). Las
fusiones se realizaron mediante el uso de polietilenglicol (PEG) 1500 como se describié anteriormente (Harlow y Lane,
ANTIBODIES: A LABORATORY MANUAL, Cold Spring Harbor Laborator y Press, Cold Spring Harbor, N.Y., (1988)) y
electrofusion mediante el uso de The Cyto Pulse™ CEEF-50 Electrofusion System (Cyto Pulse Sciences, Inc.)

[0294] Las células fusionadas fueron inicialmente sembradas en placas de cultivo de tejido de 96 pocillos en un medio
DMEM HAT selectivo, complementado con FBS al 10% y origen al 5% (Factor de Clonacién de Hibridoma, BioVeris).
Las placas se incubaron durante 10-14 dias con cambios de 1-2 medios, respectivamente, al medio DMEM HT
complementado con FBS al 5% y origen al 0,7%, antes de cosechar y del cribado de los sobrenadantes. Clones
probados positivos fueron expandidos y subclonados por dilucion limitantes hasta que se habia generado clones
estables. Los clones seleccionados fueron continuamente cribados para la presencia de anticuerpos especificos anti-
NKG2D por andlisis de FACAS asi como por su capacidad para neutralizar la unién a MICA.

[0295] Cribado de sobrenadantes de hibridoma. El cribado primario de los sobrenadantes de hibridoma de la primera
serie de inmunizaciones se realizé6 mediante el uso de ELISA directo o analisis de citometria de flujo (FACS) para probar
la presencia de anticuerpos especificos anti-NKG2D. En resumen, el ensayo de ELISA se realizé revistiendo placas de
maxisorp con 50 pl 0,4 pg/ml de mFc-NKG2D (que comprendia la porcién extracelular de NKG2D fusionado a Fc murino
y expresado en células CHO) durante la noche en PBS a 4°C, seguido por bloqueo con PBS, Tween 20 al 0,05%,
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Las placas fueron subsecuentemente incubadas con 50 pl de
sobrenadante de hibridoma y los anticuerpos especificos de NKG2D se detectaron mediante el uso de fragmento 1gG-
HRP Fcy anti-humano de cabra especifico (Jackson, 109-036-098). Estas incubaciones se realizaron durante 1 hora a
temperatura ambiente y entre cada paso las placas se lavaron con PBS, Tween 20 al 0,05%. Los anticuerpos unidos
fueron visualizados mediante el uso de 100 pl de substrato TMB (Kem-En-Tec) y detenidos con H3PO4 4M. Las placas
se leyeron a 450 y 620 nm. Para FACAS, la unién a células BaF/3 que expresan NKG2D y células BaF/3 de control que
no expresan NKG2D se analizaron mediante incubaciéon de 50.000 células en 10 pl con 90 ul de sobrenadante de
hibridoma durante 30 minutos a 4°C, seguido por lavado con PBS con FCS al 2% y subsecuentemente incubado con
fragmento IgG-HRP Fcy anti-humano de cabra especifico (BD Biosciences). Las células después se analizaron en B&D
FACSArra y (BD Biosciences). Los anticuerpos que solo tifieron células BaF/3 que expresan NKG2D y células que no
son de control se consideraron especificas de NKG2D.

[0296] EI cribado primario para la segunda serie de inmunizaciones fue un ensayo de ELISA directo para probar la
presencia de anticuerpos especificos anti-NKG2D. En resumen, el ensayo de ELISA se realiz6 al revestir placas de
maxisorp con 1-2 mg/ml de hFc-NKG2D (R&D Systems) durante la noche en PBS a 4°C, seguido por bloqueo con PBS,
0,05G de Tween 20, suero de pollo al 5% durante 30-60 minutos a temperatura ambiente. Las placas fueron
subsecuentemente incubadas con 50 pl de sobrenadante de hibridoma y 50 pyl de tampdn de bloqueo y los anticuerpos
especificos de NKG2D se detectaron mediante el uso de IgG-HRP anti-humano (Bethyl, A80-115P) en tampén de
bloqueo. Estas incubaciones se realizaron durante 1 hora a temperatura ambiente y entre cada paso las placas se
lavaron con PBS, Tween 20 al 0,05%. Los anticuerpos unidos se visualizaron mediante el uso de substrato ABTS (Moss
Inc., producto: ABTS-1000). Las placas se leyeron a 415 nm con Software Molecular Devices.

[0297] Los hibridomas seleccionados a partir de un cribado primario de ELISA se sometieron a un cribado secundario
mediante el uso de FACS, como se describid antes.

[0298] Los anticuerpos murinos comercialmente disponibles (149810 y ON72) se usaron como controles.
Resultados

[0299] Sueros altamente selectivos de ratones inmunizados fueron identificados por unién a NKG2D y capacidad de
bloqueo de ligando (los resultados ilustrativos se muestran en las figuras 1A y 1B) y los ratones seleccionados se
usaron para fusiéon y generacion de hibridoma. Aproximadamente 2.500 hibridomas fueron cribados por ensayo de
ELISA y citometria de flujo y los clones especificos de NKG2D fueron identificados. La figura 2 muestra ese anticuerpo
humano en un sobrenadante de hibridoma unido a células que expresan NKG2D pero no células NKG2D-negativas, en
comparacion con un anticuerpo comercial (149810). Los anticuerpos de tres hibridomas (16F16, 16F31 y 21F2) de la
primera serie de inmunizacién y varios anticuerpos de la segunda serie de inmunizaciones (que incluyen MS), fueron
seleccionados para produccion recombinante y pruebas posteriores.

Ejemplo 2: Produccion recombinante y secuenciacion
[0300] Un segundo lote de varios cientos de hibridomas de bazos de ratones de fusiones que expresan anticuerpos
humanos se obtuvieron a partir de una ronda separada de inmunizaciones. Estas se cribaron para especificidad de

NKG2D mediante el uso de FACS de la misma manera como se describe en el ejemplo 1. Los anticuerpos de un
hibridoma, MS, se seleccionaron para produccién recombinante y prueba posterior.
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[0301] Las regiones variables de las cadenas pesada y ligera de los anticuerpos fueron identificados por PCR y
secuenciacion subsecuente del producto aislado, de ARNm del hibridoma.

Materiales y Métodos

[0302] Purificacion de ARN. EI ARN total fue purificado usando RNeasy de Qiagen de conformidad con las instrucciones
de los fabricantes, excepto que el B-mercaptoetanol fue omitido del procedimiento. La calidad del ARN fue verificada por
espectroscopia de luz (260/280 nm, 1,8< relacion <2,0) y ocasionalmente la degradacion de ARN se evalué mediante el
uso de un bioanalizador.

[0303] RT-PCR. ADNCc de longitud completa fue sintetizado por SMART-RACE (kit de Clonetech).

[0304] PCR. Se realizé PCR con la HFIl polimerasa de Clonetech. El cebador 5’ (con EcoRI) apareado a una secuencia
conservada introducida durante SMART-RACE. Dos cebadores 3’ fueron designados de modo que se aparearon en
regiones conservadas de las cadenas IgG (VH) y kappa (VL), respectivamente. Los sitios de restriccion también
estuvieron presentes en los cebadores 3’ (BsiWI (VL) y Nhel (VH)). La PCR se realizé por duplicado (para verificar
mutaciones introducidas por PCR) para todas las amplificaciones de VH y VL. Si la reaccién de PCR fallé, VL y VH
fueron amplificadas mediante el uso de una mezcla de cebador 5’ degenerado de Novagen.

[0305] Purificacion de producto de PCR. El producto de PCR (~550 pb) se separ6 en un gel de agarosa al 1%, se corto,
se purificé en columnas de GFX (de Amersham) y se eluy6 en agua libre de ADNasa.

[0306] Ligacién. Los productos de PCR vy el vector de expresion (resistencia a ampicilina) se cortaron con enzimas de
restriccion apropiadas (VH, EcoRI + Nhel y VL, EcoRI + BsiWI). La ligacion de los dominios variables en el vector
determinador de isotipo (IgG4 para NKG2D) se catalizé por la T4-ligasa (Roche). El plasmido usado fue pTT5 (Durocher
et al., Nucleic Acids Res 2002; 30(2): €9; Pham et al., biotechnol Bioeng 2003; 84(3): 332-42).

[0307] Verificacion de inserto en el vector de expresion (PCR de Colonia). E. coli competente (Top10) se transformé con
la mezcla de ligaciéon y clones resistentes a ampicilina fueron seleccionados durante la noche. En total, 8 colonias
positivas para VH y VL se recogieron. Mediante PCR de colonia y electroforesis de gel (agarosa al 1%), todas las
colonias fueron verificadas para insertos que concordaran con el tamafio esperado.

[0308] Secuenciacion/Minipreparacién. Una alicuota de todas las PCRs de colonia positivas se preparé para
secuenciacion (mediante el uso de ExoSAPit). En total, 32 productos de PCR fueron secuenciados para cada clon
((8*VH+8*VL)*2 (PCR por duplicado)). Las secuencias se analizaron (usando vector NTI) y los clones de bacterias
positivas correspondientes a los clones VH y VL fueron escalados ascendentemente (mini/maxiprep) y el ADN purificado
para transfeccion de HEK293/6E (columnas de GFX). Si mas de una secuencia de VH y VL se identifico, entonces todas
las combinaciones posibles de VL y VH se expresaron en células HEK293/6E.

[0309] Produccion de recombinante. Las regiones variables identificadas de cadenas pesada y ligera fueron insertadas
en un marco de IgG4 humano de cadena ligera respectivamente y expresadas de dos vectores en células HEK293 a un
nivel alto. Los anticuerpos fueron purificados en una columna de proteina A.

[0310] Expresion de anticuerpo en células HEK293/6E. Células HEK293 se hicieron pasar en un medio Free-style293 de
Gibco. El dia de la transfeccion, las células se diluyeron a una concentracion de 1 millén de células/ml. Para una
transfeccion de 30 ml, 15 ug del vector de cadena pesada en 15 ug de vector de cadena ligera se mezclaron con 2 ml
de Opti-MEM y 40 pl de 293fectin (entonces el medio Freestyle293 a un volumen total de 30 ml). Después de 6 dias de
incubacion, las células se comprimieron por centrifugacion (1,000 rpm, 10 min) y el sobrenadante se cosechd para
purificacién de proteina A.

[0311] Purificacion. Variantes de IgG4 recombinantemente expresadas de los anticuerpos humanos fueron purificadas
sobre columnas de proteina-A SuRe MabSelect™. Después de la aplicacién en columna de anticuerpo, la columna se
lavé con 10 volumenes de columna de tampdn de PBS vy el anticuerpo se eluyd con glicina 100 mM, tampdn de NaCl
100 mM, pH 3.0, seguido por intercambio de tampoén a tampén PBS mediante el uso de una columna de desalacion
HighTrap™. Todas las operaciones fueron controladas por el sistema Aktaxpress de GE Healthcare Amersham
Biosciences AB.

[0312] El intervalo de concentracion tipico de anticuerpo purificado fue de 10-130 mg/I (0,3-3,3 mg/30 ml).
Resultados

[0313] Secuencias de ADNc que codifican cadena H 16F16 (IgG4), cadena L 16F16, cadena H 16F31 (IgG4) y cadena L
16F31 se exponen en SEC ID N°: 3-6, respectivamente, e identificadores de secuencia respectivos de secuencias de
aminoacidos de longitud completa, variable y CDR de 16F16 (IgG4, 16F31 (IgG4), MS (IgG4) y 21F2 (IgG4) se exponen
en la tabla 1. La figura 4 muestra las secuencias de aminoacidos para 16F16, 16F31, MS y 21F2 de isotipo IgG4,
variable resaltable (en negrita) y regiones de CDR (en negritas y subrayado).
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[0314] Mediante el uso del algoritmo JointMLc para composicion de unién de IgH y la clasificacion D descrita en Ohm-
Laursen et al., (Immunology 2006; 119: 265-77), las siguientes secuencias de linea germinal para las regiones variables
fueron identificadas para 16F16 y 16F31:

16F16 VH: VH3_21/D3-9/JH4 (SEC ID N°: 31/32/33, respectivamente)
16F16 VL: VKI_L15/JK2 (SEC ID N°: 34/35, respectivamente)

16F31 VH: VH3_20/D3-10/JH6 (SEC ID N°: 36/(EL)/37, respectivamente)
16F31 VL: VKIII_A27/JK3 (SEC ID N°: 38/39, respectivamente)

MS VH: VH4_59/D3_27_R3/JH3 (SEC ID N°: 64/(NWG)/65, respectivamente)
MS VL: VKII_A27/JK1 (SEC ID N°: 38/66, respectivamente)

21F2 VH: VH5_51/D3_10_R3/JH4 (SEC ID N°: 67/68/33, respectivamente)
21F2 VL: VKIII_L6/JK1 (SEC ID N°: 69/66, respectivamente)

[0315] Alineacién de secuencias de VH y VL con las secuencias de linea germinal recombinadas correspondientes
(SEC ID Ne° 27-30 corresponden a VH3_21/D3-9/JH4, VKI_L15/JK2, VH3_20/D3-10/JH6 y VKII_A27/JK3,
recombinados, respectivamente y SEC ID N° 60-63 corresponden a VH4_59/D7_27_3/JH3, VKII_A27/JK1,
VH5_51/D3_10_R3/JH4 y VKIII_L6/JK1 recombinados, respectivamente) lo que indica hipermutaciones somaticas,
como se muestra en las figuras 5A-5H.

Ejemplo 3: Experimentos de bloqueo de MICA
Materiales y Métodos

[0316] Pruebas de citometria de flujo - bloqueo de MICA. Para andlisis de bloqueo de unién a ligando, células BaF/3 que
expresan 50000 NKG2D/DAP10 fueron incubadas en 100 pl totales (PBS con FBS al 2% a pH 7.4) con cantidades
variables de sobrenadante de hibridoma o anticuerpo purificado durante 1 hora a 16°C, seguido por incubaciéon con
mFc-MICA (para anticuerpos humanos) o hFc-MICA (para ON72) (1 pg) durante 30 minutos a 4°C. Las células fueron
lavadas posteriormente y fragmento especifico IgG-HRP Fcy anti-raton de cabra, Jackson (109-036-151) se afiadieron
para deteccion de unidon a MICA-mFc. Las células después se analizaron en un citometro de flujo B&D FACSArray. El
grado de reduccién de uniéon a MICA por pre-incubacién se analizé como MFI (media de la intensidad de fluorescencia)
de unidn con pre-incubacion en % de union de MICA sin pre-incubacion.

[0317] Una curva de dosis-respuesta mas detallada también se realizd, analizando las concentraciones de anticuerpo
recombinantemente expresado y purificado necesario para 50% de inhibicion (CI50) y bloqueo completo de 1 ug de
MICA-mFc de unién.

Resultados

[0318] Los anticuerpos se analizaron por su capacidad para bloquear unién a ligando. La figura 6 demuestra que la pre-
incubacién con sobrenadante de hibridoma virtualmente bloqueé toda la unién de ligando, MICA. Una curva de dosis-
respuesta se realizé6 mediante el uso de anticuerpos recombinantemente expresados, lo que demuestra que CI50 y el
bloqueo completo de una dosis saturadora de NKG2D de MICA-mFc (1 ug) de unién a 0,017 y 0,2 nM 16F16ya 0,16 y
0,7 nM 16F31 (figura 7). Los resultados correspondientes para ON72 fueron 0,02 y 0,24 nM para CI50 y bloqueo
completo de 1 ug de MICA-Fc, respectivamente. Los resultados detallados se muestran en la tabla 2 siguiente. La CI50
de MS y 21F2 fueron las mas bajas, 0,0016 nM y 0,0048 nM, respectivamente.

Tabla 2
Anticuerpo CI50 (ng/ml) Blogueo completo de 1 na MICA-Fc
(ug/mi)
16F16 0,019 0,59
16F31 0,24 4,8
MS 0,0025 0,053
21F2 0,0063 0,16
ON72 0,019 0,54

Ejemplo 4: Competencia con anticuerpos murinos

Materiales y Métodos
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[0319] Prueba de citometria de flujo - Competencia con anticuerpos murinos. Para analisis de bloqueo de anticuerpos
anti-hNKG2D murinos comercialmente disponibles, 50.000 células que expresan NKG2D fueron incubadas en 100 pl
final (PBS con FBS al 2% a pH 7,4) con sobrenadante de hidriboma o anticuerpo purificado y recombinantemente
expresado (a 0,3 yg o como se indica) durante 1 hora a 16°C, seguido de incubacién con un anticuerpo anti-hNKG2D
murino (ON72, 149810, 1D11 o 5C6 (para 1D11 y 5C6, véase, por ejemplo, Bauer et al., Science 1999: 285: 727-9 y
W0O02068615); a 0,3 pg o como se indica) durante 30 minutos a 4°C. Las células posteriormente se lavaron y el
fragmento de IgG-HRP Fcy anti-raton de cabra especifico, Jackson (109-036-151), se afiadié para la deteccion de union
del anticuerpo murino. Las células se analizaron en un B&D FACSArray. El ensayo también se realizd por pre-
incubacién con anticuerpo murino seguido del sobrenadante de hibridoma o anticuerpo humano purificado, mediante el
uso de fragmento especifico IgG-HRP Fcy anti-humano de cabra (Jackson, 109-036-098) para deteccién. El grado de
reduccion de unién por pre-incubacion se analizé como MFI de unién con pre-incubacion en % de union sin pre-
incubacion.

Resultados

[0320] La pre-incubacion de células con un sobrenadante de hibridoma seguido de incubacion con ON72 demostré que
95% de unién a ON72 fue bloqueada (figura 8). Al realizar el mismo tipo de ensayo con anticuerpo 16F16
recombinantemente expresado demostroé que 16F16 bloqued 95% de unidon a ON72, mientras que la pre-incubacion con
ON72 solo bloque6é 82% de unidon a 16F16 subsecuente (figura 9A). Asimismo, para 149810 y 16F16, solo
aproximadamente 50% de blogueo se observo por cualquier anticuerpo, independientemente del orden de incubacion o
la concentracién de anticuerpo relativa (figura 9A). Para los otros anticuerpos anti-hNKG2D murino disponibles, la
inhibiciéon cruzada se presenta en la tabla 2, lo que demuestra bloqueo casi completo de ON72 por 1D11 y 5C6 y
aproximadamente 85% por 149810. La realizacién del mismo tipo de ensayo con MS recombinantemente expresado
demostré que la pre-incubacion con MS inhibié 98% de unién a ON72, 88% de unién a 1D11 y 96,5% de unién a
149810 (figura 9B).

Anticuerpo de "pre-incubacion” Anticuerpo d;—?p?ézt?incubacién" Inhibicién (%)
149810 ON72 85
1D11 ON72 97
5C6 ON72 97

Ejemplo 5: Unién de células sanguineas y reactividad cruzada con NKG2D de mono
Materiales y Métodos

[0321] Prueba de citometria de flujo - PBMC de humano y de mono. Células mononucleares de sangre periférica
(PMBCs) se aislaron de humanos o de mono Cynomologous o Rhesus. Todos los trabajos con animales se realizaron
de conformidad con las directrices del Danish National Research Council. Cada muestra de PBMC fue marcada con un
marcador para los diferentes subconjuntos celulares (células T NK, CD8+, CD4+ y 3, asi como para NKG2D ya sea con
ON72 o 16F16 recombinantemente expresado y purificado. Las células se lavaron y se analizaron en un BD FACSDiva
(BD Biosource) para tincion de subconjuntos de células para NKG2D con los dos anticuerpos. La MFI de la tincién se
calculo para los anticuerpos individuales.

