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DESCRIPCION
Anticuerpos anti-KIR3D
Campo de la invencion

La presente divulgacion proporciona proteinas de unién a antigeno capaces de unirse a polipéptidos KIR3DL2. Los
anticuerpos presentan un aumento de la actividad en el tratamiento de trastornos caracterizados por células que
expresan KIR3DL, en particular linfocitos T CD4", incluyendo neoplasias tales como Micosis fungoide y Sindrome de
Sézary.

Antecedentes

Los receptores linfociticos de tipo inmunoglobulina (KIR) son una familia de receptores que, junto con los receptores
de lectina de C (CD94-NKG2), son usados por subconjuntos de linfocitos NK y linfocitos T para reconocer de forma
especifica moléculas de clase | de MHC. Ciertos KIR inhibitorias y de activacién tienen dominios extracelulares
altamente similares y son reconocidos por el mismo anticuerpo monoclonal, por ejemplo tanto KIR2DL1 como
KIR2DS1 son reconocidos por EB6, y 2DL2 y 2DS2 por GL183. Se han usado tres criterios (nimero de dominios
extracelulares de tipo Ig (dominios DO, D1, D2), longitud de la cola citoplasmatica, y analogia de secuencias) para
clasificar las proteinas KIR en 13 grupos, en particular KIR3DL1-2, KIR3DS1, KIR2DL1-5, y KIR2DS1-5. La
nomenclatura 2D para 2 dominios o 3D para 3 dominios proporciona el nimero de dominios de tipo Ilg; los
receptores con cualquier dominio citoplasmatico largo o corto se clasifican adicionalmente como L 0 S. (Pascal V. et
al., 2007 J. Immunol. 179: 1625-1633). Los receptores inhibitorias poseen colas citoplasmaticas largas (L) (es decir,
KIR2DL o KIR3DL) que contienen un ITIM candnico que se fosforila con tirosina después del acoplamiento de KIR
de sus ligando los de clase | de HLA. El ITIM fosforilado recluta el dominio de homologia 2 de Src que contiene
fosfatasa 1 del dominio 2 de homologia de Src de proteinas tirosina fosfatasas y/o fosfatasa 2 que contiene dominio
de homologia 2 de Src, que desfosforilan sustratos celulares, abortando de este modo la sefial de activacion de NK,
es decir, moderando las células diana con expresion de clase | apropiada de auto-MHC. Los receptores con colas
citoplasmaticas cortas (S) carecen de los ITIM (es decir, KIR2DS o KIR3DS). Estos KIR de activacion contienen un
resto cargado con sus dominios de transmembrana facilitando la interaccion con la cadena KARAP/DAP12 de
sefializacion. Se ha mostrado que el acoplamiento de la familia KIR2DS de receptores conduce a una cascada de
sucesos de sefializacion mediados por KARAP/DAP12 que culminan con el aumento de la actividad citolitica de los
linfocitos NK y la produccién de citoquinas proinflamatorias tales como IFN-y (Pascal et al. 2007) J. Immunol. 179:
1625-1633). Se predice que los linfocitos NK maduros adquieren al menos un receptor inhibitorio especifico para una
molécula de clase | auto-MHC especifica, que generalmente prevalece de forma funcional sobre moléculas de
activacion potencialmente autorreactivas. Se propone que la respuesta de los linfocitos NK representa el resultado
integrado de la sefializacién tanto de activacién como inhibitoria por KIR y otros receptores.