[0322] En un experimento separado, la unién de MS y 21F2 a ambas preparaciones de PBMC y sangre completa de
voluntarios sanos o0 mono Cynomolgus se probé mediante la adicidon de un intervalo de dosis completa de MS o 21F2
seguido por deteccion con anticuerpo IgG4 anti-humano y los valores de CE50 se calcularon. En resumen, la incubacion
con anticuerpo se realizé a 4°C durante 30 min seguido de lavado, después se anadid anticuerpo anti-hlgG4
directamente secundario marcado y se incubd durante 30 min a 4°C junto con anticuerpos especificos para las diversas
poblaciones de células de interés, células CD8, CD4, NK y y8-T, después las células se lavaron dos veces en PBS con
FCS al 2% y los glébulos rojos se lisaron. Las células después se analizaron por citometria de flujo y unién a las
diferentes poblaciones de células evaluadas.

Resultados

[0323] Los resultados para 16F16 y ON72 se muestran en las figuras 10A-10D. Todas las células NK y T CD8+ se
tiferon positivas para NKG2D, mientras que ninguna célula T CD4+ se tifié positiva en PMBCs de Cynomolgus o
Rhesus. Los mismos resultados se obtuvieron para PBMCs humanas que se estudiaron en paralelo. Esto concuerda
con la literatura, es decir, que en el hombre, NKG2D es normalmente expresada en células NK y células T CD8+ pero
no en células T CD4+.
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[0324] La tincién de PBMCs de mono Cynomolgus o Rhesus con ON72 o 16F16 demostré union similar de los dos
anticuerpos a células NK y células T CD8+, pero no unién a células T CD4+. Estos resultados validaron las dos cepas
de monos como especies adecuadas para estudios de toxicidad.

[0325] No se observo reactividad cruzada para NKG2D de ratén, rata, perro o cerdo con anticuerpo comercialmente
disponible o cualquiera de 16F16 o 16F31.

[0326] Los resultados para union de MS a células T CD8 humanas y de Cynomolgus se muestran en las figuras 11A y
11B, respectivamente, y los valores de CE50 para la uniéon de MS y 21F2 a las preparaciones de PBMC se muestran en
la tabla 4, junto con los valores de CE50 relativos para células (%) de Cynomolgus a humanas. Esto demuestra que
tanto MS como 21F2 tienen afinidades muy similares a NKG2D humano y de Cynomolgus.

Tabla 4
Tipo de célula CE50 (ug/ml) para MS CE50 (ug/ml) para 21F2
Cyno Humano % Cyno Humano %
Gd 0,0301 0,0355 85,5 0,0464 0,0572 81,1
CD8 0,0286 0,0357 80,1 0,0435 0,0605 71,9
NK 0,0309 0,0411 75,2 0,0475 0,0712 66,7

Ejemplo 6: Bioensayo

[0327] Para probar que los anticuerpos completamente humanos realmente bloquearon la actividad de NKG2D, se
desarrollé un ensayo de citotoxicidad impulsada por ligando de NKG2D. Se us6 un ensayo de liberacién de 51Cr, en
donde las células objetivo se cargaron con el colorante radioactivo y su liberacion se midid6 como una consecuencia de
muerte de la célula por NK.

Materiales y Métodos

[0328] Ensayo de muerte mediada por interaccion de NKG2D-MICA. Ensayos bioldgicos para medir muerte de células
objetivo mediada por ligando de NKG2D son adecuados para probar anticuerpos anti-NKG2D. Las lineas de células NK
NK92 o NKL (ATCC N°: CRL-2407; Robertson et al., Exp Hematol 1996;24: 406-15) ambas matan a las células BaF/3
transfectadas por MICA de una manera dependiente de NKG2D y se pueden usar como células efectoras, matando a
células objetivo cargadas con 51Cr que expresaban ligando de NKG2D (ya sea MICA, MICB o ULBP1-4).

[0329] En un primer ensayo, las células NKL se incubaron durante 4 h con células BaF/3 que expresaban MICA
cargadas con 51Cr en la relacion 10:1, en presencia o ausencia de 1 o 5 yg de ON72 o 16F16 recombinantemente
expresado de isotipo IgG4. Después de la incubacion, el sobrenadante fue transferido a placas de microtitulacion, se
afnadi6 escintilante y la liberacion de 51Cr se midié, como resultado de muerte de las células objetivo, en un contador
Topcounter (Wallach). La reduccién en liberacion de 51Cr fue una medicién de inhibicién de muerte por el anticuerpo
afiadido y el porcentaje de células que resultaron muertas se calculé.

[0330] En un segundo ensayo, células NK-92 se incubaron ya sea con células BaF/3 que expresaban MICA o ULBP3
marcadas con °'Cr y la reduccién en muerte por adicion de concentracion cada vez mayor de 16F16, 16F31, MS o 21F2
recombinantemente expresadas y purificadas de isotipo IgG4. Los resultados se presentan como % de inhibiciéon de
muerte.

Resultados

[0331] La adicion de un anticuerpo bloqueador de ligando, que usa ya sea ON72 o 16F16, bloqued la muerte de células
que portan MICA por células NKL de una manera dependiente de la dosis, representada como % de inhibicion de
muerte (véase figura 12). Las células de control que no expresan MICA no fueron aniquiladas por las células NKL.

[0332] 16F 16 también inhibid la muerte de células objetivo BaF/3 que portaban MICA y ULBP por células NK-92 de una
manera dependiente de la dosis (figura 12), representada como % de inhibicién de la muerte, con bloqueo casi total a
0,8 pug/ml de muerte inducida tanto por MICA- como por ULBP-NKG2D. 16F31 (IgG4) bloqueé aproximadamente 75%
de muerte a la dosis mas alta probada (20 pg/ml; figuras 13A 'y 13B).

[0333] Como se muestra en la figura 14A, MS y 21F2 ambas inhibieron la muerte de células que portaban ULBP3 por
NK-92 en un ensayo de liberacion de 51Cr. En la figura 14A, el bloqueo de citotoxicidad se representa como % de
inhibicion, en donde 0 es las dos células incubadas juntas sin la adiciéon de anticuerpo, en donde MS es mas eficiente.
Como se muestra en la figura 14B, la inhibicion maxima de muerte de células que portan ligando (MICA) por células
NKL en un ensayo de liberacion de 51Cr se obtuvo a muy baja concentracién de MS (0,01 pg/ml) mientras que la
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concentraciéon probada mas alta de 16F16 (0,1 pg/ml) s6lo condujo a aproximadamente 40% de inhibicion. Un resumen
de datos de CI50 se proporciona en la tabla 5.

Tabla 5
Anticuerpo CES50 (pg/ml)
Células objetivo que expresan ULPB3 Células objetivo que expresan
MICA
16F16 0,35 0,14
16F31 14,8 14,9
MS 0,012 0,0016
21F2 0,021
ON72 0,065

Ejemplo 7: Inframodulacion de NKG2D inducida por anticuerpo

[0334] Cuando las células que expresan hNKG2D son incubadas con anticuerpo, la inframodulacién, por ejemplo, por
internalizacién, de NKG2D se mostré que ocurre de una manera similar previamente demostrada para ciertos
anticuerpos anti-mNKG2D en modelos de raton. Esto conducira a un modo de accién diferente y, posiblemente, un
tiempo de efecto mas largo del anticuerpo. Aqui, la inframodulacion se analizé al medir cuanto disminuy6 el nivel de
NKG2D después de incubacion durante la noche con anticuerpo.

Materiales y Métodos

[0335] Ensayo de citometria de flujo — inframodulacion. La inframodulacion de NKG2D mediada por anticuerpo fue
analizada en diferentes tipos de células que expresan NKG2D por incubacion durante la noche con ON72, 16F16,
16F31, MS o 21F2. Sin estar limitado por la teoria, las diferencias en inframodulaciéon pueden reflejar diferencias en
interaccion con antigeno, por ejemplo, epitopo. Los anticuerpos humanos fueron recombinantemente expresados como
isotipo 1gG4, el isotipo se une al receptor de Fc con baja afinidad.

[0336] En un primer experimento, 1 ml que contenia 1 ug de ON72 o 16F16, 3 ug de 16F31, 0,1 uyg de MS 0 0,3 0 1 pug
de 21F2, se afadio a células que expresan NKG2D y DAP10.

[0337] En un segundo experimento, células NK recién preparadas fueron incubadas con diferentes cantidades de MS (0;
0,003; 0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1 pug) o 21F2 (0,1 pg) en presencia de suero humano al 10% para simular la situacion en
sangre completa, con la presencia de IgGs con afinidad mas alta para los receptores de Fc.

[0338] En un tercer experimento, 0,1 ug/ml de MS, ON72 o 21F2 se afadi6 a la sangre entera que contenia células NK,
CD8+ y yd T. Después de la incubacion, la tincion con anticuerpo anti-CD8, anti-CD56 (células NK), anti-yd y anti-
humano identificé la unién a los varios subtipos.

[0339] Como controles en los experimentos anteriores, las células se dejaron sin tratar a 37°C durante la noche. El dia
siguiente, las células no tratadas y tratadas con anticuerpo fueron incubadas con 0,1 pg del anticuerpo de pre-
tratamiento, seguido ya sea por fragmento IgG-HRP Fcy de anti-ratén de cabra especifico, Jackson (109-036-151) para
detectar ON72 o fragmento IgG-HRP Fcy anti-humano de cabra especifico, Jackson (109-036-098) para detectar
anticuerpo humano. Las células después se lavaron y se analizaron en B&D FACSArray. La diferencia en tincion entre
niveles de tincion no tratadas y tratadas con anticuerpo se analizaron como una medida de inframodulacién de NKG2D y
el % de NKG2D de superficie celular restante se calculé como % de tincidon después de pre-tratamiento comparado con
tincion de células no tratadas.

Resultados

[0340] Como se muestra en la figura 15, ON72, 16F16 y 16F31 todos ellos indujeron inframodulacion de NKG2D en
células BAF/3 que expresan NKG2D. Para ON72 y 16F31, aproximadamente 55% de inframodulacién se observo en
comparacion con aproximadamente 75% de inframodulacion mediante el uso de 16F16. Esto sugiere que 16F16 induce
inframodulacion de manera mas efectiva ya que tiene un valor de Kd similar al de ON72. Sin estar limitado por la teoria,
esto se podria deber a diferentes epitopos de unién. Después de la incubacién con MS, hubo aproximadamente 95% de
reduccion en NKG2D de superficie (figura 16A). En células NK recién asiladas, una concentracion de MS
correspondiente sélo a aproximadamente 60% de saturacion (0,03 ug/ml) indujo internalizacion maxima de NKG2D de
superficie celular en presencia de suero, en ese caso con solo aproximadamente 35% de NKG2D disponible para unién
para incubacién durante la noche con anticuerpo (figura 16B). Para 21F2, en ausencia de suero, una concentracion de 1
pg/ml indujo 78% (figura 17) de inframodulacién de NKG2D.
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[0341] En 3 diferentes poblaciones de linfocitos NKG2D+ en sangre entera, para MS y 21F2 aproximadamente 80% de
internalizacion se observé a 24 h, en donde ON72 indujo internalizacion a casi 100% (figuras 18A-18C). Ademas, ON72
indujo internalizacion mas rapido que MS y 21F2 (figuras 18A-18C), lo que alcanzé 50-75% en 1 h.

Ejemplo 8: Versiones de IgG4 no agotables de anticuerpos humanos

[0342] Células de entrelazamiento de anticuerpos en la sangre pueden inducir agotamiento de las células unidas a
anticuerpo. Sin embargo, la afinidad de anticuerpos IgG4 a los receptores Fc activadores es tan baja comparada con la
de IgG1 que los anticuerpos IgG4 no conducen a agotamiento.

Materiales y métodos

[0343] Ensayo de agotamiento de células de sangre entera. Para demostrar ausencia de agotamiento de células que
expresan NKG2D, sangre humana entera es incubada con 1 yg de versiones de IgG4 de anticuerpos humanos durante
4 horas vy la distribucion relativa de células NKG2D-positivas y NKG2D-negativas se analizé y se compard con sangre
humana entera incubada en ausencia de anticuerpo. El anélisis descrito en el ejemplo 4 se puede usar entonces para
evaluacion.

Ejemplo 9: Determinacién de afinidad

[0344] Se realizaron mediciones de resonancia de plasmén de superficie en un aparato de mejora Biacore 1000
(Biacore GE Healthcare; Biacore Upgrade CA0396) a 25°C. En todos los experimentos de Biacore el tampén HBS-EP
(Biacore GE Healthcare; BR-1001-88) sirvi6 como tampén de migracion y los sensogramas se analizaron con software
Biaevaluation 4.1.

[0345] Inmovilizacién de proteinas. Se obtuvieron proteinas MICA-Fc recombinantes de sistemas R&D o fueron
recombinantemente producidas. ULBP-1, 2, 3, MICB y NKG2D-Fc recombinantes se compraron de sistemas R&D.
Proteinas NKG2D-Fc recombinantes fueron inmovilizadas covalentemente a grupos carboxilo en la capa de dextrano en
un Sensor Chip CM5 (Biacore GE Healthcare; BR- 1000-14). La superficie del chip sensor fue activada con EDC/NHS
clorhidrato de (N-etil-N’-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida y N-hidroxisuccinimida (Biacore GE Healthcare; BR-1000-
50)). Las proteinas se diluyeron a 10 pyg/ml en tampoén de acoplamiento (10 mM de acetato, pH 5.2) y se inyectaron
hasta que se alcanzé el nivel de inmunizacion apropiado (es decir, 500 a 1000 RU). La desactivacion de los grupos
activados restantes se realizé mediante el uso de etanolamina 100 mM a pH 8 (Biacore GE Healthcare; BR-1000-50).

[0346] Medicion de afinidad. Anticuerpos humanos 16F16, 16F31, MS y 21F2, ambos recombinantemente expresados
como isotipo 1gG4, fueron comparados con un anticuerpo ON72 murino. Para experimentos cinéticos, diluciones seriales
de anticuerpos solubles (de 0,3 a 30 nanoM) se inyectaron durante 2 min a una velocidad de flujo constante de 40
MI/min sobre capas de dextrano que contenian proteinas NKG2D-Fc inmovilizadas (500 a 1000 RU) y se dejaron
disociar durante 3 min antes de regeneracion por una segunda inyeccion de tampon de NaCl 500 mM y NaOH 10 mM.
Los sensogramas resultantes se analizaron mediante ajuste global para el uso del modelo de Langmuir. La constante de
disociacion (KD) se calculé como KD = kd/ka.

[0347] Afinidad sobre NKG2D situado en membrana celular. Curvas de dosis-respuesta completas para unién de
anticuerpo a células que expresan NKG2D se realizaron para analizar afinidad de unidon a receptor que ocurre
naturalmente.

Resultados

[0348] Los resultados de determinacién de afinidad para 16F16 se muestra en la tabla 6A, en dos diferentes densidades
de NKG2D en el chip de Biacore, que demuestra alta afinidad (KD 1.72 E-10M) y constante de disociacion lenta (kd 3,7
E-5/s). ON72 fue similar, con una ka=9,6E5/(M*s); kd=1,1E-4/s; y KD=1,7E-10M. Tanto MS como 21F2, sin embargo,
tuvieron afinidad mas alta (KD 2,52 E-12M y 7,79 E-11M, respectivamente) y MS tuvo una constante de disociacion mas
lenta (kd 1,45 E-05/s) (tabla 6B).

[0349] La figura 3 demuestra union a NKG2D dependiente de la dosis de anticuerpos humanos recombinantemente
producidos y purificados 16F16, 16F31, MS y 21F2 a células BaF/3 que expresan NKG2D y DAP10, en comparacion
con anticuerpos murinos comercialmente disponibles (ON72 y 149810), mediante el uso de citometria de flujo. Los
valores de CE50 de union fueron los siguientes:

16F16: 0,051 pg/ml (0,034 nM)
16F31: 0,31 pg/ml (0,21 nM)

MS: 0,032 pg/ml (0,021 nM)
21F2: 0,033 ug/ml (0,023 nM)
ON72: 0,062 pg/ml (0,048 nM)
149810: 0,063 pg/ml (0,042 nM)
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Tabla 6A
Analisis de Biacore de Unién a NKG2D de 16F16
Densidad de | Ka Kd Rmax KD Chi Ajuste
NKG2D (M(-1) s(-1)) s(-1) (M)
(RU)
1200 2,08E+05 3,71E-05 1,61E+03 1,78E-10 0,56 muy bueno
600 4,19E+05 3,91E-05 657 1,65E-10 0,43 muy bueno
Media=DE (1,72E-10+9,19E-12) M

Tabla 6B

Analisis de Biacore de Union a NKG2D de MS y 21F2

Densidad de | Ka Kd (1/s) KD (M) Rmax Chi® Ajuste
NKG2D (1/Ms) (RU) (RU?)

(RU)

MS-350 5,75 +0E6 1,45 E-05 2,54 E-12 89,7 2,9 muy bueno
21F2-400 1,85 E+06 1,44 E-04 7-79 E-11 112,3 1,42 muy bueno

Ejemplo 10: Actividad agonista de anticuerpos anti-NKG2D inmovilizados

[0350] Para analizar la actividad agonistica de anticuerpos, la proliferacion de linfocitos de sangre periférica (PBMCs)
estimulados con bajos niveles de CD3 se evalu6 en presencia o ausencia de anticuerpo anti-NKG2D inmovilizado,
mediante el uso de CD28 como control. La estimulacion se hizo bajo circunstancias en donde NKG2D se habia
mostrado que actuaba como una molécula co-estimulante (Mashoo et al., Immunol. 2005; 174; 4480-4484), se cree que
refleja la activacion de NKG2D en presencia de citocinas proinflamatorias bajo condiciones inflamatorias crénicas. En
este ensayo, PBMCs fueron estimulados durante 3 dias con anticuerpos de unién a superficie, seguido por 4 dias de
estimulacion de IL-2 y la proliferacion se evalué por dilucién de CFSE en todos los linfocitos, células T CD8+ o CD4+.

Materiales y métodos

[0351] Ensayo de proliferacion de PBMC. PBMCs fueron purificados por centrifugacion en gradientes. Placas Maxisorp
de noventa y seis pocillos fueron revestidas con anticuerpo anti-Fc (Jackson - Immuno Research 115-006-008), después
se lavaron y seguido de adiciéon de anticuerpo anti-CD3 (0,1 o 0,3 ng/ml, Bioscience cat#14-0037-82), anti-NKG2D (MS
o ON72, 0,2 pg/ml) y/o anti-CD28 (0,2 pg/ml, Becton Dickison cat# 348040). Ciento cincuenta mil PBMCs se afiadieron
a cada pocillo y las células se incubaron a 37°C durante 3 dias. Las células después se marcaron con CFSE (sondas
moleculares cat# C34554). Después, diez millones de células se incubaron en 0,5 ml de CFSE 1 uyM durante 10 min a
37°C, seguido de un lavado y 150.000 PBMCs por pocillo en placas de 60 pocillos se incubaron durante 4 dias con IL-2
(10 U/ml). Finalmente, las células se tifieron con anticuerpo anti-CD8 y anti-CD4 y la proliferacion se midié por dilucion
de CFSE en todos los linfocitos (total presentado en las figuras 19A-19C) o células T CD8+ o CD4+ (resultados
similares obtenidos).

Resultados

[0352] Como se muestra en las figuras 19A-19C, MS no co-estimuld significativamente la proliferacion de linfocitos a 0,1
o 0,3 ng/ml de estimulacion de CD3, mientras que ON72 dio por resultado una co-estimulaciéon pequefia pero
significativa a ambas concentraciones de CD3. Véase tabla 7. En ambos casos el control, anti-CD28, dio co-
estimulacion fuerte y anti-NKG2D no afiadio significativamente a esto. Esto muestra que hay una diferencia en modo de
unién de los dos anticuerpos, en donde ON72 inmovilizado tiene actividad agonistica detectable, en donde MS es un
antagonista mas puro.

Tabla 7

Resultados de Ensayos de Proliferacion de PBMC

Estimulacion % de proliferacion SEM
CD3 0,1 2,82 0,39
CD3 0,1+MS 3,60 0,65
CD3 0,1+ON72 712 1,35
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CD3 0,1+CD28 24,53 4,71
CD3 0,1+CD28+MS 21,64 7,59
CD3 0,1+CD28+0ON72 22,86 6,09
CD30,3 15,80 5,30
CD3 0,3+MS 17,32 4,41
CD3 0,3+ON72 28,38 7,00
CD3 0,3+CD28 39,90 6,91
CD3 0,3+CD28+MS 46,08 5,71
CD3 0,3+CD28+0ON72 40,12 7,93

Ejemplo 11: Estructura de cristal de hNKG2D soluble en complejo con MS-Fab

[0353] La estructura de cristal de un fragmento soluble de hNKG2D en complejo con el fragmento Fab del anticuerpo
monoclonal humano MS se resolvié y se refind a una resolucion de 1,7 A con cristalografia de rayos X. Los resultados
confirmaron que el anticuerpo, cuando se une a hNKG2D, bloquea la unién de una molécula de MICA (figuras 20A-
22D). También se mostré que cada dimero del hNKG2D se uni6 sélo a un fragmento de MS Fab. La porcion MS Fab se
unié principalmente a uno de los dos monémeros hNKG2D (“unidad monomérica 1 de NKG2D”), pero aunque sdlo
interactué débilmente con el otro mondémero (“‘unidad monomérica 2 de NKG2D”), cualquier MS Fab adicional fue
bloqueado de unirse a la unidad monomérica 2.

[0354] Una lista de literatura a la que se hace referencia en este ejemplo se proporciona en el ejemplo 12.
Materiales y Métodos

[0355] hNKG2D soluble (residuos 89-216 de SEC ID N° 2) y MS Fab (que comprendia una cadena ligera
correspondiente a SEC ID N° 41 y un fragmento de cadena pesada correspondiente a los residuos 1-213 de SEC ID N°:
40) se mezclaron con un ligero exceso molar de hNKG2D y el complejo se purificd sobre una columna de filtracion de
gel. El complejo después se concentré a aproximadamente 9,5 mg/ml. Los cristales se hicieron crecer con la técnica de
gota colgante en PEG3350 al 17%, malonato de sodio 200 mM y tampén de bis-tris-propano 100 mM con un pH de 7,5.
Los cristales fueron transferidos a una criosolucion que contenia 75% de solucién precipitante y 25% de glicerol. El
cristal se dejo remojar durante aproximadamente 15 segundos. El cristal después se congeld en forma instantanea en
N2 liquido y se mantuvo a 100 K durante recopilacién de datos por una corriente de N2 gaseoso criogénico. Los datos
cristalograficos se recopilaron, originalmente a resolucion de 2,4 A en una fuente de anodo giratoria de Rigaku 007HF y
posteriormente mediante el uso de un nuevo cristal, a resolucion de 1,7 A en BL911-3(2) de linea de haz a MAX-lab,
Lund, Suecia. La determinacion del grupo de espacio, integracion y ajuste de los datos se hicieron en el paquete de
software XDS (3). Los parametros de células para los datos de sincrotron se determinaron como 82,1, 54,2, 169,4 A,
90°, 102,62° y 90°, respectivamente. El reemplazo molecular, mediante el uso del programa software MOLREP(4) y
PHASER (5;6) del conjunto de CCP4 (7), una molécula de Fab de una estructura depositada en PDB (8) 1L71 (9) y una
molécula de hNKG2D de la estructura de 1MPU depositada (10), se usaron para determinacion de estructura. La
molécula de Fab se dividié en dos dominios, los dominios variable y constante y para NKG2D se us6 un mondmero
como un modelo de busqueda en los calculos de reemplazo molecular. Refinamientos cristalograficos, que usaron
programa de software REFMACS5 (11), fue seguido por inspeccion de graficas informaticas de los mapas de densidad de
electrones, correcciones de modelo y construccion mediante el uso del programa de software Coot (12). El
procedimiento se ciclé hasta que ya no se pudieron hacer mejoras significativas al modelo. La estructura fue
originalmente interpretada en el grupo de espacio C2, mediante el uso de datos de anodo giratorio. Con los datos de
sincrotén XDS(3) indicoé un grupo de espacio monociclico no céntrico y los datos se integraron en el grupo de espacio
P2, posteriormente se cambiaron a P21. Una célula ortorombica C-centrada también tuvo puntuacién alta. También el
software POINT-LESS (13) propuso el P21 como el grupo de espacio correcto cuando se probd los datos de sincroton.
El programa de software PHASER se us6 para una nueva ronda de reemplazo molecular, mediante el uso de modelos
preliminares preparados en la primera ronda de reemplazo molecular en el grupo de espacio C2. El reemplazo
molecular tuvo éxito pero como valores R y libres de R (una comparaciéon de datos experimentales observados con,
desde el modelo, datos calculados) durante refinamientos no disminuyé como se esperaba (R y libre de R de 0,35 y
0,43), a pesar de mapas de densidad de electrones razonables, investigaciones adicionales de los datos y refinamientos
se iniciaron. Diferentes grupos de espacios se probaron, que incluyeron P1, pero no mejoraron los refinamientos. En vez
de ello los datos fueron inspeccionados para emparejamiento y los datos fueron transferidos al programa de software de
refinamiento SHELXL (14). Al usar una relacion de parejas de (h,k,I) — (h,k,-h-1) el R y libre de R para todos los datos
que cayeron de 0,34 y 0.40 a 0,30 y 0,34, respectivamente y con un factor de emparejamiento refinado, BASF, de 0,25.
Las modificaciones usuales a los modelos se hicieron con programa de software de graficos COOT. El refinamiento se
llevé a cabo en el programa de computadora SHELXL. R y libre de R final para todos los datos, sin cortes, después de
14 ciclos de intervencién manual y después de refinamientos fueron 0,277 y 0,320, respectivamente y el modelo mostré
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una desviacion cuadratica media (RMSD, por sus siglas en inglés) desde longitudes de unién ideales de 0,008 A (tabla
8). El factor de emparejamiento refinado se calculé por SHELXL como 0,26.

Resultados

[0356] Como se muestra en las figura 20A, 20B, 21A y 21C, MS-Fab efectivamente bloquea la unién de MICA a ambos
monomeros del dimero hNKG2D. Sin embargo, aunque la molécula de MICA se unié a ambos mondmeros del dimero
de NKG2D (1), el MS Fab se uni6 principalmente a uno de los dos monémeros, aqui denominado "unidon monomérica 1
de NKG2D" (figuras 21A y 21C). Las interacciones entre MS y unidad monomérica 2 de NKG2D se encontré que eran
menos especificas (por ejemplo, que comprende ninguno o pocos enlaces de hidrégeno) y menos importante en el
mantenimiento del complejo MS Fab/NKG2D en conjunto.

[0357] El calculo por el programa de software AREAIMOL del conjunto de programas de CCP4 (7) de las areas
promedio excluidas en interacciones por pares dados para los dos complejos moleculares de hNKG2D/MS-Fab solubles
independientes de la estructura de cristales determinada totalmente 909 y 876 A?, respectivamente. Las areas promedio
excluidas en interaccion por pares entre unidad monomérica 1 de NKG2D y MS Fab se calculé que era, para los dos
complejos independientes, 710 y 736 A, respectivamente. Las areas excluidas para el otro monémero ("unidad
monomérica 2 de NKG2D") fue sustanmalmente mas pequena, 227 y 158 A?, respectivamente.

[0358] Los contactos directos entre hNKG2D y MS Fab fueron identificados al ejecutar el software CONTACTS del
conjunto de programas CCP4 (7) mediante el uso de distancia de corte de 4,0 A entre el MS-Fab y las moléculas de
hNKG2D. Los resultados para las dos moléculas de complejo de hNKG2D/MS-Fab solubles independientes de la
estructura de cristal se muestran en las tablas 9-12. El epitopo de hNKG2D resultante para MS se encontr6 que
comprendia los siguientes residuos de hNKG2D (SEC ID N°: 2): Lys 150, Ser 151, Tyr 152, Th 180, lle 181, lle 182, Glu
183, Met 184, GIn 185, Leu 191, Lys 197, Tyr 199, Glu 201, Th 205, Pro 206, Asn 207 y Th 208 (figura 21A). En la
unidad monomérica 2 de NKG2D, soélo se encontraron 5 interacciones y solo un residuo (Tyr 152) estuvo presente en
ambos de los complejos cristalograficamente independientes. Ademas, el atomo de cadena lateral de N¢ sdélo estuvo
involucrado en unién a hidrogeno en uno de los complejos y las interacciones restantes fueron de tipo polar mas débil e
hidrofébico.

[0359] EI epitopo de MS hNKG2D comprendia residuos localizados en el bucle justo antes y al principio de B-cadena
B3’(1), Lys 150-Tyr 152; en B5’ y el bucle después, Th 180-GIn 185; en 5, Leu 191; en 36, Lys 197, Tyr 199 y Glu 201;
y en el bucle precedente y en la cadena (7, Th 205-Th 208. Estas areas de contacto concordaron muy bien con lo que
se ha reportado como el sitio de unién de MICA en hNKG2D (1). MICA se une asimétricamente al homodimero simétrico
de NKG2D(10). Este también es el caso para la unién de MS Fab a hNKG2D. Por lo tanto, habra dos orientaciones de
union posibles a NKG2D para MS Fab en relacion con MICA. Esto se muestra en las figuras 20A, 20B y figuras 22A-
22D, en donde se ve claramente que MS Fab bloquea ambas posibles orientaciones de unién relativas de MICA.

[0360] El paratopo de MS para hNKG2D incluyé los residuos Tyr 33 y Trp 97 de la cadena ligera (L) de MS (SEC ID N°:
41, tablas 9-12) y los residuos GIn 1, Asp 26, Asp 27, Ser 30, Ser 31, Tyr 32, Tyr 33, His 50, Ser 52, Tyr 53, Ser 54, Ser
56, Ala 57, Asn 58, Trp 98 y Asp 99 de la cadena pesada (H) (SEC ID N°: 40, tablas 9-12). El epitopo de hNKG2D y los
residuos involucrados en enlace de hidrogeno, también se indican en la secuencia de aminoacidos hNKG2D en la figura
21A.

Ejemplo 12: Estructura de cristal de hNKG2D soluble en complejo con hzON72-Fab

[0361] La estructura de cristal de hNKG2D soluble en complejo con una version humanizada de fragmento de ON72 Fab
(hzON72) se disolvié y se refind a una resolucién de 3,15 A con el uso de cristalografia de rayos X. Los resultados
confirmaron que el anticuerpo, cuando se une a hNKG2D, podra bloquear la uniéon de moléculas de MICA a hNKG2D
(figuras 20A-22D). También se mostré que cada dimero de hNKG2D se puede unir a dos porciones hzON72 Fab
simultaneamente.

[0362] Una lista de literatura a la que se hace referencia en este ejemplo se proporciona al final del ejemplo.
Materiales y Métodos

[0363] Un fragmento de hNKG2D soluble (correspondiente a los residuos 81-216 de SEC ID N°: 2) y hzON72 Fab (SEC
ID N°: 70 y SEC ID N°: 71, fragmento de cadena pesada y cadena ligera, respectivamente) se mezclaron con un ligero
exceso molar de hNKG2D y el complejo se purificd en una columna de filtracion en gel. El complejo después se
concentrd a aproximadamente 7,5 mg/ml. Los cristales se hicieron crecer con la técnica de gota colgante en LiSO4 1 My
tampon MES 100 mM, pH 6,5. Los cristales fueron transferidos a una criosolucion que contenia 75% de la solucion
precipitante y 25% de glicerol. El cristal se dejé remojar durante aproximadamente 15 segundos. El cristal después se
congelé en forma instantdnea en N2 liquido se mantuvo a 100 K durante la recopilacién de datos por una corriente de N>
gaseoso criogénico. Los datos cristalograficos a una resolucion de 3,15 A fueron recopilados mediante el uso de linea
de haz BL911-5(2) en MAX-lab, Lund, Suecia. La determinacién de grupo de espacio, integracion y ajuste de los datos
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se hicieron en el paquete de software XDS (3). Los parametros de células se determlno que eran 65,7, 93,3, 128,9 A,
90°, 93,83° y 90°, respectivamente. El grupo de espacio se determind que era P2" con espacio para un dimero de
NKG2D y dos moléculas de hzON72 Fab, en la unidad asimétrica. El reemplazo molecular, mediante el uso de
programa de software MOLREP(4) del conjunto de CCP4 (7) y la molécula de Fab de la estructura depositada en PDB
(8) 1UJ3(15) y dimero de hNKG2D de la estructura 1MPU depositada (10), se usaron para determinacion de estructura.
La molécula de Fab se probd primero en operaciones de funcion de rotaciéon con diferentes angulos de codo desde los
cuales Fab con la puntuacién mas alta se recopild. NKG2D se buscd para un dimero en los calculos de reemplazo
molecular. Refinamientos cristalograficos, con el uso de restricciones no cristalograficas entre los dos monémeros de
hNKG2D vy entre las dos moléculas de Fab, se hicieron en el programa de software REFMACS5 (11) del conjunto de
programas CCP4 (7). El refinamiento cristalografico fue seguido por inspeccion de graficos de computadora de los
mapas de densidad de electrones, correcciones de modelo y construccion mediante el uso de programa de software de
Coot (12). El procedimiento se ciclé hasta que ya no se pudieron hacer mejoras significativas al modelo. R y libre de R
final para todos los datos fueron 0,216 y 0,268, respectivamente, y el modelo mostré una desviacion cuadratica media
(RMSD) de longitudes de unién ideales de 0,012 A (tabla 13).

Resultados

[0364] Una molécula de MICA se une fuertemente a ambos monémeros de NKG2D(1), pero dos moléculas de hzON72-
Fab sin embargo se unen independiente a cada uno de los monémeros de hNKG2D, bloqueando efectivamente la union
de MICA al dimero NKG2D (figuras 20C, 21B, 21C y 22A-22D). El célculo por el programa de software AREAIMOL del
conjunto de programas de CCP4 (7) de las areas promedio excluidas en interacciones por pares dio para los dos
complejos moleculares de hNKG2D/hzON72-Fab solubles cristalograficamente independientes (una molécula de
hzON72 en complejo con un monémero de hNKG2D) en la estructura de cristales determinada de un total de 791 y 801
A? respectivamente. Las areas promedio excluidas en la interaccion por pares entre los monémeros hNKG2D solubles
y se calculd que las cadenas pesadas de hzON72-Fab eran, para los dos complejos cristalograficamente
independientes, 642 y 631 AZ , respectivamente, aunque para las cadenas ligeras 208 y 242 A? , respectivamente.

[0365] Los contactos directos entre hNKG2D a hzON72-Fab fueron identificados al ejecutar el software CONTACTS del
conjunto de programas CCP4 mediante el uso de distancia de corte de 4,0 A entre las moléculas de hzON72-Fab y
hNKG2D. Los resultados para las dos moléculas de hNKG2D/hzON72-Fab solubles independientes de la estructura de
cristal se muestran en las tablas 14-15. El epitopo de hNKG2D resultante para hNKG2D se encontré que comprendia
los siguientes residuos de hNKG2D (SEC ID N°: 2): Ser 165, Trp 166, Leu 174, Ser 175, Pro 176, Asn 177, Leu 179, Th
180, lle 181, lle 182, Glu 183, Met 184, Lys 186, Ala 193, Ser 194, Ser 195, Lys 197 y Tyr 199. El paratopo hzON72 para
hNKG2D incluyé los residuos Tyr 1, Lys 92, Th 93 y Leu 94 de la cadena ligera (L) de hzON72 (SEC ID N°: 71, tablas
14-15) y los residuos Trp 33, Asp 52, Asp 55, Tyr 57, Asn 59, Tyr 60, Tyr 101, Asp 102, Gl y 103, Tyr 104, Tyr 105 y Val
106 de la cadena pesada (H) de hzON72 (SEC ID N°: 70). El epitopo de hNKG2D para hzON72 y los residuos
involucrados en enlace de hidrogeno, también se indicaron en la secuencia de aminoacidos de hNKG2D en la figura
21B.

[0366] El epitopo de hNKG2D estaba compuesto por residuos localizados al principio de la 3-cadena B4(1), Ser 165-Trp
166; en el bucle antes de 5’, Leu 174-Asn 177; en la cadena 5’ y el bucle posterior, Leu 179-Lys 186; el bucle antes
de B6, Ala 193-Ser 195; y en la cadena de 6, Lys 197 y Tyr 199. Estas areas de contacto concordaron muy bien con lo
que se ha reportado como el sitio de union para MICA en hNKG2D(1) y estuvo claro que el anticuerpo hzON72 puede
bloquear la uniéon a MICA. Esto se muestra en las figuras 20C, 21B, 21C y 22A-22D.

Tabla 8

Resultados del refinamiento de modelo de rayos X para los datos observados del complejo NKG2D/MS-Fab por el
programa de software SHELXL(14)

OBSERVACION 2 RESOLUCION. 1,70 ANGSTROMS
OBSERVACION 3

OBSERVACION 3 REFINAMIENTO.

OBSERVACION 3 PROGRAMA SHELXL-97
OBSERVACION 3 AUTORES G. M. SHELDRICK
OBSERVACION 3

OBSERVACION 3 DATOS USADOS EN REFINAMIENTO.