El analisis de cristalografia por rayos X ha proporcionado imagenes de alta resoluciéon de KIR2DL2 unido a HLA-Cw3
y de KIR2DL1 unido a HLA-Cw4 (Boyington, et al. (2000) Nature. 405: 537-543). En ambos complejos, se ven
implicados bucles de los dominios D1 y D2 de tipo Ig de KIR2D en la union a moléculas de HLA. En comparacion
con las interacciones de KIR2D con HLA-C, se sabe poco de la interaccién entre KIR3D y sus ligandos HLA-B o
HLA-A. Los genes de KIR2D que codifican receptores HLA-C forman parte de un grupo mas grande de KIR
denominado KIR del linaje Il y todos los genes de KIR2D del linaje Il contienen un pseudoexdn que codifica un
dominio DO que no se incorpora en el ARN maduro. Por lo tanto, se cree que los genes de KIR2D han evolucionado
a partir de genes de KIR3D. El KIR humano especifico para HLA-A y B forma parte del linaje 1l de KIR que esta
formado Unicamente por KIR3D y todos comprenden un dominio DO. El dominio DO es el dominio de tipo Ig mas N-
terminal en proteinas KIR3D. Aunque algunos informes sugieren que el dominio DO no estd implicado en la
sefializacion inducida por ligandos (por ejemplo, Snyder et al. (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 96: 3864-3869,
otros han propuesto modelos en los que el dominio DO no participa en la unién a ligandos y puede tener un aumento
de su funcion en la sefializacion. Khakoo et al., (2002) (J. Exp. Med. 196 (7):9 11-921) informaron que diversas
mutaciones puntuales en los dominios D1 y D2 de KIR3DL1, pero ninguna de 15 mutaciones puntuales en DO,
anulaban la unién de KIR3DL1 a Bw4" HLA-B.

Se informado que varias neoplasias, trastornos autoinmunes o inflamatorios implican a los linfocitos T CD4" que
expresan receptores KIR3D. Sin embargo, el papel funcional de KIR en los linfocitos T es muy desconocido, y sea
informado de la sefializacién mediada por KIR solamente en linfocitos T CD8" y NK, en cuyo caso KIR se ha visto
implicado en la regulacion de la citotoxicidad de células efectoras. El escaso conocimiento de la sefializacion de KIR
en los linfocitos T CD4" se ha limitado a KIR activadores (por ejemplo, polipéptidos KIRDS), y se ha informado que
éstos solamente tienen un papel coactivador, en lugar del papel activador real en linfocitos NK (véase, por ejemplo
Namekawa 2000, mencionado anteriormente). Se informd que la falta de funcion activadora real para KIRDS era
debida a la falta de adaptadores de sefializacion "DAP12" en linfocitos T (Snyder et al. (2003) J. Exp. Med. 197 (4):
437-49).

En la bibliografia cientifica se ha informado de la existencia de numerosos anticuerpos anti-KIR. Shin et al. (1999)
Hibridoma 18 (6): 521-527, por ejemplo, informan de un estudio de anticuerpos KIR. La mayoria de los anticuerpos
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que se unen a KIR no parece que inhiban la transduccion de la sefial mediada por el KIR y por lo tanto no eran
funcionales. Watzl C. et al., (2000) Tissue Antigens; 56: 240-247, identificaron anticuerpos "Ligl" que se unian a un
epitopo comun en receptores KIR2D, (excepto para KIR2DL4) pero que no se unian a ningun polipéptido KIR3D. Sin
embargo, los anticuerpos de Watzl et al. no eran funcionales en su capacidad para bloquear la inhibicion mediada
por ligando de KIR de la citotoxicidad de linfocitos NK, ni inhibian la unién de proteinas de fusion de KIR-Ig a células
que expresan la clase | de MHC. Otras publicaciones mencionan la existencia de anticuerpos reactivos frente a
diversos polipéptidos KIR3D. No se informa de que ninguno de estos anticuerpos distinga polipéptidos KIR3D de
polipéptidos KIR2D mediante la unién de todos los KIR3D (es decir KIR3DL1, KIR3DL2 y KIR3DS1) incluso ningln
polipéptido KIR2D. Se ha informado de dos anticuerpos anti-KIR3DL2: Q241 y Q66 (Pende, et al. (1996) J Exp Med
184: 505-518). Estos anticuerpos son del isotipo IgM y se esperara que tengan baja actividad de ADCC, o si sus
regiones variables se colocaran en el contexto de un anticuerpo de tipo IgG bivalente, por lo general su afinidad
disminuiria hasta el punto de que se podria descartar una induccién significativa de ADCC. Se informé de la
existencia de un anticuerpo KIR3DL2 adicional mencionado solamente con el nombre de las células "AZ158" que lo
producen (Parolini, S., et al. (2002) In Leucocyte typing VII. D. Mason, editor. Oxford University Press, Oxford. 415-
417). Se ha informado que varios anticuerpos se unen al KIR3DL1 monomérico pero no al p140-KIR3DL2 dimérico
(por ejemplo, el clon Z27 del grupo A. Moretta y DX9 del grupo L. Lanier, ambos disponibles en Becton Dickinson).
Mientras que KIR3DL1 y KIR3DS1 comparten una identidad de secuencias elevada (KIR3DS1 es una forma de
activacion del gen KIRDL1), KIR3DL2 y KIR3DL1 difieren en que KIR3DL2 son diméricos y comparten una identidad
de aminoacidos menor con KIR3DL1, incluyendo dentro del ECD (identidad de un 86 %). KIR3DL1 reconoce las
moléculas HLA-B de clase | de MHC mientras que KIR3DL2 reconoce HLA-A.