OBSERVACION 3 INTERVALO DE RESOLUCION ALTO (ANGSTROMS) 1,70
OBSERVACION 3 INTERVALO DE RESOLUCION BAJO(ANGSTROMS) :10,00
OBSERVACION 3 CORTE DE DATOS (SIGMA(F)) :0,0
OBSERVACION 3 INTEGRIDAD PARA EL INTERVALO (%) 92,1
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OBSERVACION 3 METODO DE VALIDACION CRUZADA R LIBRE

OBSERVACION 3 SELECCION DE CONJUNTO DE PRUEBA DE VALOR DE R| ALEATORIO
LIBRE

OBSERVACION 3

OBSERVACION 3 AJUSTE A DATOS USADOS EN REFINAMIENTO (SIN CORTE)

OBSERVACION 3 VALOR DE R (CONJUNTO TRABAJO + PRUEBA, SIN CORTE) |0,2766

OBSERVACION 3 VALOR DE R (CONJUNTO TRABAJO, SIN CORTE) 0,2772

OBSERVACION 3 VALOR DE R LIBRE (SIN CORTE) 0,3203

OBSERVACION 3 TAMANO CONJUNTO DE PRUEBA DE VALOR DE R LIBRE (%, | 5,3
SIN CORTE)

OBSERVACION 3 CONTEO DE CONJUNTO DE PRUEBA DE VALOR DE R LIBRE | 7735
(SIN CORTE)

OBSERVACION 3 NUMERO TOTAL DE REFLEXIONES (SIN CORTE) 146970

OBSERVACION 3

OBSERVACION 3 AJUSTE/ACUERDO DE MODELO PARA DATOS CON
F>4SIG(F)

OBSERVACION 3 VALOR DE R (CONJUNTO TRABAJO + PRUEBA, F>4SIG(F)) |0,2566

OBSERVACION 3 VALOR DE R (CONJUNTO TRABAJO, F>4SIG(F) 0,2573

OBSERVACION 3 VALOR DE R LIBRE (F>4SIG(F) 0,3003

OBSERVACION 3 TAMANO CONJUNTO DE PRUEBA DE VALOR DE R LIBRE (%, | 5,3
F>4SIG(F)

OBSERVACION 3 CONTEO DE CONJUNTO DE PRUEBA DE VALOR DE R LIBRE | 6402
(F>4SIG(F)

OBSERVACION 3 NUMERO TOTAL DE REFLEXIONES (F>4SIG(F) 121240

OBSERVACION 3

OBSERVACION 3 NUMERO DE ATOMOS DISTINTOS DE HIDROGENO USADOS
EN REFINAMIENTO

OBSERVACION 3 ATOMOS DE PROTEINA 10194

OBSERVACION 3 ATOMOS DE ACIDO NUCLEICO 0

OBSERVACION 3 ATOMOS HETEROGENEOS 0

OBSERVACION 3 ATOMOS DE SOLVENTE 132

OBSERVACION 3

OBSERVACION 3 REFINAMIENTO DE MODELO

OBSERVACION 3 SUMA DE OCUPACION DE ATOMOS DISTINTOS DE |10326,00
HIDROGENO

OBSERVACION 3 SUMA DE OCUPACION DE ATOMOS DE HIDROGENO 0,00

OBSERVACION 3 NUMERO DE RESIDUOS DISCRETAMENTE |0
DESORDENADOS

OBSERVACION 3 NUMERO DE PARAMETROS DE MiNIMOS CUADRADOS 41308

OBSERVACION 3 NUMERO DE RESTRICCIONES 42586

OBSERVACION 3

OBSERVACION 3 DESVIACIONES DE RMS DE VALORES OBJETIVO

] RESTRINGIDOS

OBSERVACION 3 LONGITUDES DE ENLACE (A) 0,008

OBSERVACION 3 DISTANCIAS DE ANGULO (A) 0,020

OBSERVACION 3 DISTANCIAS SIMILARES (VALORES NO OBJETIVOS) (A) 0,000

OBSERVACION 3 DISTANCIAS DE PLANOS DE RESTRICCION (A) 0,0247

OBSERVACION 3 VOLUMENES QUIRALES CERO (A**3) 0,027

OBSERVACION 3 VOLUMENES QUIRALES DISTINTOS DE CERO (A**3) 0,032

OBSERVACION 3 RESTRICCIONES DE DISTANCIA ANTI-CHOQUE (A) 0,025

OBSERVACION 3 COMPONENTES DE ADP DE UNION RIGIDA (A**2) 0,000

60




ES 2483942 T3

OBSERVACION 3 COMPONENTES DE ADP SIMILARES (A**2) 0,098
OBSERVACION 3 ADPS APROXIMADAMENTE ISOTROPICOS (A**2) 0,000
OBSERVACION 3
OBSERVACION 3 MODELADO DE SOLVENTE VOLUMETRICO
OBSERVACION 3 METODO USADO: MOEWS & KRETSINGER, J. MOL. BIOL.91
(1973)201-228
OBSERVACION 3
OBSERVACION 3 VALORES OBJETIVO DE ESTEREOQUIMICA ENGH Y HUBER
OBSERVACION 3 CASO ESPECIAL
OBSERVACION 3
OBSERVACION 200 | SOFTWARE USADO SHELX
OBSERVACION 200 | MODELO DE INICIO NINGUNO
OBSERVACION 200
OBSERVACION 200 |OBSERVACION :
OBSERVACION 280
OBSERVACION 280 |CRISTAL
OBSERVACION 280 | CONTENIDO DE SOLVENTE, VS (%) 42,2
OBSERVACION 280 | COEFICIENTE DE MATTHEWS, VM (ANGSTROMS* * 3 /DA) 2,13
Tabla 9
Interacciones de monémero “N” de hNKG2D (SEC ID N°: 2) con la cadena pesada “H” de MS-Fab, (SEC ID N°: 40)
y la cadena ligera “L” de MS-Fab, (SEC ID N° 41). Esto es para la primera de las moléculas de complejo
hNKG2D/MS-Fab cristalograficamente independientes en el cristal. Se usé un corte de 4,0 A. Los contactos se|
identificaron por el programa informatico CONTACT del conjunto de CCP4 (7). En la ultima columna "***" indica una
fuerte posibilidad para un enlace de hidrogeno en este contacto (distancia < 3,3 A) como se calcula por CONTACT,
"*" indica una posibilidad débil (distancia > 3,3 A). Blanco indica que el programa consideré que no hay posibilidad
de un enlace de hidrégeno. Los enlaces de hidrogeno son especificos entre un donador y un aceptor, son
tipicamente fuertes y son identificables.
hNKG2D MS Distancia [Posiblemente
[A] lenlace a H
Tipo deres. [ de res. y[Nombre de[Tipoderes. # de res. y[Nombre de atomo
cadena atomo cadena
Lys 150 N CG Ser 31 H CB 3,93
Ser 31 H OG 2,84
Lys 150 N CD Ser 31 H OG 3,11
Lys 150 N CE Ser 31 H OG 3,78
Ser 151N CA Ser 30 H O 3,73
Ser 31 H O 3,84
Ser 31 H CA 3,79
Ser 151N CB Ser 30 H O 3,26
Ser 151N 0G Ser 30 H O 2,30 [
Ser 31 H CA 3,99
Ser 30 H C 3,26
Tyr 152 N CG Tyr 33 H CE2 3,91
Tyr 152N CD1 Tyr 33 H CE2 3,94
Tyr 152N CE1 Tyr 33 H CE2 3,77
Tyr 53 H CE2 3,59
Tyr 53 H CD2 3,42
Tyr 152 N CzZ Tyr 33 H CE2 3,58
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Ser 30 H o 3,88
Tyr 53 H CD2 3,66
Tyr 32 H C 3,84
Tyr 32 H 0 3,52
Tyr 33 H CD2 3,67
Tyr 152 N OH Tyr 53 H CD2 3,28
Ser 52 H CA 3,78
Tabla 9

Interacciones de monémero “N” de hNKG2D (SEC ID N°: 2) con la cadena pesada “H” de MS-Fab, (SEC ID N°: 40)
y la cadena ligera “L” de MS-Fab, (SEC ID N° 41). Esto es para la primera de las moléculas de complejo
hNKG2D/MS-Fab cristalograficamente independientes en el cristal. Se usé un corte de 4,0 A. Los contactos se|
identificaron por el programa informatico CONTACT del conjunto de CCP4 (7). En la ultima columna "***" indica una
fuerte posibilidad para un enlace de hidrégeno en este contacto (distancia < 3,3 A) como se calcula por CONTACT,
"*" indica una posibilidad débil (distancia > 3,3 A). Blanco indica que el programa consideré que no hay posibilidad
de un enlace de hidréogeno. Los enlaces de hidrogeno son especificos entre un donador y un aceptor, son
tipicamente fuertes y son identificables.

62

hNKG2D MS Distancia [A] [Posiblemente
enlace a H
Tipoderes. # de res. y[Nombre de[Tipoderes. # de res. yNombre de
cadena atomo cadena atomo
Ser 52 H C 3,86
Tyr 53 H N 3,06 <%
Tyr 32 H C 3,38
Tyr 32 H O 2,68 [
Tyr 33 H N 3,99 *
Tyr 33 H CD2 3,99
Tyr 53 H CB 3,84
Tyr 152N CE2 Tyr 33 H CE2 3,56
Ser 30 H (0] 3,93
Tyr 32 H N 3,80
Tyr 32 H CA 3,61
Tyr 32 H C 3,37
Tyr 32 H (0] 3,49
Tyr 33 H N 3,81
Tyr 33 H CD2 3,40
Tyr 152N CD2 Tyr 33 H CE2 3,73
Tyr 33 H CD2 3,87
Thr 180 N CG2 Tyr 33 L OH 3,43
Tyr 33 L CE1 3,96
Thr 180 N C Tyr 33 L OH 3,94
lle 181N N Tyr 33 L OH 3,46 *
lle 181N C Tyr 33 L OH 3,53
lle 181N O Tyr 33 L OH 2,65 [**
Tyr 33 L CZ 3,42
Tabla 9
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hNKG2D MS Distancia [A] |Posiblemente
enlace a H
Tipo deres. [ de res. y[Nombre de[Tipoderes. # de res. y[Nombre de|
cadena atomo cadena atomo
Tyr 33 L CE2 3,33
lle 182 N CD1 Tyr 33 L OH 3,53
Tyr 33 L CZ 3,51
Tyr 33 L CE2 3,65
Glu 183 N O Trp 97 L CH2 3,67
Trp 97 L CZ2 3,09
Met 184 N CE Trp 98 H CD1 3,75
Tyr 33 H CB 3,85
Tyr 33 H CG 3,71
Tyr 33 H CD2 3,75
Met 184 N C Asn 58 H ND2 3,92
Met 184 N o] Asn 58 H CB 3,95
Asn 58 H CG 3,86
Asn 58 H ND2 2,94 [F**
Trp 97 L CH2 3,62
His 50 H CE1 3,55
His 50 H NE2 3,45 *
GIn 185 N CG Asn 58 H ND2 4,00
GIn 185N CD Ser 56 H 0G 3,04
Ser 56 H O 3,92
Ala 57 H O 3,52
GIn 185 N OE1 Ser 56 H CB 3,77
Ser 56 H 0G 2,41 >
Ala 57 H O 3,95 *
Tabla 9

Interacciones de mondémero “N” de hNKG2D (SEC ID N°: 2) con la cadena pesada “H” de MS-Fab, (SEC ID N°: 40)
y la cadena ligera “L” de MS-Fab, (SEC ID N° 41). Esto es para la primera de las moléculas de complejo
hNKG2D/MS-Fab cristalograficamente independientes en el cristal. Se usé un corte de 4,0 A. Los contactos se
identificaron por el programa informatico CONTACT del conjunto de CCP4 (7). En la ultima columna "***" indica una
fuerte posibilidad para un enlace de hidrégeno en este contacto (distancia < 3,3 A) como se calcula por CONTACT,
"*" indica una posibilidad débil (distancia > 3,3 A). Blanco indica que el programa consideré que no hay posibilidad
de un enlace de hidrégeno. Los enlaces de hidrégeno son especificos entre un donador y un aceptor, son
tipicamente fuertes y son identificables.

hNKG2D MS Distancia [A] [Posiblemente
lenlace a H
Tipo deres. [ de res. y[Nombre de[Tipoderes. # de res. y[Nombre de|
cadena atomo cadena atomo
GIn 185N NE2 Asn 58 H CB 3,55
Ser 56 H OG 2,99 [**
Ser 56 H C 3,70
Ser 56 H O 2,97 <%
hNKG2D MS Distancia [A] [Posiblemente
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enlace a H
Tipoderes. # de res. yNombre de[Tipoderes. # de res. yNombre de
cadena atomo cadena atomo

Ala 57 H (0] 2,64 [ex*

Asn 58 H CA 3,96

Ala 57 H C 3,27

IAsn 58 H N 3,78 *
Leu 191N CD1 Tyr 33 H OH 3,05
Lys 197 N NZ IAsp 99 H (@] 3,13 [
Tyr 199N OH Trp 98 H CD1 3,92
Tyr 199N CD2 Tyr 33 H CE2 3,67
Glu 201 N CG Tyr 33 H CZ 3,92

Tyr 33 H OH 2,80
Glu 201 N CD Tyr 33 H OH 3,29

Ser 56 H OG 3,60
Glu 201 N OE1 Tyr 33 H CZ 3,58

Tyr 33 H OH 3,01 [***

Ser 56 H CB 3,59

Ser 56 H 0G 3,14 [

Ser 56 H (0] 3,94 N

Tyr 33 H CE1 3,24

Tabla 9
hNKG2D MS Distancia [A] |Posiblemente
enlace a H
Tipoderes. # de res. yNombre de[Tipoderes. [# de res. yNombre de
cadena atomo cadena atomo

Glu 201 N OE2 Ser 56 H CB 3,78

Ser 56 H 0G 3,26 i
Thr 205 N 0G1 Ser 56 H CB 3,63

Ser 56 H 0G 3,95 *
Thr 205 N CG2 Ser 56 H CB 3,99

Ser 54 H 0G 3,18
Pro 206 N O Ser 54 H CB 3,03

Ser 54 H 0G 2,87 i
Asn 207 N OD1 Ser 54 H 0G 3,67 *
Thr 208 N N Tyr 53 H OH 3,43 *
Thr 208 N CB Tyr 53 H OH 3,96
Thr 208 N 0G1 Tyr 53 H OH 3,57 *
Thr 208 N CG2 Tyr 53 H OH 3,37

Tabla 10

Interacciones de mondémero “C” de hNKG2D (SEC ID N°: 2) con la cadena pesada “B” de MS-Fab, (SEC ID N°:
40) y la cadena ligera “A” de MS-Fab, (SEC ID N°: 41). Esto es para la segunda de las moléculas de complejo
hNKG2D/MS-Fab cristalograficamente independientes en el cristal. Se usé un corte de 4,0 A. Los contactos se
identificaron por el programa de computadora CONTACT del conjunto de CCP4 (7). En la ultima columna "***"
indica una fuerte posibilidad para un enlace de hidrogeno en este contacto (distancia < 3,3 A) como se calcula
por CONTACT, "" indica una posibilidad débil (distancia > 3,3 A). Blanco indica que el programa considerd que

64




ES 2483942 T3

no hay posibilidad de un enlace de hidrégeno.

hNKG2D MS Distancia [A] Posiblemente
Tipode |# de Res.y |Nombre | Tipo #deRes.y Nombre de enlace de H
res. cadena de de res. | cadena atomo
atomo
Lys 150 C CG Ser 31B oG 3,54
Lys 150 C CD Asp 27B OD1 3,96
Ser 31B oG 3,56
Lys 150 C CE Asp 27B CG 3,67
Asp 27B OD1 2,83
Asp 27B OoD2 3,81
Ser 31B oG 3,30
Lys 150 C NZ Asp 27B CG 3,30
Asp 27B OD1 2,76 ok
Asp 27B OoD2 3,46 *
Ser 151C CA Ser 30B 0] 3,46
Ser 31B (0] 3,80
Ser 151C CB Ser 30B C 3,99
Ser 30B (0] 3,00
Ser 151C oG Ser 30B CB 3,93
Ser 30B C 3,58
Ser 30B (0] 2,47 ok
Tyr 152 C CD1 Tyr 33B CE2 3,93
Tyr 152 C CE1 Tyr 53B CE2 3,54
Tyr 53B CD2 3,44
Tyr 33B CE2 3,72
Tyr 152 C Ccz Tyr 32B 0] 3,62
Tyr 53B CD2 3,59
Tyr 33B CE2 3,61
Tyr 33B CD2 3,68
Tyr 152 C OH Tyr 53 B CB 3,88
Ser 52 B CA 3,64
Ser 52B CB 3,73
Ser 52B C 3,75
Tyr 53B N 2,98 o
Tyr 32B C 3,65
Tyr 32B (0] 2,92 ok
Tyr 53B CD2 3,25
Tyr 33B CD2 3,98
Tyr 152 C CE2 Tyr 32B N 3,82
Tyr 32B CA 3,74
Tyr 32B C 3,42
Tyr 32B 0] 3,43
Tyr 33B N 3,90
Tyr 33B CE2 3,72
Tyr 33B CD2 3,52
Ser 30B (0] 3,76
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Tyr 152 C CD2 Tyr 33B CE2 3,93
Tyr 33B CD2 3,99
Thr 180 C CG2 Tyr 33A OH 3,46
Thr 180 C C Tyr 33A OH 3,86
Ser 52 B CB 3,73
Ser 52B C 3,75
Tyr 53B N 2,98 o
Tyr 32B C 3,65
Tyr 32B 0] 2,92 e
Tyr 53B CD2 3,25
Tyr 33B CD2 3,98
Tyr 152 C CE2 Tyr 32B N 3,82
Tyr 32B CA 3,74
Tyr 32B C 3,42
Tyr 32B O 3,43
Tyr 33B N 3,90
Tyr 33B CE2 3,72
Tyr 33B CD2 3,52
Ser 30B O 3,76
Tyr 152 C CD2 Tyr 33B CE2 3,93
Tyr 33B CD2 3,99
Thr 180 C CG2 Tyr 33A OH 3,46
Thr 180 C C Tyr 33A OH 3,86
lle 181C N Tyr 33A OH 3,37 *
lle 181C CA Tyr 33A OH 3,92
lle 181C C Tyr 33A OH 3,38
lle 181C (0] Tyr 33A CE2 3,11
Tyr 33A Ccz 3,20
Tyr 33A OH 2,53 e
lle 182 C CG1 Trp 98B Cz2 3,52
Trp 98B CH2 3,37
lle 182 C CD1 Tyr 33A CE2 3,55
Trp 98 B Cz2 3,93
Tyr 33A Cz 3,48
Tyr 33A OH 3,59
lle 182 C CG2 Trp 98 B Cz2 3,97
Glu 183 C 0} Trp 97 A CH2 3,27
Trp 97 A Cz2 3,49
Met 184 C CA His 50 B NE2 3,99
Met 184 C CB Tyr 33B CE1 3,74
Tyr 33B OH 3,98
Tyr 33B Ccz 3,96
Met 184 C CG Tyr 33B CD1 3,90
Tyr 33B CE1 3,52
Tyr 33B OH 3,95
Tyr 33B CE2 3,98
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Tyr 33B Ccz 3,57
Met 184 C CE Tyr 33B CB 3,60
Tyr 33B CG 3,39
Tyr 33B CD1 3,68
Tyr 33B CD2 3,74
Met 184 C C His 50 B NE2 3,85
Met 184 C (0] Asn 58 B ND2 3,02 ok
His 50 B CE1 3,14
Ser 52 B CA 3,64
Ser 52 B CB 3,73
Ser 52B C 3,75
Tyr 53 B N 2,98 o
Tyr 32B C 3,65
Tyr 32B (0] 2,92 ox
Tyr 53B CD2 3,25
Tyr 33B CD2 3,98
Tyr 152 C CE2 Tyr 32B N 3,82
Tyr 32B CA 3,74
Tyr 32B C 3,42
Tyr 32B o] 3,43
Tyr 33B N 3,90
Tyr 33B CE2 3,72
Tyr 33B CD2 3,52
Ser 30B 0] 3,76
Tyr 152 C CD2 Tyr 33B CE2 3,93
Tyr 33B CD2 3,99
Thr 180 C CG2 Tyr 33A OH 3,46
Thr 180 C C Tyr 33A OH 3,86
Asn 58 B CB 3,48
Asn 58 B CG 3,89
Asn 58 B ND2 3,73
Gin 185C OE1 Asn 58 B CA 3,96
Asn 58 B CB 3,03
Asn 58 B CG 3,53
Asn 58 B ND2 3,23 ox
His 50 B ND1 3,91 *
His 50 B CE1 2,97
His 50B NE2 3,62 *
GIn 185C NE2 Ala 57 B C 3,00
Asn 58 B N 3,41 *
Asn 58 B CA 3,59
Ser 56 B 0G 3,64 *
Ala 57B (0] 2,50 o
Asn 58 B CB 3,55
Leu 191C CD1 Tyr 33B OH 3,20
Lys 197 C CD Trp 98 B Cz3 3,77
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Trp 98 B CH2 3,71
Lys 197 C CE Trp 98 B Cz3 3,54
Asp 99 B o 3,86
Lys 197 C NZ Trp 98 B Cz3 3,50
Asp 99 B 0] 2,73 e
Asp 99 B OD1 3,56 *
Asp 99 B C 3,74
Tyr 199C CE1 Trp 98 B CE3 3,87
Trp 98 B Cz3 3,29
Trp 98B CH2 3,84
Tyr 199 C Ccz Trp 98 B CE3 3,64
Trp 98 B Cz3 3,39
Tyr 199C OH Trp 98 B CE3 3,01
Trp 98B Cz3 2,80
Tyr 199 C CD2 Tyr 33B CE2 3,57
Tyr 33B CD2 3,98
Glu 201C CG Tyr 33B OH 2,80
Glu 201C CD Ser 56 B CB 3,72
Ser 56 B oG 3,32
Tyr 33B OH 3,32
Glu 201C OE1 Ser 56 B CB 3,29
Ser 56 B oG 3,04 b
Tyr 33B CE1 3,58
Tyr 33B OH 3,08 e
Tyr 33B Ccz 3,80
Glu 201C OE2 Ser 56 B CB 3,49
Ser 56 B oG 2,87 x
Thr 205C OG1 Ser 56 B CB 3,83
Ser 56 B oG 3,49 *
Thr 205C CG2 Ser 56 B N 3,85
Ser 56 B CA 3,99
Ser 56 B CB 3,30
Ser 52 B CA 3,64
Ser 52B CB 3,73
Ser 52B C 3,75
Tyr 53 B N 2,98 ok
Tyr 32B C 3,65
Tyr 32B (0] 2,92 ox
Tyr 53B CD2 3,25
Tyr 33B CD2 3,98
Tyr 152 C CE2 Tyr 32B N 3,82
Tyr 32B CA 3,74
Tyr 32B C 3,42
Tyr 32B (0] 3,43
Tyr 33B N 3,90
Tyr 33B CE2 3,72
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Tyr 33B CD2 3,52

Ser 30B o 3,76
Tyr 152 C CD2 Tyr 33B CE2 3,93

Tyr 33B CD2 3,99
Thr 180 C CG2 Tyr 33A OH 3,46
Thr 180 C C Tyr 33A OH 3,86
Pro 206 C CG Ser 54 B o 3,97
Pro 206 C C Ser 54 B oG 3,94
Pro 206 C o Ser 54 B CB 2,96

Ser 54 B oG 2,71 ok
Asn 207 C OD1 Ser 54 B oG 3,78 *
Thr 208 C N Tyr 53 B OH 3,59 *
Thr 208 C OG1 Tyr 53 B OH 3,92 *
Thr 208 C CG2 Tyr 53 B OH 3,59

Tabla 11

Mondmero de hNKG2D "M" (SEC ID N°: 2) interacciones con la cadena pesada “H” de MS-Fab, (SEC ID
N°: 40) y la cadena ligera “L” de MS-Fab, (SEC ID N° 41). Esto es para la primera de las moléculas de
complejo hNKG2D/MS-Fab cristalograficamente independientes en el cristal. Se usé un corte de 4,0 A. Los
contactos se identificaron por el programa de computadora CONTACT del conjunto de CCP4 (7). En la
Ultima columna "™**" indica una fuerte posibilidad para un enlace de hidrégeno en este contacto (distancia <
3,3 A) como se calcula por CONTACT, "*" indica una posibilidad débil (distancia > 3,3 A). Blanco indica que
el programa consideré que no hay posibilidad de un enlace de hidrégeno.

hNKG2D MS Distancia [A] | Posiblemente
Tipo de |# de | Nombre Tipo # de Res. Y | Nombre de enlace de H
res. Res. y|deatomo |deres. |cadena atomo

cadena
Tyr 152 M OH Asp 26 H (0] 3,66 *
Met 184 M CG GIn 1H OE1 3,58
GIn 185 M NE2 GIn 1H OE1 3,92 *
Tyr 199 M OH Asp 26 H 0oD2 3,87 *

Tabla 12

Interacciones de mondmero “D” de hNKG2D (SEC ID N°: 2) con la cadena pesada “B” de MS-Fab, (SEC ID
N°: 40) y la cadena ligera “A” de MS-Fab, (SEC ID N°: 41). Esto es para la segunda de las moléculas de
complejo hNKG2D/MS-Fab cristalograficamente independientes en el cristal. Se usé un corte de 4,0 A. Los
contactos se identificaron por el programa de computadora CONTACT del conjunto de CCP4 (7). En la
ultima columna "***" indica una fuerte posibilidad para un enlace de hidrégeno en este contacto (distancia <
3,3 A) como se calcula por CONTACT, "*" indica una posibilidad débil (distancia > 3,3 A). Blanco indica que
el programa considerd que no hay posibilidad de un enlace de hidrégeno.

hNKG2D MS Distancia [A] | Posiblemente
Tipo de |# de | Nombre Tipo de|# de Res. y|Nombre enlace de H
res. Res. y|deatomo |res. cadena de atomo
cadena
Lys 150 D CE Tyr 32B CE1 3,99
Tyr 32B (074 3,78
Tyr 32B OH 2,80
Lys 150 D NZ Tyr 32B CE1 3,00
Tyr 32B Ccz 3,05
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Tyr 32B OH 2,60 o
Tyr 152D OH Asp 26 B (0] 3,99 *
Gln 1B CA 3,72
Tabla 13

Resultados del refinamiento de modelo de rayos X para los datos observados del complejo de hNKG2D/hzON72-Fab
5 por el programa de software REFMAC5 (11).

OBSERVACION 3 | REFINAMIENTO
OBSERVACION 3 | PROGRAMA : REFMAC 5.2.0019
OBSERVACION 3 | AUTORES : MURSHUDOV, VAGIN, DODSON
OBSERVACION 3
OBSERVACION 3 | OBJETIVO DE REFINAMIENTO : MAXIMUM LIKELIHOOD
OBSERVACION 3
OBSERVACION 3 | DATOS USADOS EN REFINAMIENTO
OBSERVACION 3 |INTERVALO DE RESOLUCION ALTO]:3,15
(ANGSTROMS)
OBSERVACION 3 |INTERVALO DE RESOLUCION BAJO|: 29,66
(ANGSTROMS)
OBSERVACION 3 | CORTE DE DATOS (SIGMA(F)) : NINGUNO
OBSERVACION 3 | INTEGRIDAD PARA EL INTERVALO (%) |: 100,00
OBSERVACION 3 | NUMERO DE REFLEXIONES : 25642
OBSERVACION 3
OBSERVACION 3 |AJUSTE A DATOS USADOS EN
REFINAMIENTO
OBSERVACION 3 | METODO DE VALIDACION CRUZADA : COMPLETO
OBSERVACION 3 | SELECCION DE CONJUNTO DE PRUEBA | : ALEATORIO
DE VALOR DE R LIBRE
OBSERVACION 3 |VALOR DE R (CONJUNTO TRABAJO + |:0,21870
PRUEBA)
OBSERVACION VALOR DE R (CONJUNTO TRABAJO) :0,21608
OBSERVACION VALOR DE R LIBRE - 0,26854
OBSERVACION TAMANO DE CONJUNTO DE PRUEBA |:5,0
DE VALOR DE R LIBRE (%)
OBSERVACION 3 | CONTEO DE CONJUNTO DE PRUEBA |: 1350
DE VALOR DE R LIBRE
OBSERVACION
OBSERVACION AJUSTE EN EL BIN DE RESOLUCION
MAS ALTA
OBSERVACION NUMERO TOTAL DE BINS USADOS 20
OBSERVACION INTERVALO DE RESOLUCION DE BIN|: 3,150
ALTA
OBSERVACION 3 |INTERVALO DE RESOLUCION DE BIN]|: 3,231
BAJA
OBSERVACION 3 |REFLEXION EN BIN (CONJUNTO DE |: 1849
TRABAJO)
OBSERVACION 3 |INTEGRIDAD DE BIN (CONJUNTO DE | : 100,00
TRABAJO) (%)
OBSERVACION 3 |VALOR DE R DE BIN (CONJUNTO DE |: 0,331
TRABAJO)
OBSERVACION 3 | CONTEO DE CONJUNTO DE VALOR DE |: 97
R LIBRE DE BIN
OBSERVACION 3 | VALOR DE R LIBRE DE BIN : 0,385
OBSERVACION 3
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OBSERVACION

NUMERO DE ATOMOS DIFERENTES DE
HIDROGENO USADOS EN
REFINAMIENTO

OBSERVACION 3 | TODOS LOS ATOMOS : 8737
OBSERVACION 3
OBSERVACION 3 |VALORESB
OBSERVACION 3 | DE GRAFICA DE WILSON (A**2) : NULO
OBSERVACION 3 | MEDIA DEL VALOR DE B (GLOBAL, A**2) |: 49,049
OBSERVACION 3 |VALOR B ANISOTROPICO DE B
] GLOBAL.
OBSERVACION 3 [B11(A**2) :-0,66
OBSERVACION 3 [ B22 (A**2) :-3,44
OBSERVACION 3 | B33(A**2) : 3,95
OBSERVACION 3 [B12 (A**2) : 0,00
OBSERVACION 3 [B13 (A**2) 1,15
OBSERVACION 3 |23 (A*2) 20,00
OBSERVACION 3
OBSERVACION 3 |ESU BASADO EN VALOR/|(A): 0,502
DE R LIBRE
OBSERVACION 3 |ESU BASADO EN | (A): 0,407
PROBABILIDAD MAXIMA
OBSERVACION 3 |ESU PARA VALORES DE B | (A**2): 54,265
BASADO ) EN
PROBABILIDAD MAXIMA
OBSERVACION
OBSERVACION COEFICIENTES DE
CORRELACION.
OBSERVACION 3 | COEFICIENTE DE |: 0,896
CORRELACION FO-FC
OBSERVACION 3 | COEFICIENTE DE |: 0,844
CORRELACION LIBRE DE
FO-FC
OBSERVACION 3
OBSERVACION 3 |DESVIACION DE RMS DE|CONTEO |RMS PESO
VALORES IDEALES
OBSERVACION 3 | ATOMOS REFINADOS DE | 8971; 0,012; 0,022
LONGITUDES DE ENLACE
(A):
OBSERVACION 3 |ATOMOS REFINADOS DE | 12204; 1,516; 1,948
ANGULOS DE ENLACE
(GRADOS):
OBSERVACION 3 |ANGULOS DE TORSION, | 1116; 7,673; 5,000
PERIODO 1 (GRADOS):
OBSERVACION 3 |ANGULOS DE TORSION,| 368; 37,729; 24,402
PERIODO 2 (GRADOS):
OBSERVACION 3 |ANGULOS DE TORSION, | 1464; 21,254; 15,000
PERIODO 3 (GRADOS):
OBSERVACION 3 |3 ANGULOS DE TORSION, | 32; 19,705; 15,000
PERIODO 4 (GRADOS):
OBSERVACION 3 | RESTRICCIONES DE | 1338; 0,109; 0,200
CENTRO QUIRAL (A**3):
OBSERVACION 3 |ATOMOS REFINADOS DE | 6759; 0,004; 0,020
PLANOS GENERALES (A):
OBSERVACION 3 | ATOMOS REFINADOS DE | 3866; 0,230; 0,200
CONTACTOS NO UNIDOS
(A):
OBSERVACION 3 |ATOMOS REFINADOS DE | 5954; 0,312; 0,200
TORSION NO UNIDOS (A):
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OBSERVACION 3 |ENLACE DE H (X..Y)| 311; 0,169; 0,200
ATOMOS REFINADOS (A):
OBSERVACION 3 |ATOMOS REFINADOS DE | 56; 0,279; 0,200
VDW DE SIMETRIA (A):
OBSERVACION 3 |ATOMOS REFINADOS DE| 6; 0,260; 0,200
ENLACE DE H DE SIMETRIA
(A):
OBSERVACION
OBSERVACION RESTRICCIONES DE | CONTEO | RMS PESO
FACTOR TERMICO
ISOTROPICO.
OBSERVACION 3 | ATOMOS REFINADOS DE |5674; 0,279; 1,500
ENLACE DE  CADENA
PRINCIPAL (A**2):
OBSERVACION 3 |ATOMOS REFINADOS DE |9064; 0,512; 2,000
ANGULO DE CADENA
PRINCIPAL (A**2) :
OBSERVACION 3 | ATOMOS REFINADOS DE |3824; 0,749; 3,000
ENLACE DE  CADENA
LATERAL (A**2) :
OBSERVACION 3 |ATOMOS REFINADOS DE |3140; 1,231; 4,500
ANGULO DE CADENA
LATERAL (A**2) :
OBSERVACION
OBSERVACION ESTADISTICA DE
RESTRICCIONES DE NCS
OBSERVACION 3 | NUMERO DE GRUPOS NCS |: 3
DIFERENTES
OBSERVACION 3
OBSERVACION 3 | NUMERO DE GRUPONCS |:1
OBSERVACION 3 | NOMBRES DE CADENA ‘LA
OBSERVACION 3 |NUMERO DE |: 1
COMPONENTES DE GRUPO
NCS
OBSERVACION 3 |COMPON |[C |SSSEQI A C SSSEQI CcODIGO
ENTE
OBSERVACION 3 |1 L |1 L 214 1
OBSERVACION 3 |1 A |1 A 214 1
OBSERVACION 3 GRUPO | CADENA |CONTEO [RMS |PESO
OBSERVACION 3 | AJUSTE POSICIONAL |1 L (A): 1656 ; 0,05; |0,05
OBSERVACION 3 | AJUSTE TERMICO 1 L (A**2): [1656; 0,06; |0,50
OBSERVACION 3
OBSERVACION 3 |NUMERO DE GRUPONCS: | 2
OBSERVACION 3 | NOMBRES DE CADENA : HB
OBSERVACION 3 | NUMERO DE | 1
COMPONENTES DE GRUPO
NCS:
OBSERVACION 3 |CcOMP [C |SSSEQI A C SSSEQI | cODIGO
ONENT
E
OBSERVACION 3 |1 H [1 H 220 1
OBSERVACION 3 |1 B |1 B 220 1
OBSERVACION 3 GRUPO |CADENA CONTEO |RMS PESO
OBSERVACION 3 | AJUSTE 2 H (A): 1668 ; 0,06 0,05
POSICIONAL
OBSERVACION 3 |AJUSTE 2 H (A**2): 1668 ; 0,07 0,50
TERMICO
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OBSERVACION
OBSERVACION NUMERO DE |3
GRUPO NCS :
OBSERVACION 3 |NOMBRES DE|:NC
CADENA
OBSERVACION 3 |NUMERO DE|:1
COMPONENT
ES DE GRUPO
, NCS ;
OBSERVACION 3 |COMPONENT |C SSSEQI A C SSSEQI | CcODIGO
E
OBSERVACION 3 |1 N 88 N 215 1
OBSERVACION 3 |1 C 88 C 215 1
OBSERVACION 3 GRUPO |CADENA |CONTEO RMS PESO
OBSERVACION 3 | AJUSTE 3 N (A): 1026 ; 0,03; 0,05
] POSICIONAL
OBSERVACION 3 |AJUSTE 3 N (A**2): [1026; 0,04 0,50
TERMICO
OBSERVACION 3
OBSERVACION 3
OBSERVACION 3 | DETALLES DE TLS
OBSERVACION 3 |NUMERO DE GRUPOS DE |5
TLS:
OBSERVACION 3 | REGISTRO DE ATOMO SOLO CONTIENE FACTORES B RESIDUALES
OBSERVACION 3
OBSERVACION 3 | GRUPO TLS:
OBSERVACION 3 |NUMERO DE GRUPO DE |2
COMPONENTES
OBSERVACION 3 | COMPONENTES C SSSEQ A C SSSEQI
OBSERVACION 3 | INTERVALO DE RESIDUO: |L 1 L 107
OBSERVACION 3 | INTERVALO DE RESIDUO H 1 H 121
OBSERVACION 3 |ORIGEN PARA EL GRUPO | 24,2040 90,5950 36,8960
(A) :
OBSERVACION 3 |TENSORT
OBSERVACION 3 |T11:-0,1079 |T22:-0,1998
OBSERVACION 3 | T33:-0,2449 |T12:0,0010
OBSERVACION 3 |T13:-0,0388 |T23:-0,0446
OBSERVACION 3 |TENSORL
OBSERVACION 3 |L11:1,1625 |L22:5,5207
OBSERVACION 3 |L33:1,9806 |L12:-0,2378
OBSERVACION 3 |L13:-0,5312 |L23:-0,6045
OBSERVACION 3 |TENSORS
OBSERVACION 3 |S11:0,0803 |S12:-0,0443 S13: 1447
OBSERVACION 3 |S21:0,3782 |S22:-0,2475 S23: 0045
OBSERVACION 3 |S31:-0,0073 | S32:0,0331 S33:0,1671
OBSERVACION 3
OBSERVACION 3 | GRUPO TLS: 2
OBSERVACION 3 |NUMERO DE GRUPO DE|2
COMPONENTES :
OBSERVACION 3 | COMPONENT |C SSSEQ A C SSSEQI
ES
OBSERVACION 3 | INTERVALO L 108 L 214
DE RESIDUO
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OBSERVACION 3 | INTERVALO 122 H 220
DE RESIDUO

OBSERVACION 3 |ORIGEN PARA EL GRUPO| 35,1200 96,1120 3,4800
(A):

OBSERVACION 3 |TENSORT

OBSERVACION 3 |T11:-0,2849 |T22:0,0610

OBSERVACION 3 |T33:-0,1761 |T12:-0,0495

OBSERVACION 3 [T13:-0,0038 |T23:0,0239

OBSERVACION 3 |TENSORL

OBSERVACION 3 |L11:2,5261 | L22:3,4556

OBSERVACION 3 |L33:2,6465 |L12:-0,8617

OBSERVACION 3 |L13:-0,0480 |L23:-0,4377

OBSERVACION 3 |TENSOR S

OBSERVACION 3 |S11:-0,1130 | S12:0,4186 S13:0,1914

OBSERVACION 3 |S21:-0,1933 | S22:-0,0187 S23:-0,2357

OBSERVACION 3 [S31:-0,0662 |S32:0,2231 S$33:0,1317

OBSERVACION 3

OBSERVACION 3 | GRUPO TLS

OBSERVACION 3 |NUMERO DE GRUPO DE
COMPONENTES

OBSERVACION 3 |[COMPONEN [C SSSEQI C SSSEQl
TES

OBSERVACION 3 |INTERVALO |A 1 A 307
DE
RESIDUO

OBSERVACION 3 |INTERVALO |B 1 B 321
DE
RESIDUO

OBSERVACION 3 | ORIGEN PARA EL GRUPO |9,5860 42,5190 37,1590
(A):

OBSERVACION 3 |TENSORT

OBSERVACION 3 |T11:-0,1183 | T22:-0,2086

OBSERVACION 3 |T33:-0,1316 |T12:-0,0149

OBSERVACION 3 |T13:-0,0254 |T23:0,0350

OBSERVACION 3 |TENSORL

OBSERVACION 3 |L11:1,2758 |L22:4,8903

OBSERVACION 3 |L33:1,9328 [L12:-0,4321

OBSERVACION 3 |L13:0,5123 |L23:0,2320

OBSERVACION 3 |TENSORS

OBSERVACION 3 [S11:0,0143 |S12:-0,0304 S13:-0,1607

OBSERVACION 3 [S21:0,3252 |S22:-0,0524 S23:-0,1532

OBSERVACION 3 |S31:0,0565 |S32:0,0312 S33:0,0380

OBSERVACION 3

OBSERVACION 3 | GRUPO TLS: 4

OBSERVACION 3 | NUMERO 2
DE GRUPO
DE
COMPONEN
TES:

OBSERVACION 3 | COMPONEN |C SSSEQ C SSSEQI
TES

OBSERVACION 3 |INTERVALO |A 108 A 214
DE
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RESIDUO
OBSERVACION 3 |INTERVALO |A 122 B 220
DE
RESIDUO
OBSERVACION 3 |ORIGEN -2,3250 37,1030 4,0740
PARA  EL
GRUPO (A):
OBSERVACION 3 |TENSORT
OBSERVACION 3 |[T11:-0,3236 | T22:0,0744
OBSERVACION 3 [T33:-0,1171 [T12:-0,0180
OBSERVACION 3 [T13:0,0587 |T23:-0,0971
OBSERVACION 3 |TENSORL
OBSERVACION 3 |L11:2,6929 |L22:3,2562
OBSERVACION 3 [L33:2,1386 |[L12:-0,1058
OBSERVACION 3 [L13:0,1471 |L23:-0,1863
OBSERVACION 3 | TENSORS
OBSERVACION 3 [S11:-0,1360 |S12:0,4399 S13:-0,3031
OBSERVACION 3 [S$21-0,1914 | S22:0,0086 S23:0,1138
OBSERVACION 3 [S31-0,0130 |S32:-0,2162 S33: 0,1274
OBSERVACION 3
OBSERVACION 3 |GRUPOTLS |:5
OBSERVACION 3 | NUMERO )
DE GRUPO
DE
COMPONEN
TES
OBSERVACION 3 |[COMPONEN [C SSSEQI A C SSSEQI
TES
OBSERVACION 3 |INTERVALO [N 89 N 215
DE
RESIDUO
OBSERVACION 3 [INTERVALO [C 89 C 215
DE
RESIDUO
OBSERVACION 3 | ORIGEN 17,8890 66,4400 62,9460
PARA EL
GRUPO (A) :
OBSERVACION 3 |[TENSORT
OBSERVACION 3 [T11:0,4354 | T22:0,1526
OBSERVACION 3 [T133:-0,1075 | T12:-0,2178
OBSERVACION 3 [T13:-0,1984 |T23:0,0840
OBSERVACION 3 |TENSORL
OBSERVACION 3 |L11:1,4035 |L22:6,3187
OBSERVACION 3 |L33:3,4618 |L12:1,1657
OBSERVACION 3 [L13:0,1963 |L23:1,1874
OBSERVACION 3 |TENSORS
OBSERVACION 3 [S11:0,5552 |S12:-0,7422 S$13:-0,2312
OBSERVACION 3 [S21:1,1999 |S22:-0,1494 $23:-0,2659
OBSERVACION 3 [S831:0,2701 |S32:0,0344 S33: -0,4059
OBSERVACION 3
OBSERVACION 3
OBSERVACION 3 | MODELADO DE SOLVENTE

VOLUMETRICO
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OBSERVACION

3 | METODO
MASCARA

USADO

OBSERVACION

3 | PARAMETROS

PARA
CALCULO DE MASCARA

OBSERVACION 3 | RADIO DE SONDA DE VDW: | 1,20
OBSERVACION 3 | RADIO DE SONDA DE ION: | 0,80
OBSERVACION 3 | RADIO DE ENCOGIMIENTO: | 0,80
OBSERVACION 3
OBSERVACION 3 |OTRAS OBSERVACION DE
REFINAMIENTO : NULO
Tabla 14
Interacciones de mondémero “N” de hNKG2D (SEC ID N°: 2) con la cadena pesada “H” de hzON72-Fab
(SEC ID N°: 70) y la cadena ligera “L” de hzON72-Fab (SEC ID N° 71). Esto es para la primera de las
moléculas de complejo hNKG2D/hzON72-Fab cristalograficamente independientes en el cristal. Se us6
un corte de 4,0 A. Los contactos se identificaron por el programa informatico CONTACT del conjunto de
CCP4 (7). En la ultima columna "***" indica una fuerte posibilidad para un enlace de hidrogeno en este
contacto (distancia < 3,3 A) como se calcula por CONTACT, "*" indica una posibilidad débil (distancia >
3,3 A). Blanco indica que el programa considerd que no hay posibilidad de un enlace de hidrégeno.
hNKG2D hzON72 Distancia Posiblemente
[A] enlace de H
Tipo de |# de | Nombre Tipo de|# de Res, y|Nombre de
res, Res, y|deatomo |res, cadena atomo
cadena
Ser 165 N CB Tyr 104 H CE2 3,66
Ser 165 N 0G Tyr 104 H CE2 3,63
Tyr 104 H CD2 3,95
Trp 166 N NE1 Tyr 105 H OH 3,38 *
Leu 174 N CG Tyr 104 H CE1 3,94
Leu 174 N CD2 Tyr 104 H CD1 3,78
Tyr 104 H CE1 3,91
Leu 174 N C Tyr 104 H OH 3,97
Leu 174 N 0o Tyr 104 H CE1 3,61
Tyr 104 H CZ 3,61
Tyr 104 H OH 2,90 e
Ser 175N C Tyr 104 H CE1 3,81
Ser 175N 0o Tyr 104 H CE1 3,79
Pro 176 N N Tyr 104 H CE1 3,84
Pro 176 N CA Gly 103 H O 3,99
Gly 103 H CA 3,78
Pro 176 N CB Gly 103 H CA 3,81
Asn 177 N N Gly 103 H O 3,29 o
Tyr 101 H OH 3,79 *
Asn 177 N CA Tyr 101 H OH 3,63
Asn 177 N OoD1 Tyr 101 H CE2 3,52
Leu 179N C Tyr 101 H OH 3,54
Leu 179N O Gly 103 H O 3,77 *
Tyr 101 H CE1 3,60
Tyr 101 H CZ 3,35
Tyr 101 H OH 2,33 ax
Thr 180 N CA Tyr 104 H 0 3,40
Thr 180 N CG2 Trp 33H Cz2 3,76
Val 106 H CG2 3,60
Trp 33H NE1 3,77
Tyr 101 H CE1 3,73
Thr 180 N C Tyr 104 H O 3,55
lle 181N N Tyr 104 H O 2,78 o
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lle 181 N CA Tyr 104 H (0] 3,78
lle 181 N CB Tyr 104 H O 3,76
lle 181 N CG2 Tyr 105 H CE1 3,90
Tyr 105 H (074 3,63
Tyr 105 H OH 3,76
lle 182 N CD1 Asn 59 H OoD1 3,49
lle 182 N CG2 Asn 59 H CG 3,80
Asn 59 H OD1 3,51
Asn 59 H ND2 3,66
Glu 183 N N Leu 94 L CD1 3,64
Glu 183 N CB Lys 92 L (0] 3,81
Glu 183 N CG Tyr 105 H OH 3,91
Glu 183 N CD Tyr 105 H CE1 3,87
Tyr 105 H (074 3,90
Tyr 105 H OH 3,06
Glu 183 N OE1 Lys 92 L CG 3,77
Lys 92 L CD 3,95
Lys 92 L CE 3,20
Thr 93 L CG2 3,94
Tyr 105 H OH 3,64 *
Glu 183 N OE2 Tyr 105 H CE1 3,95
Tyr 105 H (074 3,54
Tyr 105 H OH 2,39 o
Glu 183 N C Leu 94 L CD1 3,86
Glu 183 N (0] Leu 94 L N 3,16 el
Thr 93 L C 3,86
Leu 94 L CD1 3,45
Thr 93 L CA 3,51
Thr 93 L CB 3,61
Met 184 N CG Leu 94 L CB 3,95
Met 184 N CE Tyr 60 H 0 3,39
Asn 59 H CB 3,92
Met 184 N (@) Tyr 1L CD2 3,98
Leu 94 L (0] 3,84 *
Lys 186 N N Tyr 1L OH 3,90 *
Lys 186 N CB Tyr 1L OH 3,78
Ala 193 N CB Tyr 57 H CE1 3,84
Ser 194 N (0] Asp 55 H CG 3,84
Asp 55 H OD1 3,41 *
Asp 55 H 0OD2 3,47 *
Ser 195 N CA Asp 55 H OoD1 3,82
Ser 195 N CB Asp 55 H CG 3,46
Asp 55 H OD1 2,61
Asp 55 H 0OD2 3,81
Ser 195 N oG Asp 55 H CG 3,74
Asp 55H OoD1 3,07 b
Ser 195 N (0] Asp 55H CG 3,71
Asp 55H OoD1 3,81 *
Asp 55 H 0OD2 3,23 il
Lys 197 N CG Tyr 57 H CD1 3,79
Tyr 57 H CE1 3,95
Tyr 57 H CD2 3,99
Tyr 57 H CG 3,82
Lys 197 N CD Tyr 57 H CD1 3,84
Tyr 57 H CG 3,74
Asp 55H OD2 3,17
Tyr 57 H CB 3,89
Lys 197 N CE Trp 33 H CH2 3,75
Trp 33 H CzZ2 3,39
Asp 52 H OoD2 3,64
Asp 55H 0OD2 3,27
Tyr 57 H CB 3,98
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Lys 197 N NZ Asp 55H CG 3,27
Trp 33H CZ2 3,68
Asp 52H CB 3,78
Asp 52 H CG 3,38
Asp 52 H OD2 2,53 xE
Asp 55H CB 3,57
Asp 55H OD2 2,36 il
Tyr 57 H CB 3,77
Tyr 199 N CD1 Tyr 57 H OH 3,64
Tabla 15

Interacciones de monémero “C” de hNKG2D (SEC ID N°: 2) con la cadena pesada “B” de hzON72-Fab
(SEC ID N°: 70) y la cadena ligera “A” de hzON72-Fab (SEC ID N°: 71). Esto es para la segunda de las
moléculas de complejo hNKG2D/hzON72-Fab cristalograficamente independientes en el cristal, Se usé un
corte de 4,0 A, Los contactos se identificaron por el programa de computadora CONTACT del conjunto de
CCP4 (7). En la ultima columna "™**" indica una fuerte posibilidad para un enlace de hidrégeno en este
contacto (distancia < 3,3 A) como se calcula por CONTACT, "" indica una posibilidad débil (distancia >
3,3 A). Blanco indica que el programa considerd que no hay posibilidad de un enlace de hidrogeno.

hNKG2D hzON72 Distancia [A] | Posible-
Tipo de |# de | Nombre Tipo de|# de Res, y|Nombre de mente
res, Res, y|deatomo |res, cadena atomo enlace de H
cadena

Trp 166 C NE1 Tyr 105 B OH 3,26 b
Leu 174 C C Tyr 104 B OH 3,78
Leu 174 C (0] Tyr 104 B CE1 3,62

Tyr 104 B Ccz 3,37

Tyr 104 B OH 2,66 b
Ser 175C C Tyr 104 B CE1 3,27
Ser 175C (0] Tyr 104 B CD1 3,74

Tyr 104 B CE1 3,37
Pro 176 C N Tyr 104 B CD1 3,99

Tyr 104 B CE1 3,13

Tyr 104 B Ccz 3,98

Tyr 104 B OH 3,92 *
Pro 176 C CA Gly 103 B CA 3,84

Tyr 104 B CD1 3,70

Tyr 104 B CE1 3,24
Pro 176 C CB Gly 103 B CA 3,76

Tyr 104 B CE1 3,94
Pro 176 C CG Tyr 104 B CE1 3,75

Tyr 104 B OH 3,71
Pro 176 C CD Tyr 104 B CE1 3,77

Tyr 104 B OH 3,68
Asn 177 C N Gly 103 B CA 3,94

Gly 103 B C 3,79

Tyr 101 B OH 3,92 *

Gly 103 B O 3,02 b
Asn 177 C CA Tyr 101 B OH 3,49

Gly 103 B @) 3,66
Asn 177 C OD1 Asp 102 B @) 3,70 *
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Tyr 101 B CE2 3,41
Leu 179 C C Tyr 101 B OH 3,99
Leu 179 C (0] Tyr 101 B Ccz 3,78
Tyr 101 B CE1 3,82
Tyr 104 B @] 3,71 *
Tyr 101 B OH 2,82 o
Gly 103 B ] 3,90 *
Thr 180 C CA Tyr 104 B @] 3,36
Thr 180 C CG2 Trp 33B Cz2 3,99
Val 106 B CG2 3,72
Tyr 101 B CE1 3,84
Thr 180 C C Tyr 104 B ] 3,76
lle 181C N Tyr 104 B ] 3,15 ox
lle 181C CB Tyr 105 B CE2 3,99
Tyr 105B Ccz 3,91
lle 181C CG2 Tyr 105 B CE1 3,72
Tyr 105 B Ccz 3,49
Tyr 105B OH 3,43
lle 182 C CD1 Asn 59B OoD1 3,39
lle 182 C CG2 Leu 94 A CD2 3,97
Asn 59 B CG 3,80
Asn 59B OD1 3,57
Asn 59B ND2 3,62
Leu 94 A CD1 3,96
Glu 183 C N Leu 94 A CD1 3,44
Glu 183 C CD Tyr 105 B OH 3,53
Glu 183 C OE1 Lys 92 A CE 3,17
Thr 93 A CG2 3,35
Glu 183 C OE2 Tyr 105 B Ccz 3,86
Tyr 105B OH 2,71 o
Glu 183 C o] Thr 93 A C 3,88
Leu 94 A N 3,06 x
Leu 94 A CA 3,93
Leu 94 A @] 3,37 *
Thr 93 A CA 3,68
Thr 93 A CB 3,54
Leu 94 A CD1 3,94
Met 184 C CA Leu 94 A @] 3,78
Met 184 C CE Tyr 60 B @] 3,16
Met 184 C o] Leu 94 A ] 3,72 *
Tyr 1A CG 3,98
Tyr 1A CD2 3,93
Lys 186 C N Tyr 1A OH 3,81 *
Lys 186 C CA Tyr 1A OH 3,65
Lys 186 C CB Tyr 1A OH 3,51
Ala 193 C CB Tyr 57B CE1 3,90
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Ser 194C |O Asp 55 B OD1 3,94 -
Asp 55 B OD2 3,84 *
Ser 195C |CB Asp 55 B CG 3,63
Asp 55 B OD1 2,94
Asp 55 B OD2 3,78
Ser 195C | 0OG Asp 55 B CG 3,81
Asp 55 B OD1 3,25
Ser 195C |0 Asp 55 B oD2 3,52 -
Lys 197C | CG Tyr 57 B cz 3,90
Tyr 57 B CG 3,96
Tyr 57 B CD1 3,80
Tyr 57 B CE1 3,77
Lys 197C | CD Asp 55 B OD2 3,58
Tyr 57 B CG 3,73
Tyr 57 B CD1 3,67
Lys 197C |CE Trp 33B Cz2 3,56
Asp 52 B OD2 3,96
Asp 55 B OD2 3,49
Trp 33B CH2 3,83
Lys 197C |NZ Trp 33B Cz2 3,77
Asp 52 B cG 3,77
Asp 52 B OD2 2,83
Asp 55 B CB 3,88
Asp 55 B cG 3,44
Asp 55 B OD2 2,41
Tyr 57 B CB 3,78
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Formas de realizacion llustrativas

[0368] Las siguientes son formas de realizacion ilustrativas de la invencion.

1. Un anticuerpo monoclonal humano o humanizado aislado o fragmento de unién al antigeno del mismo, que se une a
NKG2D humano (hNKG2D).

2. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de la forma de realizacion anterior, que reduce la activacion mediada
por hNKG2D de una célula NK o T que expresa hNKG2D.

3. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de cualquiera de las formas de realizacién anteriores, que compite con
por lo menos un ligando de hNKG2D en la unién a hNKG2D.

4. El anticuerpo o fragmento de union al antigeno de la forma de realizacién anterior, en donde el ligando es MICA.

5. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de cualquiera de las formas de realizacidon anteriores, que reduce la
cantidad de NKG2D sobre la superficie de una célula NK o T que expresa NKG2D.

6. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de cualquiera de las formas de realizacién anteriores, que, cuando es
inmovilizado, no co-estimula significativamente la proliferacion activada por CD3 de células mononucleares de sangre
periférica (PBMCs).

7. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de cualquiera de las formas de realizacién anteriores, que, cuando es
inmovilizado, no tiene efecto agonistico significativo sobre activaciéon mediada por hNKG2D de una célula NK o T que
expresa hNKG2D.

8. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de cualquiera de las formas de realizacién anteriores, que se une a
NKG2D de Cynomolgus y Rhesus.

9. El anticuerpo de cualquiera de las formas de realizacién anteriores, que se une a hNKG2D con una KD de 1 nM o
menos.

10. El anticuerpo de cualquiera de las formas de realizacion anteriores, que se une a hNKG2D con una KD de 0,1 nM o
menos.

11. El anticuerpo o fragmento de union al antigeno de cualquiera de las formas de realizacidn anteriores que, cuando se
afiade a células NK o T que expresan NKG2D, se entrelaza a no mas de dos dimeros de hNKG2D.

12. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de cualquiera de las formas de realizacion anteriores, que se une
fuertemente a soélo un primero de un monémero de hNKG2D en un dimero de hNKG2D.

13. El anticuerpo o fragmento de union al antigeno de la forma de realizaciéon anterior que, cuando se une al primer
mondmero de hNKG2D, bloquea la union del anticuerpo o fragmento de unién al antigeno al segundo mondémero de
hNKG2D.

14. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de cualquiera de las formas de realizacion anteriores, para el cual la

relacion de las areas de exclusién de solvente en el primer y segundo monémeros de hNKG2D en un dimero de
hNKG2D es aproximadamente 2:1 o mas.
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15. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de la forma de realizacién anterior, para el cual la relacion es de
aproximadamente 3:1 o mas.

16. El anticuerpo o fragmento de union al antigeno de cualquiera de las formas de realizacion anteriores, que compite
con un anticuerpo de referencia en la union a NKG2D, en donde el anticuerpo de referencia se selecciona del grupo que
consiste en:

(a) un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID
N°: 11 y una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 12;

(b) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID
N°: 13 y una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 14;

(c) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID
N°: 44 y una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 45; y

(d) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID
N°: 46 y una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 47.

17. El anticuerpo o fragmento de union al antigeno de cualquiera de las formas de realizacién anteriores, que se une al
mismo epitopo de NKG2D que une anticuerpo de referencia, en donde el anticuerpo de referencia se selecciona del
grupo que consiste en:

(a) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID
N°: 11 y una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 12;

(b) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID
N°: 13 y una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 14;

(c) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID
N°: 44 y una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 45; y

(d) un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID
N°: 46 y una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 47.

18. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de cualquiera de las formas de realizacion anteriores, que se une a
NKG2D sustancialmente con la misma KD que une anticuerpo de referencia, en donde el anticuerpo de referencia se
selecciona del grupo que consiste en:

(a) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID
N°: 11 y una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 12;

(b) un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID
N°: 13 y una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 14;

(c) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID
N°: 44 y una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N° 45; y

(d) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID
N°: 46 y una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 47.

19. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de cualquiera de las formas de realizacion 16-18, en donde el
anticuerpo de referencia comprende una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N°:
44 y una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 45.

20. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de la forma de realizacion anterior, que se une a un epitopo que
comprende Lys 150, Ser 151, Tyr 152, Th 180, lle 181, lle 182, Glu 183, Met 184, GIn 185, Leu 191, Lys 197, Tyr 199,
Glu 201, Th 205, Pro 206, Asn 207 y/o Th 208 de SEC ID N°: 2.

21. El anticuerpo o fragmento de union al antigeno de la forma de realizacion anterior, que se une a un epitopo que
comprende 5 o mas residuos seleccionados de Lys 150, Ser 151, Tyr 152, Th 180, lle 181, lle 182, Glu 183, Met 184,
GIn 185, Leu 191, Lys 197, Tyr 199, Glu 201, Th 205, Pro 206, Asn 207 y Th 208 de SEC ID N°: 2.

22. El anticuerpo o fragmento de unioén al antigeno de la forma de realizacién anterior, que se une a un epitopo que
comprende Lys 150, Ser 151, Tyr 152, Th 180, lle 181, lle 182, Glu 183, Met 184, GIn 185, Leu 191, Lys 197, Tyr 199,
Glu 201, Th 205, Pro 206, Asn 207 y Th 208 de SEC ID N°: 2.
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23. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de cualquiera de las formas de realizacion 16-18, en donde el
anticuerpo de referencia comprende una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N°:
46 y una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 47.

24. El anticuerpo o fragmento de union al antigeno de cualquiera de las formas de realizacion anteriores, que
comprende una region variable de cadena pesada que es el producto de o derivado de un conjunto de genes humanos
que comprende:

(a) genes VH3_21, D3-9 y JH4;

(b) genes VH3_20 D3-10 y JH6;

(c) genes VH4_59, D7_27 R3y JH3; 0
(d) genes VH5_51, D3_10_R3 y JH4.