A pesar de las numerosas investigaciones en la familia KIR, y a pesar de la existencia de reactivos de investigacion
gue se unen a diversos KIR, el papel de ciertos KIR tal es como los polipéptidos KIR3D sigue sin elucidar. Por lo
tanto, existe una necesidad de mejorar las terapias basadas en anti-KIR.

Sumario de la invencion

El alcance de la presente invencion se define con las reivindicaciones y cualquier informacion que no entre dentro de
reivindicaciones se proporciona tan solo de manera informativa.

La presente divulgacion e el resultado, entre otros, del descubrimiento de anticuerpos que se unen al dominio DO de
polipéptidos KIR3D. El dominio DO se sitla en los restos de aminoacidos 22 a 145, con referencial polipéptido
KIR3DL2 de la SEC ID N°: 4. Ademas, se observé que el anticuerpo que tiene tal funcionalidad no solo se unia a
KIR3DL2, sino también a KIR3DL1 y KIR3DS1, y que el anticuerpo se unia a un determinante comun en el dominio
DO de estas proteinas KIR3D. La divulgacion resulta adicionalmente del descubrimiento de que los anticuerpos que
se unen a polipéptidos KIR3DL2, y en particular al dominio DO de los polipéptidos KIR3D, son capaces de disminuir
directamente la proliferacion de linfocitos T CD4" que expresan KIR3DL2, es decir mediante la induccion de una
sefial inhibidora mediada por KIR3DL2. Anteriormente, se habia informado de que solamente los dominios D1 y D2
eran esenciales para la sefializacion inducida por la unién de ligandos de molécula HLA a polipéptidos KIR3DL.
Ademas, se muestra que es posible obtener anticuerpos que son selectivos para el dominio DO con respecto a los
dominios de tipo Ig de D1 y D2, proporcionando un medio para dirigirse, identificar y modular de forma especifica la
actividad del dominio DO de polipéptidos KIR3D. Ademas se descubrid que los anticuerpos anti-KIR3D que tienen
porciones de Fc que se unen a receptores de Fc eran capaces de mediar ADCC mediado por linfocitos NK hacia las
células que expresan KIR3DL2, independientemente de o ademas de cualquier efecto de sefializacion de KIR3DL2.
También se observé que la capacidad de los anticuerpos para mediar ADCC hacia células que expresan KIR3DL2
se podria aumentar de forma significativa mediante la modificacién de la porciéon Fc del anticuerpo produciéndolo en
una linea celular que genera anticuerpos hipofucosilados.