25. El anticuerpo o fragmento de union al antigeno de cualquiera de las formas de realizacion anteriores, que
comprende una region variable de cadena ligera que es el producto de o derivado de un conjunto de genes humanos
que comprende

(a) genes VKI_L15y JK2;
(b) genes VKIII_A27 y JK3;
(c) genes VKIII_A27 y JK1; 0
(d) genes VKIII_L6 y JK1.

26. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de cualquiera de las formas de realizacion anteriores, que
comprende una region variable de cadena pesada que es el producto de o derivado de un conjunto de genes humanos
que comprende genes VH4_59, D7_27_R3 y JH3 y una regién variable de cadena ligera que es el producto de o
derivado de un conjunto de genes humanos que comprende genes VKIII_A27 y JK1.

27. El anticuerpo o fragmento de union al antigeno de cualquiera de las formas de realizacion anteriores, que
comprende a paratopo que comprende a residuo correspondiente a GIn 1, Asp 26, Asp 27, Ser 30, Ser 31, Tyr 32, Tyr
33, His 50, Ser 52, Tyr 53, Ser 54, Ser 56, Ala 57, Asn 58, Trp 98 o Asp 99 de SEC ID N°: 44 o Tyr 33 o Trp 97 de SEC
ID N°: 45 o cualquier combinacién de los mismos.

28. El anticuerpo o fragmento de union al antigeno de la forma de realizacién anterior, que comprende a paratopo que
comprende por lo menos 5 residuos seleccionados de los residuos correspondientes a GIn 1, Asp 26, Asp 27, Ser 30,
Ser 31, Tyr 32, Tyr 33, His 50, Ser 52, Tyr 53, Ser 54, Ser 56, Ala 57, Asn 58, Trp 98 o0 Asp 99 de SEC ID N° 44 o Tyr
33 0 Trp 97 de SEC ID N°: 45 o cualquier combinacion de los mismos.

29. El anticuerpo o fragmento de union al antigeno de la forma de realizacion anterior, que comprende un paratopo que
comprende residuos correspondientes a GIn 1, Asp 26, Asp 27, Ser 30, Ser 31, Tyr 32, Tyr 33, His 50, Ser 52, Tyr 53,
Ser 54, Ser 56, Ala 57, Asn 58, Trp 98 y Asp 99 de SEC ID N°: 44 y Tyr 33 y Trp 97 de SEC ID N° 45.

30. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de cualquiera de las formas de realizacién anteriores, que
comprende:

(a) una region variable de cadena pesada CDR1 que comprende la secuencia de SEC ID N°: 48;
(b) una region variable de cadena pesada CDR2 que comprende la secuencia de SEC ID N°: 49; y
(c) una region variable de cadena pesada CDR3 que comprende la secuencia de SEC ID N°: 50.

31. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de la forma de realizacion anterior, que comprende:

(a) una region variable de cadena ligera CDR1 que comprende la secuencia de SEC ID N°: 51;
(b) una regién variable de cadena ligera CDR2 que comprende la secuencia de SEC ID N°: 52; y
(c) una region variable de cadena ligera CDR3 que comprende la secuencia de SEC ID N°: 53.

32. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno de cualquiera de las formas de realizacién anteriores, que
comprende una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N°: 44 y una region variable
de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 45.

33. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de cualquiera de las formas de realizacion 1-25, que comprende una
region variable de cadena pesada que es el producto de o derivado de un conjunto de genes humanos que comprende
genes VH5 51, D3_10_R3 y JH4 y una region variable de cadena ligera que es el producto de o derivado de un
conjunto de genes humanos que comprende genes VKIII_L6 y JK1.

34. El anticuerpo o fragmento de union al antigeno de la forma de realizacion anterior, que comprende:
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(a) una CDR1 de region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N°: 54;
(b) una CDR2 de regién variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N°: 55; y
(c) una CDR3 de region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N°: 56.

35. El anticuerpo o fragmento de union al antigeno de la forma de realizacion anterior, que comprende:

(a) una CDR1 de regidn variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 57;
(b) una CDR2 de regidn variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 58; y
(c) una CDR3 de region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 59.

36. El anticuerpo o fragmento de union al antigeno de la forma de realizacién anterior, que comprende una region
variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N° 46 y una regién variable de cadena ligera que
comprende la secuencia de SEC ID N°: 47.

37. El anticuerpo o fragmento de unioén al antigeno de la forma de realizacién 1, que comprende:

(a) una CDR1 de region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N°: 15;
(b) una CDR2 de regién variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N°: 16; y
(c) una CDRS3 de region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N°: 17.

38. El anticuerpo o fragmento de union al antigeno de la forma de realizacion anterior, que comprende:

(a) una CDR1 de region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 18;
(b) una CDR2 de regién variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 19; y
(c) una CDRS3 de region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 20.

39. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de la forma de realizacion anterior, que comprende una region
variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N° 11 y una regién variable de cadena ligera que
comprende la secuencia de SEC ID N°: 12.

40. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de la forma de realizacion 1, que comprende:

(a) una CDR1 de regién variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N°: 21;
(b) una CDR2 de regién variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N°: 22; y
(c) una CDRS3 de region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N°: 23.

41. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de la forma de realizacion anterior, que comprende:

(a) una CDR1 de region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 24;

(b) una CDR2 de regién variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 25; y

(c) una CDRS3 de region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 26.
42. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de la forma de realizaciéon anterior, que comprende una region
variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N°: 13 y una region variable de cadena ligera que
comprende la secuencia de SEC ID N°: 14.

43. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de la forma de realizacién 1, que comprende:

(a) una CDR1 de region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N°: 48;
(b) una CDR2 de region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N°: 49; y
(c) una CDR3 de region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N°: 50.

44. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de la forma de realizacion anterior, que comprende:

(a) una CDR1 de region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 51;
(b) una CDR2 de region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 52; y
(c) una CDR3 de region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 53.

45. El anticuerpo o fragmento de union al antigeno de la forma de realizacion 1, que comprende una region variable de
cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N°: 44 y una region variable de cadena ligera que comprende la
secuencia de SEC ID N°: 45.

46. El anticuerpo o fragmento de unidn al antigeno de la forma de realizacién 1, que comprende:

(a) una CDR1 de regién variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N°; 54;

(b) una CDR2 de regidn variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N°: §5; y

(c) una CDR3 de region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N°: 56.
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47. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de la forma de realizacion anterior, que comprende:

(a) una CDR1 de region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 57;
(b) una CDR2 de region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 58; y
(c) una CDR3 de region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 59.

48. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de la forma de realizacion anterior, que comprende una region
variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N°: 46 y una region variable de cadena ligera que
comprende la secuencia de SEC ID N°: 47.

49. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de la forma de realizacion 1, que comprende

(a) una CDR1 de regidn variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N°: 15, 21, 48 o 54;
(b) una CDR2 de region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N°: 16, 22, 49 o 55;
(c) una CDRS3 de region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N°: 17, 23, 50 o 56;
(d) una CDR1 de region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 18, 24, 51 o 57; (e)
una CDR2 de region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N° 19, 25, 52 o 58; y (f)
una CDR3 de regién variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 20, 26, 53 o 59; con no
mas de 8 sustituciones de aminoacidos conservadoras.

50. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de la forma de realizacién anterior, que comprende no mas de 5
sustituciones de aminoacidos.

51. El anticuerpo de cualquiera de las formas de realizacion anteriores, que es humano.

52. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de cualquiera de las formas de realizacion anteriores, que es
bivalente.

53. El anticuerpo de la forma de realizacion anterior, que es un anticuerpo IgGl, 1I9G2, IgG3 o IgG4.
54. El anticuerpo de la forma de realizacién anterior, que es un anticuerpo 1gG4.

55. El anticuerpo de cualquiera de las formas de realizacién anteriores, que comprende una mutacién de S241P en una
cadena VH.

56. Un anticuerpo aislado que comprende una secuencia de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N°:
7 y una secuencia de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 8.

57. Un anticuerpo aislado que comprende una secuencia de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N°:
9 y una secuencia de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 10.

58. Un anticuerpo aislado que comprende una secuencia de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N°:
40 y una secuencia de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 41.

59. Un anticuerpo aislado que comprende una secuencia de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N°:
42 y una secuencia de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 43.

60. Un anticuerpo aislado que compite mas con 16F16, 16F31, MS o 21F2 que con cualquiera de ON72, BAT221, 5C6,
1D11, ECM217 o 149810 en la unién a hNKG2D vy previene activacion mediada por NKG2D de una célula NK o T que
expresa NKG2D.

61. El anticuerpo aislado de la forma de realizacion anterior, que compite mas con MS que con ON72, BAT221, 5C6,
1D11, ECM217 o 149810.

62. El anticuerpo aislado de la forma de realizaciéon 60, que compite mas con 21F2 que con ON72, BAT221, 5C6, 1D11,
ECM217 o 149810.

63. Un anticuerpo aislado que se une a hNKG2D asociado a superficie celular en una preparacion de células NK con
una primera concentracién efectiva media maxima (CE50) y reduce la muerte de células objetivo que expresan ligando
de NKG2D mediado por la preparacion de células NK con una segunda CES50, en donde la segunda CE50 es
sustancialmente mas baja que la primera CE50.

64. El anticuerpo de la forma de realizacion anterior, en donde la preparacion de células NK es células NK-92 o NKL.

65. El anticuerpo de la forma de realizacién anterior, en donde el ligando es ULBP-3 o MICA.
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66. El anticuerpo de la forma de realizacion anterior, en donde la segunda CE50 es no mas de 80% de la primera CE50.
67. El anticuerpo de la forma de realizacion anterior, en donde la segunda CE50 es no mas de 50% de la primera CES50.
68. Un anticuerpo aislado que se une a hNKG2D, el anticuerpo logra su reduccion maxima de muerte mediada por
células NK de células objetivo que expresan un ligando a una concentracion mas baja que una concentracién

sustancialmente que satura NKG2D asociado a superficie celular.

69. Un anticuerpo aislado que se une a hNKG2D, previene la activacion mediada por NKG2D de una célula NK o T que
expresa NKG2D y es capaz de modular descendentemente mas de 70% de NKG2D asociado a superficie celular.

70. El anticuerpo de la forma de realizacion anterior, que es capaz de modular descendentemente menos de 90% de
NKG2D asociado a superficie celular de una célula NK.

71. Un anticuerpo aislado que se une a hNKG2D y que se une a células que expresan NKG2D humanas y de
Cynomolgous.

72. El anticuerpo de la forma de realizacién anterior, que tiene una CE50 para union a células T CD8+ de Cynomolgus
en una preparacion de PBMC que es por lo menos 50% de su CE50 para unién a células T CD8+ humanas en una
preparacion de PBMC.
73. El anticuerpo de la forma de realizacion anterior, que tiene una CE50 para unién a células T CD8+ de Cynomolgus
en una preparacion de PBMC que es por lo menos 65% de su CE50 para unién a células T CD8+ humanas en una
preparacion de PBMC.

74. El anticuerpo aislado de cualquiera de las formas de realizacion anteriores, que tiene una afinidad para NKG2D
humano de no mas de 0,1 nM.

75. El anticuerpo de cualquiera de las formas de realizacion anteriores, que tiene una afinidad para NKG2D humano de
no mas de 10 pM.

76. El anticuerpo de cualquiera de las formas de realizacion 60-75, que comprende:
(a) una CDR1 de regién variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N°: 48 o 54;
(b) una CDR2 de region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N°: 49 0 55; y
(c) una CDR3 de region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N°: 50 o 56.
77. El anticuerpo de la forma de realizacion anterior, que comprende:
(a) una CDR1 de regién variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 51 o 57,
(b) una CDR2 de regién variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 52 o0 58; y
(c) una CDRS3 de region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 53 o 59.
78. El anticuerpo de cualquiera de las formas de realizacion 60-77, que es humano.

79. Un fragmento de unién al antigeno del anticuerpo de cualquiera de las formas de realizacién 60-78.

80. Un acido nucleico que codifica una cadena variable-pesada o variable-ligera del anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno de cualquiera de las formas de realizacion anteriores.

81. Un vector de expresiéon que comprende el acido nucleico de la forma de realizacién anterior.
82. Una célula huésped que comprende el vector de expresion de la forma de realizacion anterior.

83. Una célula huésped que produce el anticuerpo o fragmento de union al antigeno de cualquiera de las formas de
realizaciéon 1-79.

84. La célula huésped de cualquiera de las formas de realizacién 82 y 83, que es una célula de CHO.

85. Un método de produccion de un anticuerpo anti-NKG2D o fragmento de union al antigeno que comprende cultivar la
célula huésped de cualquiera de las formas de realizacion 82 a 84 bajo condiciones adecuadas y recuperar el
anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo.

86. Un método de produccion de un anticuerpo anti-NKG2D variante o un fragmento de unién al antigeno del mismo,
que comprende:
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(a) proporcionar una regién variable de cadena pesada que comprende una secuencia de CDR1 seleccionada de
SEC ID N°: 15, 21, 48 y 54, una secuencia de CDR2 seleccionada de SEC ID N°: 16, 22, 49 y 55 y una secuencia
de CDR3 seleccionada de SEC ID N°: 17, 23, 50 y 56;

(b) proporcionar una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de CDR1 seleccionada de
SEC ID N°: 18, 24, 51 y 57, una secuencia de CDR2 seleccionada de SEC ID N°: 19, 25, 52 y 58 y una secuencia
de CDRS seleccionada de SEC ID N°: 20, 26, 53 y 59;

(c) alterar hasta 8 residuos de aminoacidos en cada una de las regiones variables de cadena pesada y ligera para
producir regiones variables de cadena pesada y ligera alteradas; y

(d) expresar un anticuerpo anti-NKG2D variante que comprende las regiones variables de cadena pesada y ligera
en una célula huésped.

87. Un inmunoconjugado que comprende el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de cualquiera de las formas de
realizacion 1-79, enlazado a un agente terapéutico.

88. Una molécula multiespecifica que comprende el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de cualquiera de las
formas de realizacion 1-79, enlazada a una segunda porcién que tiene una especificidad de union diferente de la del
anticuerpo.

89. La molécula multiespecifica de la forma de realizacién anterior, en donde la segunda porcién es un segundo
anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo.

90. Una composicion que comprende el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de cualquiera de las formas de
realizaciéon 1-79 y un portador farmacéuticamente aceptable.

91. Un método para prevenir la activacion mediada por NKG2D de una célula NK o T que expresa NKG2D, que
comprende poner en contacto la célula NK o T con el anticuerpo o fragmento de union al antigeno de cualquiera de las
formas de realizacion 1-79, en donde el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno compite con por lo menos un
ligando de NKG2D en la union a NKG2D.

92. El método de la forma de realizacion anterior, en donde el ligando de NKG2D es MICA.

93. El uso del anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de cualquiera de las formas de realizacién 1-79 para reducir
la cantidad de NKG2D sobre la superficie de una células NK o T que expresa NKG2D, que comprende poner en
contacto la célula NK o T con el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de cualquiera de las formas de realizacién
1-79, en donde el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno compite con por lo menos un ligando de NKG2D en la
uniéon a NKG2D humano.

94. El uso del anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de cualquiera de las formas de realizacién 1-79 para tratar un
trastorno inflamatorio o autoinmune, que comprende administrar la composicién de la forma de realizacién 90 a un
sujeto humano que padece o esta en riesgo de un trastorno inflamatorio o autoinmune.

95. El uso del anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de la forma de realizacion anterior, en donde el paciente
padece o esta en riesgo de un trastorno autoinmune.

96. El uso del anticuerpo o fragmento de union al antigeno segun la forma de realizacion anterior, en donde el trastorno
autoinmune es artritis reumatoide.

97. El uso del anticuerpo o fragmento de unién al antigeno segun la forma de realizacién 95, en donde el trastorno es
esclerosis multiple.

98. El uso del anticuerpo o fragmento de unién al antigeno segun la forma de realizacion 95, en donde el trastorno es
lupus eritematoso sistémico (SLE).

99. El uso del anticuerpo o fragmento de unién al antigeno segun la forma de realizacion 95, en donde el trastorno es
psoriasis.

100. El uso del anticuerpo o fragmento de unién al antigeno segun la forma de realizacion 95, en donde el trastorno es
enfermedad celiaca.

101. El uso del anticuerpo o fragmento de unién al antigeno segun la forma de realizacion 95, en donde el trastorno es
una enfermedad intestinal inflamatoria.

102. El uso del anticuerpo o fragmento de unién al antigeno segun la forma de realizacién anterior, en donde la
enfermedad intestinal inflamatoria es colitis ulcerativa.
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103. El uso del anticuerpo o fragmento de unién al antigeno segun la forma de realizacion 101, en donde la enfermedad
intestinal inflamatoria es enfermedad de Crohn.

104. El uso del anticuerpo o fragmento de unién al antigeno segun la forma de realizacién 94, en donde el sujeto
humano padece o esta en riesgo de rechazo de trasplante o enfermedad de injerto-versus-huésped.

105. El uso del anticuerpo o fragmento de union al antigeno segun la forma de realizacion anterior, en donde el
trasplante es un trasplante de corazén o un trasplante de médula dsea.

106. El uso del anticuerpo o fragmento de unién al antigeno segun de cualquiera de las formas de realizacion 94 a 105,
que ademas comprende administrar un segundo agente antiinflamatorio.

107. El uso del anticuerpo o fragmento de unién al antigeno segun de la forma de realizacion anterior, en donde el
segundo agente antiinflamatorio es seleccionado de un inmunosupresor, un analgésico, un agente antiangiogénico, un
corticosteroide, un agente de agotamiento de células B, un antagonista de células B, un antagonista de células T, un
agente inhibidor de complemento, un agente anti-citocina y un agente de receptor anti-citocina y combinaciones de los
mismos.

108. El uso del anticuerpo o fragmento de unién al antigeno segun cualquiera de las formas de realizacion 106 y 107, en
donde el segundo agente antiinflamatorio es un antagonista de actividad de FNT-alfa.

109. El uso del anticuerpo o fragmento de unién al antigeno para tratar un trastorno inflamatorio o autoinmune, que
comprende administrar la composicion de la forma de realizaciéon 90 a un sujeto humano en riesgo de un trastorno
inflamatorio o autoinmune.

110. El uso del anticuerpo o fragmento de unién al antigeno segun la forma de realizaciéon anterior, en donde el sujeto
humano esta en riesgo de rechazo de rechazo de trasplante o enfermedad de injerto-versus-huésped.

111. El uso del anticuerpo o fragmento de union al antigeno de cualquiera de las formas de realizacion 1-79, en la
preparacion de un medicamento para tratar un trastorno inflamatorio o autoinmune en un sujeto humano.

112. El anticuerpo o fragmento de union al antigeno de cualquiera de las formas de realizacion 1-79, para usarse en el
tratamiento de un trastorno inflamatorio o autoinmune en un sujeto humano.

[0369] Todos los encabezados y sub-encabezados se usan en la presente por conveniencia unicamente y no deben
considerarse como limitantes de la invencién en ninguna forma.

[0370] Cualquier combinacion de los elementos anteriormente descritos en todas las posibles variaciones de las mismas
es abarcada por la invencién a menos que se indique de otra manera en la presente o sea de otra manera contradicha
claramente por el contexto.

[0371] Los términos "un" y "una", "el" y "la" y referentes similares como se usa en el contexto de la descripcién de la
invencion han de ser considerados para cubrir tanto el singular como el plural, a menos que se indique de otra manera
en la presente o se contradiga de otra manera claramente por el contexto.

[0372] La mencién de intervalos de valores en la presente simplemente se pretende que sirva como un método
abreviado de referirse individualmente a cada valor separado que caiga dentro del intervalo, a menos que se indique de
otra manera en la presente y cada valor separado se incorpora en la especificacion como si se mencionara
individualmente en la presente. A menos que se indique otra cosa, todos los valores exactos provistos aqui son
representativos de valores aproximados correspondientes (por ejemplo, todos los valores ilustrativos exactos provistos
con respecto a un factor o medicion particular puede ser considerado que proporcionan también una medicion
aproximada correspondiente, modificada por "aproximadamente", en donde es apropiado).

[0373] Todos los métodos descritos aqui se pueden realizar en cualquier orden adecuado a menos que se indique de
otra manera en la presente o se contradiga otra manera claramente por el contexto.

[0374] El uso de cualquiera y todos los ejemplos o lenguaje ilustrativo (por ejemplo, "tal como") provistos en la presente,
se pretende que ilustre mejor la invencién y no posee una limitacién en el alcance de la invencién a menos que se
indique de otra manera. Ningun lenguaje en la especificacion debe considerarse como que indica que algun elemento es
esencial para la practica de la invencién a menos que se establezca en forma explicita.

[0375] La cita e incorporacion de documentos de patente en la presente se hace para conveniencia Unicamente y no
refleja alguna vista de la validez, patentabilidad y/o imposicién de esos documentos de patente.

[0376] La descripcion en la presente de cualquier aspecto o forma de realizacion de la invencion que usa términos tales
como "que comprende”, "que tiene", "que incluye" o "que contiene" con referencia a un elemento o elementos se
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pretende que proporcione suporte para un aspecto o forma de realizacién similar de la invencién que "consiste de",
"consiste esencialmente en" o "sustancialmente comprende" ese elemento o elementos particulares, a menos que se
establezca de otra manera o se contradiga claramente por el contexto (por ejemplo, una composicion descrita aqui
como que comprende un elemento particular se debe entender como que describe también una composiciéon que
consiste en ese elemento, a menos que se establezca de otra manera o se contradiga claramente por el contexto).

[0377] Esta invencion incluye todas las modificaciones y equivalentes del material mencionado en los aspectos o
reivindicaciones presentadas aqui al grado maximo permitido por la ley aplicable.

Listado de secuencias

[0378]

<110> Novo Nordisk A/S

<120> ANTICUERPOS CONTRA NKG2D HUMANO Y USOS DE LOS MISMOS
<130> 7923.504-WO

<160> 71

<170> Patentln version 3.5

<210> 1

<211> 1770

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400>1
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<213> Homo sapiens
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<213> Homo sapiens

<400>6
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caggtggcag

ctacacacay

60

120

189

240

300

dgl

420

480

o0

el

720

80

49

900

F&0

1020

1080

11410

12040

1250

1320

1347



gaaattytgt
ototootgea

cotggocagy
gacaygtnog
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<213> Homo sapiens
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cagtatggta
ghggotgoaa
goctotgttyg
gtggataaacg
gacagoaaat

faagtotacy

2308 ggggad

95

tagootggta
goagggocad
tcaceatoasy
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Glu val @ln Leu Val &ln 8er Gly Ala &lu Val Lyvs Lye Pra Gly Glu

Ser Leu Lys Ile 3er Cye Lys CGly 8gr Fly Tyr Ser Fha Thr Begr Tyr
20 25 30

Trp Ile 3ly Trp Val arg &ln Met Pro 4ly Lye Gly Leu dlu Trp Met
35 40 45

Gly Ila Il= Tvr Pro Gly A8p S2a&r Asp Thr Arg Twr Ser Pra Ssr Fhe
50 55 ad

gln Sly Gln val Thr Ile Ser Ala Asp Lve Ber Ile Ser Thr Ala Tyt
&5 Fa 7E g0

Leuw Gln Trp Ser Ser Leu Lys2 Rla Ser ASp Thr Ala Meat Tyve Tyr Cye

E] S0 95
Ala Arg Ile Thr Mat Val 2rg Gly Val Ile Ila Tyr Fhe Asp Tyr Trp

100 193 110

Gly Gln Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser
115 120

<210> 63

<211>107

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 63

Glu Ile ¥Wal Lau Thr Gln Ber Pro Ata Thr Leu Ser Len Ser Pro Slvy
1 & 10 18

Glu Arg &la Thy Leu Ser Cyg Arg Ala Ssr Gln Ser Val Ser Ser Tyr
24 25 30

Leu ala Trp Tyr @ln &ln Lye Preo Gly @ln Ala Pro Rrg Leu Leu Ile

Tyr asp &la Ber Asn aArg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Giy
50 EE 60

gar Gly Ser Giy Thr Asp Fhe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro
65 70 75 80

@ly Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln &rg Ser 2sn Trp Pre Trp
BS 80 95

Thr Phe Qly Gln Gly Thr Lys val Glu Ils Lys

100 13%
<210> 64
<211>97

128



10

15

20

25

30

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 64

E3ln Val Gln Leeu
1

Thr Leu Ser Lay
20

Tvr Trp Ser Trp
35

Gy Tvr Ile Tvr
50

Bar Arg Val Thr
BB

Ly Leu Ser Hayp

Aref

<210> 65

<211>16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 65

2Asp Ala Phe Rep
1

<210> 66

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 66

Trp Thr FPhe Gly
1

<210> 67

<211>98

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 67

Glu val Gln Leau
1

&g Leu Lys Ile

Z1ln

Thr

Ile

Tyr

Ile

Val
a5

Val

ekl

val

Her

Glu Ber

Arg Gln
Ber GEly

EE

Sar Val
71

Tht Ala

Trp dly

@ly Thr

3ln Ser

Cye Lys

Gly

Val

Fro

40

Zar

Amp

Ala

Gln

Lys

Sly

Gly
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Pro Gly Leu Val Lyg Fro Ser ¢lu
19 18

Ser dly Gly Ser Ile Ser Ser Tyr
25 in

Prg Gly Lys Gly Lau dlu Trp Ila
45

Thr Aszn Tyr Asn Pro Ser Leu Lye
. 69

Thr 8er Lys Asn &ln Phe Ser Leu
75 a9

Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
&G 35

Gly Thr Met Val Thr val Ser Ser
1a 18

Val ¢lu Ile LyE
14

Ala zlu Val Lys Lys Pro 3ly Glu
10 18

g2r §ly Tvr Ser Phe Thr Ser Tyr
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35
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<212> PRT
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<400> 68

Ila Thr Mat Val
1

<210> 69

<211>95

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 69

@lu Ile YVal Len
1

Glu Arg Ala Thr
20

Leu 2la Trp Tyr
35

Tyr REp Ala Sar
50
Sar Gly Ser Gly

65

3lu Asp Phe Ala

<210>70
<211> 220
<212> PRT
<213> Artificial
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25

chy)
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40
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EE
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70

TE

80
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10
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<220>

<223> Secuencia humanizada

<400>

3Eln
1

gar

Trp

aly

3ln

1

Mt

Ala

Sly

Sar

Ala

145
val

Ala

val

Eig

70

Val

Val
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Iro
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Val
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<220>

<223> Secuencia humanizada

<400> 71

Tyy Ile
1

Arp Ary
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ger
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45

Val Pro Sar Axg
&0
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75
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Ile Lys Arg Thr

Aap Glu Gln Leu
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T¥r Fro Arg Glu Bla
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AP A®N Rla Lau Jln Bar 4ly Zsn 3ar Gln

155

1&D

LB Ser Lys Asp Baxr Thr Tvr Ger La&u Har
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REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo monoclonal humano aislado o un fragmento de unién al antigeno del mismo, que compite con un
anticuerpo de referencia en la unién a hNKG2D, donde el anticuerpo de referencia comprende una region variable de
cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N°: 44 y una region variable de cadena ligera que comprende la
secuencia de SEC ID N°: 45.

2. Anticuerpo o fragmento de union al antigeno de la reivindicacion 1, que se une a un epitopo que comprende Lys 150,
Ser 151, Tyr 152, Thr 180, lle 181, lle 182, Glu 183, Met 184, GIn 185, Leu 191, Lys 197, Tyr 199, Glu 201, Thr 205, Pro
206, Asn 207 o Thr 208 de SEC ID N°: 2 o cualquier combinacién de los mismos.

3. Anticuerpo o fragmento de union al antigeno de las reivindicaciones 1 o0 2, que comprende un paratopo que incluye un
residuo correspondiente a GIn 1, Asp 26, Asp 27, Ser 30, Ser 31, Tyr 32, Tyr 33, His 50, Ser 52, Tyr 53, Ser 54, Ser 56,
Ala 57, Asn 58, Trp 98 o Asp 99 de SEC ID N° 44 o Tyr 33 o Trp 97 de SEC ID N°: 45, o cualquier combinacion de los
mismos.

4. Anticuerpo o fragmento de union al antigeno de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende:

(a) una CDR1 de regién variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N°: 48;
(b) una CDR2 de region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N°: 49; y
(c) una CDR3 de region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N°: 50.

5. Anticuerpo o fragmento de union al antigeno de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende:

(a) una CDR1 de regién variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 51;
(b) una CDR2 de regién variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 52; y
(c) una CDRS3 de region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 53.

6. Anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende:

(a) una CDR1 de region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N°: 48;
(b) una CDR2 de regién variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N°: 49; y
(c) una CDRS3 de region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N°: 50; y
(d) una CDR1 de regién variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 51;

(e) una CDR2 de regién variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 52; y
(f) una CDRS de region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de SEC ID N°: 53.

7. Anticuerpo monoclonal aislado, o un fragmento de unién al antigeno del mismo, que comprende una regién variable
de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID N° 44 y una region variable de cadena ligera que
comprende la secuencia de SEC ID N°: 45.

8. Anticuerpo aislado o fragmento de union al antigeno de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que se une a
hNKG2D y entrecruza no mas de dos dimeros de hNKG2D cuando se afiade a células T o NK que expresan NKG2D.

9. Anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que, cuando se une a
un primer monémero de hNKG2D en un dimero de hNKG2D, bloquea la unién del anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno al segundo mondmero de hNKG2D.

10. Anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, para el que la
proporcion de las areas de exclusion de solvente del primer y segundo monémero de hNKG2D en un dimero de
hNKG2D es de aproximadamente 2:1 o mas.

11. Anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que es humano o
humanizado.

12. Método para producir un anticuerpo anti-NKG2D, o un fragmento de unién al antigeno del mismo, que comprende el
cultivo de una célula huésped que comprende un acido nucleico que codifica un anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-11, bajo condiciones adecuadas y la recuperacion de dicho anticuerpo
o fragmento de unién al antigeno del mismo.

13. Anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-11 o anticuerpo producido en la
reivindicacion 12, para su uso en el tratamiento de un trastorno inflamatorio o autoinmune.

14. Anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-11 o anticuerpo producido en la

reivindicacion 12, para su uso en el tratamiento de un trastorno inflamatorio o autoinmune, donde el trastorno

inflamatorio o autoinmune es artritis reumatoide, esclerosis mudltiple, lupus eritematoso sistémico (SLE), psoriasis,
133
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enfermedad celiaca, colitis ulcerativa, enfermedad de Crohn, rechazo de trasplante o enfermedad de injerto-versus-
huésped

15. Anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-11 o anticuerpo producido en la
reivindicacion 12, para su uso en el tratamiento de un trastorno inflamatorio o autoinmune, donde el trastorno
inflamatorio o autoinmune es la enfermedad de Crohn.
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cadena pesada de 16F16 (IgG4):

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSSYSMNWVRQAPGKGLEWVSSITSSSSYIYYAD

SVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDRRYFDWFPLDYRGQGTLVTVSSAST

KGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVITVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
SSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLEFPPKP
KDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVL
HODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVEFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSLGK (SEQ ID NO:7)

cadena ligera de 16F1l6:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQKPEKAPKSLIYAASSLQSGVPSRF

SGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYNGYPYTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADY
EKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO:8)

cadena pesada de 16F31 (IgG4):

EVQLVESGGGVVRPGGSLRLSCAASGFTFDDYGMTWVRQAPGKGLEWVSGINWNGGSTGYAD

SVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTALYYCARERELYYYYYGLDVWGQGTTVTVSSAS

TKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS
LSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPK
PKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTV
LHOQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEAL
HNHYTQKSLSLSLGK (SEQ ID NO:9)

cadena ligera de 16F31:

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDR

FSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPFTFGPGTKVDIKRTVAAPSVFIFPPSDE
QLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKAD
YEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO:10)

Fig. 4A
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Cadena pesada de MS (IgG4):

QVHLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSDDSISSYYWSWIRQPPGKGLEWIGHISYSGSANYNPS

LKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCANWDDAFNIWGQGTMVTVSSASTKGPSVF
PLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLN
GKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDI
AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQK
SLSLSLGK (SEQ ID NO:40)

Cadena ligera de MS:

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDR

FSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPWTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDE
QLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKAD
YEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO:41)

Cadena pesada de 21F2 (IgG4):

EVQLVQSGAEVKEPGESLKISCKNSGYSFTNYWVGWVRQMPGKGLEWMGIIYPGDSDTRYSP

SFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKASDTAMYYCGRLTMFRGIIIGYFDYWGQGTLVTIVSSA

STKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY
SLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFEFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLV
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVEFSCSVMHEA
LHNHYTQKSLSLSLGK (SEQ ID NO:42)

cadena ligera de 21F2:
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYDASNRATGIPARF
SGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNWPWTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADY
EKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO:43)

Fig. 4B
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Fig. 5A: Cadena pesada de 16F16

1 2 3 4 5 6
12345678901234567890123456789012345AB67890123456789012ABC34567890
EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSSYSMN WVRQAPGKGLEWVSSITS SSSYIYYA
EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSSYSMN WVRQAPGKGLEWVSSISS SSSYIYYA

7 8 9 10 11
1234567890123456789012ABC345678901234567890ABCDEFGHIJK1234567890 <- Kabat
DSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDRRYFDWFPL DYRGQGTLVTVSS VH de 16Fl16
DSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR/ / DYWGQGTLVTVSS VH3_21/D3-9/JH4

Fig. 5B:Cadena ligera de 16F1l6
1 2 3 4 5 6
123456789012345678901234567ABCDEF890123456789012345678901234567890

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQ GISSWLAWYQQKPEKAPKSLIYAASSLQSGVPS
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQ GISSWLAWYQQKPEKAPKSLIYAASSLQSGVPS
7 8 9 10

12345678901234567890123456789012345AB67890123456789 <- Kabat
RFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYNGYP YTFGQGTKLEIK VL 16F16
RFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYNSYP//YTFGQGTKLEIK VKI_L15/JK2

Fig. 5C:Cadena pesada de 16F31

1 2 3 4 5 6
12345678901234567890123456789012345AB67890123456789012ABC34567890
EVQLVESGGGVVRPGGSLRLSCAASGFTFDDYGMT WVRQAPGKGLEWVSGINW NGGSTGYA
EVQLVESGGGVVRPGGSLRLSCAASGFTFDDYGMS WVRQAPGKGLEWVSGINW NGGSTGYA

7 8 9 10 11
1234567890123456789012ABC345678901234567890ABCDEFGHIJK1234567890 <- Kabat

DSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTALYYCARERELYYYYYGL DVWGQGTTVTVSS VH de 16F31
DSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTALYHCAR/ /YYYYYGM DVWGQGTTVTVSS VH3_ 20/D3-
10/JH6

Fig 5D: Cadena ligera de 16F31

1 2 3 4 5 6
123456789012345678901234567ABCDEF890123456789012345678901234567890
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQS VSSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPD
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQS VSSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPD

7 8 9 10

12345678901234567890123456789012345AB67890123456789 <- Kabat
RFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSP FTFGPGTKVDIK VL de 16F31
RFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSP//FTFGPGTKVDIK VKIII A27/JK3
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Fig BE: Cadena pesada de MS

Cadena pesada de MS

1 2 3 4 5 6
123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890 Kabat
QVHLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSDDSISSYYWSWIRQPPGKGLEWIGHISYSGSANYN VH de MS
QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYWSWIRQPPGKGLEWIGYIYYSGSTNYN VH4 59

7 8 9 10 11
1234567890123456789012ABC34567890123A 45678901234567890123 Kabat
PSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCA_ NWD DAFNIWGQGTMVTVSS VH de MS
PSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR/NWG/DAFDIWGQGTMVTVSS VH4_59/D7_27_3/JH3

Fig. 5F: Cadena ligera de MS

1 2 3 4 5 6
123456789012345678901234567A890123456789012345678901234567890 Kabat
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPD Cadena Ligera de MS
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPD VKIII_A27

7 8 9 10
12345678901234567890123456789012345 678901234567 Kabat
RFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSP WIFGQGTKVEIK VL de MS
RFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSP/WITFGQGTKVEIK VKIII A27/JK1

Fig. 5G: Cadena pesada de 21F2

1 2 3 4 5 6
1234567890123456789012345678901234567890123456789012A34567890 Kabat
EVQLVQSGAEVKEPGESLKISCKNSGYSFTNYWVGWVRQMPGKGLEWMGI IYPGDSDTRYS Cadena pesada de 21F2
EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFTSYWIGWVRQMPGKGLEWMGIIYPGDSDTRYS VH5_ 51

7 8 9 10 11
1234567890123456789012ABC345678901234 567890ABCDEF1234567890123 Kabat
PSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKASDTAMYYCGR LTMFRGIIIGYFDYWGQGTLVTVSS Cadena ligera de 21F2

PSFQGQVTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYCAR/ITMVRGVII/YFDYWGQGTLVTVSS VH5_ 51/D3 10 _R3/JH4

Fig BH: Cadena liegra de 21F2

1 2 3 4 5 6
123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890 Kabat
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYDASNRATGIPA Cadena ligera de 21F2
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYDASNRATGIPA VKIII_L6

7 8 9 10
12345678901234567890123456789012345 678901234567 Kabat
RFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNWP WITFGQGTKVEIK 21F2 Light Chain
RFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNWP/WITFGQGTKVEIK VKIII_L6/JK1
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Unién de MICA después de preincuaciéon con mAb
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Fig. 8
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células NK de cyno células T CD8 de cyno
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BaF/3-MICA
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Inhibicién de citotoxicidad
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NKG2D restante depués de incubacién durante la noche
con MS segun se indica
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Fig. 20A

156



MS

ES 2483942 T3

NN
N

N ~.
\ 2

\\\\\\\
'

\

NKG2D

Fig. 20B

157



ES 2483942 T3

hzON72

hzON72

NKG2D

Fig. 20C

158



ES 2483942 T3

Unidad monomérica 1 de NKGD2
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Unidad monomérica 1 de NKGD2

1 MGWIRGRRSR HSWEMSEFHN YNLDLKKSDF STRWQKQRCP
51 SPFFFCCFIA VAMGIRFIIM VTIWSAVFLN SLFNQEVQIP
101 KNWICYKNNC YQFFDESKNW YESQASCMSQ NASLLKVYSK
151 SYHWMGLVHI PTNGSWQWED GSILSPNLLT ITEMQKGDCA
201 ENCSTPNTYI CMQRTV
Unidad monomeérica 2 de NKGD2
1 MGWIRGRRSR HSWEMSEFHN YNLDLKKSDF STRWQKQRCP
51 SPFFFCCFIA VAMGIRFIIM VTIWSAVFLN SLFNQEVQIP
1¢1 KNWICYKNNC YQFFDESKNW YESQASCMSQ NASLLKVYSK
151 SYHWMGLVHI PTNGSWQWED GSILSPNLLT IIEMQKGDCA
201 ENCSTPNTYI CMQRTV

Fig. 21B
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Unidad monomérica 1 de NKGD2

1 MGWIRGRRSR
51 SPFFFCCFIA
101 KNWICYKNNC
151 SYHWMGLVHI
201 ENCSTPNTYI

HSWEMSEFHN

VAMGIRFIIM

YQFFDESKNW

PTNGSWQWED

CMQRTV

Unidad monomérica 2 de NKGD2
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104 KNWICYKNNC
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Fig. 21C
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Fig. 22
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