La presente divulgacién también proporciona compuestos de uniéon a antigeno, por ejemplo anticuerpos, que se
unen a un determinante o epitopo comun compartido por el KIR3DL2 en forma dimérica 0 monomérica, asi como los
KIR3DL1 y KIR3DS1 monoméricos. Los compuestos de unién a antigeno proporcionan de este modo un medio para
distinguir los polipéptidos KIR3D de los polipéptidos KIR2D. Tal como se muestra en los Ejemplos en el presente
documento, un anticuerpo que se une a todos los KIR3D pero no a los polipéptidos KIR2D reconocian ligeramente
mas que aproximadamente la mitad de los linfocitos NK de un donante individual. Por otro lado, un anticuerpo que
reconoce todos los KIR (o al menos KIR2DL1 y KIR2DL2/3) se unira a cada linfocito NK cell, tal como se observa en
poblaciones de NK policlonales de diferentes donantes (Watzl et al. 2000, mencionado anteriormente), ya que se
cree que cada linfocito NK en cada donante expresa un receptor KIR2D. Ademas, se cree que la expresion de
receptores KIR3D en linfocitos NK, en particular KIR3DS1, se produce a un nivel relativamente bajo, que, sin desear
quedar ligado a ninguna teoria, puede haber excluido la supresion significativa mediada por ADCC de linfocitos NK
mediante un anticuerpo IgG1. Como resultado, los compuestos de unién a antigeno especificos de KIR3D tienen un
grado de selectividad para sus dianas celulares y pueden suprimir los linfocitos T que expresan KIR a través de
ADCC mediado por linfocitos NK. Ademas, la actividad de ADCC mediada por linfocitos NK puede aumentar hasta
niveles elevados para modificar la regién Fc del anticuerpo.

En otro aspecto, se incluye un compuesto de unién a antigeno aislado, por ejemplo un anticuerpo, que se une de
forma especifica a un epitopo presente en un polipéptido KIR3DL2 e inhibe la proliferacion de células que expresan
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KIR3DL2, por ejemplo linfocitos T humanos, células tumorales, células tumorales de linfocitos T. En un aspecto, la
divulgacion proporciona un compuesto de unién a antigeno aislado que se une de forma especifica a un epitopo
presente en un polipéptido KIR3DL (por ejemplo, KIR3DL1 o KIR3DL2) e induce la sefializacion de KIR3DL (por
ejemplo, KIR3DL1 o KIR3DL2) en una célula que expresa KIR3DL, por ejemplo un linfocito T. Tales compuestos se
pueden usar para inhibir la proliferacion o la actividad (por ejemplo, actividad proinflamatoria, produccion de
citoquinas) de células tumorales o células implicadas en autoinmunidad o inflamacién, por ejemplo linfocitos T.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un compuesto de uniéon a antigeno aislado que se une de forma
especifica a un epitopo presente en un polipéptido KIR3DL (por ejemplo, KIR3DL1 o KIR3DL2) e induce la
sefializacion de KIR3DL (por ejemplo, KIR3DL1 o KIR3DL2) en una célula que expresa KIR3DL, en la que el
compuesto no induce basicamente ADCC de una célula diana que expresa KIR3D. Ejemplos de tal compuesto
incluyen anticuerpos que no comprenden una region Fc que se ha unido basicamente a receptores de Fc tales como
CD16, por ejemplo anticuerpos que comprenden una region Fc que presenta una unién baja o ninguna a receptores
de Fc tales como isotipos 1gG4 o isotipos IgG modificados para disminuir la unién a receptores de Fc. Tales
compuestos se pueden usar para inhibir la proliferacién de la actividad (por ejemplo, actividad proinflamatoria,
produccién de citoquinas) de células implicadas en autoinmunidad o inflamacion, por ejemplo linfocitos T, sin
eliminar las células.

En un aspecto, la divulgacion proporciona un compuesto de unién a antigeno que se une a un dominio O de tipo Ig
de la SEC ID N°: 21. Opcionalmente dicho compuesto de unién a antigeno se une al dominio 0 de la SEC ID N°: 21
comparado de forma selectiva con el dominio 1 de KIR3DL2 de la SEC ID N°: 22 o el dominio 2 de KIR3DL2 de la
SEC ID Ne: 23. Preferentemente, el compuesto de unién se une al dominio 0 de la SEC ID N°: 21 con una afinidad
de unién que es al menos superior a 1-log, 2-log, 3-log o 4-log (opcionalmente una constante de disociacion (KD)
inferior a 1-log, 2-log, 3-log o 4-log) que su unién a un dominio 1 de KIR3DL2 de la SEC ID N°: 22 o dominio 2 de
KIR3DL2 de la SEC ID N°; 23. Opcionalmente, dicho compuesto no se une basicamente al dominio 1 de tipo Ig de la
SEC ID Ne°: 22 y/o al dominio 2 de tipo Ig de la SEC ID N° 23. En un aspecto, cualquiera de los compuestos de
uniéon a antigeno de la divulgacion se une a un determinante comudn presente en KIR3DL1 y KIR3DL2,
preferentemente un determinante comun presente en el dominio DO de los receptores KIR3D. Opcionalmente, en
cualquiera de los aspectos, el compuesto de unién a antigeno induce la sefializacién por un polipéptido KIR3DL. En
un aspecto, cualquiera de los compuestos de union a antigeno de la divulgacion segin Joan determinante como un
presente en KIR3DL2 y KIR3DS1. Opcionalmente, dicho compuesto de union a antigeno se une a un determinante
comin presente en KIR3DL1, KIR3DL2 y KIR3DS1. Opcionalmente dicho KIR3DL2 es un mondémero o un
homodimero, por ejemplo presente en la superficie de una célula tal como un linfocito NK, linfocito T, una célula
transfectada con ADN que codifica polipéptidos KIR3DL2. Preferentemente, dicho polipéptido o polipéptidos KIR3D
son polipéptidos humanos.

De forma significativa, en ciertos aspectos, dado que los compuestos de unién a antigeno que se unen a un
polipéptido KIR3DL2, en particular en el caso en el que se usan anticuerpos, no dependera de forma exclusiva de la
muerte celular mediada por células inmunes (por ejemplo, ADCC), se espera que los compuestos de unién a
antigeno que se unen a un polipéptido KIR3DL2 se puedan usar de forma eficaz en pacientes que tienen un sistema
inmune deficiente o suprimido, y/o en combinacién con agentes antitumorales adicionales, agentes antiinflamatorios,
en particular agentes terapéuticos que se sabe que tienen impactos adversos en el sistema inmune. Por ejemplo, los
pacientes inmunocomprometidos (por ejemplo, con infeccion por VIH), pacientes que estan tomando farmacos
antiinflamatorios o inmunosupresores (por ejemplo, después del trasplante o como tratamiento para trastornos
autoinmunes, agentes para el tratamiento de una afeccion autoinmune o inflamatoria), o pacientes que estan
tomando agentes quimioterapéuticos son candidatos particularmente buenos para el tratamiento con tales
compuestos.

Ademas, dado que los compuestos de unidén a antigeno de la divulgacién que se unen a un polipéptido KIR3DL2 y
que tienen un ADCC o efecto antiproliferativo pueden erradicar o detener el crecimiento de las células de
proliferacién, puede ser deseable combinar los compuestos de unién a antigeno que se desvelan en el presente
documento con otros agentes antiproliferativos y/o agentes de ADCC en los métodos in vitro e in vivo que se
proporcionan en el presente documento, de modo que las respectivas actividades de ADCC o de proliferacion
anticelular aumentan, y también de modo que las células, por ejemplo, se pueden someter primero la detencién del
crecimiento y a continuacion se pueden erradicar con los compuestos de ADCC.

En un aspecto preferente, el compuesto de unidén a antigeno de cualquiera de los aspectos en el presente
documento esta "desnudo” y no se funcionaliza con un is6topo radiactivo, péptido téxico o molécula pequefia toxica
(por ejemplo, un anticuerpo "desnudo"). En otro aspecto, el compuesto de unién a antigeno es un compuesto de
unioén a antigeno citotdxico y comprende un elemento seleccionado entre el grupo que consiste en is6topo radiactivo,
péptido téxico, y molécula pequefia toxica. En otro aspecto, el is6topo radiactivo, péptido toéxico, o molécula pequefia
téxica se une directamente al compuesto de unién a antigeno.

Preferentemente el compuesto de union a antigeno se une al mismo epitopo en un polipéptido KIR3DL (por ejemplo,

KIR3DL2) como el anticuerpo chAZ158. En un aspecto, el compuesto de unién a antigeno compite por la unién con

el anticuerpo chAZ158 a un polipéptido KIR3DL2 (por ejemplo, a un polipéptido aislado o a una célula que lo
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expresa). Opcionalmente, el compuesto de unién a antigeno compite adicionalmente por la unién con el anticuerpo
chAZ158 a un polipéptido KIR3DL1 y/o KIR3DS1.

En cualquiera de los aspectos en el presente documento, el compuesto de unién a antigeno se une de forma
especifica a linfocitos T CD4" humanos malignos. En cualquiera de los aspectos en el presente documento, el
compuesto de unién a antigeno provoca la eliminacion de linfocitos T CD4" que expresan KIR3DL2 humano maligno.
En cualquiera de los aspectos en el presente documento, el compuesto de unidn a antigeno inhibe la proliferacion de
linfocitos T CD4" que expresan KIR3DL2 humano maligno. Opcionalmente los linfocitos T CD4" son de individuos
que tienen el Sindrome de Sézary o Micosis fungoide, o de individuos que tienen una afeccion autoimmune o
inflamatoria.

En otro aspecto, el compuesto de unién a antigeno de cualquiera de los aspectos en el presente documento es un
anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo quimérico o humanizado divalente. En un aspecto tal, el anticuerpo
comprende los dominios variables (unién a antigeno) del anticuerpo chAZ158, por ejemplo las regiones variables o
parte de todas de las CDR de chAZ158.

En otro aspecto de la divulgacién, los anticuerpos no se internalizan basicamente mediante células que expresan
KIR3DL2, por ejemplo, células Cou-L, y como tal son capaces de inducir la muerte mediada por células (ADCC) de
células diana (que expresan KIR3DL2).

En un aspecto de la divulgacion, el anticuerpo comprende una cola de Fc, opcionalmente una cola de Fc que esta
hipofucosilada. En un aspecto la divulgacién proporciona una composicion de anticuerpo que comprende una
pluralidad de anticuerpos de acuerdo con cualquiera de los aspectos en el presente documento, en la que al menos
un 40 % de los anticuerpos tiene una estructura de oligosacarido unido N comdn de un tipo biantenario que
comprende cadenas largas con GlcNac terminal que estan altamente galactosiladas y no fucosiladas.

En un aspecto de la divulgacion, los anticuerpos anti-KIR3DL2 tienen una afinidad de unién a epitopos KIR3DL2,
preferentemente el epitopo reconocido de forma especifica por chAZ158, en por ejemplo KIR3DL2, de 50, 40, 30,
20, 10, 5, 1, o menos nanomolar. En otros aspectos precedentes, en anticuerpos un anticuerpo distinto de AZ158,
Q66 o0 Q241 murino, cada uno de los cuales son anticuerpos que tienen regiones Fc de murino, o que tienen
regiones Fc no humanas.

Por consiguiente, la presente divulgacion proporciona un método para tratar a un paciente con un linfoma de
linfocitos T, por ejemplo CTCL, SS, MF), comprendiendo el método administrar al paciente una cantidad
farmacéuticamente eficaz de un compuesto de unién a antigeno de acuerdo con la divulgacion que se une de forma
especifica a un polipéptido KIR3DL2.

En otro aspecto, la presente divulgaciéon proporciona un método para tratar a un paciente con un trastorno
autoinmune o proinflamatorio mediado al menos en parte por linfocitos T que expresan KIR3D, comprendiendo el
método administrar al paciente una cantidad farmacéuticamente eficaz de un compuesto de unién a antigeno de
acuerdo con la divulgaciéon que se une de forma especifica a un polipéptido KIR3D.

La presente divulgacion también proporciona un método para tratar a un paciente, método que comprende:

a) determinar si el paciente tiene células patoégenas que expresan KIR3DL, opcionalmente linfocitos T CD4" que
expresan KIR3DL, y

b) si se determina que el paciente tiene células patdgenas que expresan KIR3DL, administrar un compuesto de
union a antigeno (por ejemplo, anticuerpo) de la divulgacion que se une de forma especifica a un polipéptido
KIR3DL (por ejemplo, KIR3DL2) y que es capaz de inducir ADCC y/o inhibir la actividad, crecimiento o
proliferacién de una célula que expresa KIR3DL. Preferentemente, el compuesto de unién a antigeno activa
KIR3DL (por ejemplo, KIR3DL2).

En un aspecto, la divulgacién proporciona un método para producir un compuesto de unién a antigeno,
comprendiendo dicho método: i) proporcionar un compuesto de unién a antigeno que se une de forma especifica a
un polipéptido KIR3D, opcionalmente mediante la inmunizacién de un animal no humano con un polipéptido KIR o
mediante la produccion de una biblioteca de compuestos de unién a antigeno, ii) someter a ensayo la capacidad del
compuesto de unién a antigeno para la unién ain epitopo dentro del dominio 0 de un polipéptido KIR3D y a un
epitopo dentro del dominio 1 y/o 2 de un polipéptido KIR3D; iii) seleccionar el compuesto de unién a antigeno si se
determina que el compuesto de unién a antigeno se une a un epitopo dentro del dominio O de un polipéptido KIR3D
pero no dentro de los dominios 1 y/o 2 de un polipéptido KIR3D; y opcionalmente iv) someter a ensayo la capacidad
del compuesto de unién a antigeno para modular una actividad del polipéptido KIR3D y seleccionar el compuesto de
unién a antigeno si se determina que el compuesto de union a antigeno modula una actividad del polipéptido KIR3D.
El método también puede comprender opcionalmente una etapa para producir una cantidad del compuesto de unién
a antigeno seleccionado.
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En un aspecto, la divulgacion proporciona un método para producir un compuesto de unién a antigeno adecuado
para uso en el tratamiento de trastornos caracterizados por células patégenas que expresan KIR3DL,
comprendiendo dicho método: i) proporcionar un compuesto de unién a antigeno que se une de forma especifica a
un polipéptido KIR3DL2, ii) someter a ensayo la capacidad del compuesto de unién a antigeno para ADCC (por
ejemplo, en un ensayo de citotoxicidad) y/o activar KIR3DL (por ejemplo, en un ensayo de proliferacion celular,
ensayo de transduccién de sefales); iii) seleccionar el compuesto de union a antigeno si se determina que el
compuesto de unién a antigeno tiene ADCC y/o activa KIR3DL; y opcionalmente iv) producir una cantidad del
compuesto de unién a antigeno seleccionados. En un aspecto, el compuesto seleccionado en la etapa iii) es un
anticuerpo y se hace adecuado para administracion humana antes de la etapa iv), por ejemplo humanizandolo o
quimerizandolo. Opcionalmente, en la etapa i) se proporciona una pluralidad de compuestos de unién a antigeno, y
cada uno se somete a ensayo en la etapa ii) para su capacidad para inducir ADCC y/o activa KIR3DL o inhibir la
proliferacién de una célula que expresa un polipéptido KIR3DL. Por lo general, la etapa ii) implicard ensayos
convencionales en los que las células, por ejemplo células que expresan KIR3DL, se pondran en contacto con el
compuesto y se evaluard la proliferacion, supervivencia y/o actividad (transduccién de sefial de KIR, proliferacion) de
las células. Cuando se somete a ensayo ADCC, la etapa ii) puede implicar ensayos convencionales en los que se
somete a ensayo la capacidad del anticuerpo para inducir citotoxicidad mediada por linfocitos NK, marcadores de
activacion de linfocitos NK, de las células que expresan KIR3DL. Por ejemplo, las células pueden ser células de
linfoma T tales como células Cou-L, células tomadas de un paciente con una neoplasia de linfocitos T o un trastorno
autoinmune o inflamatorio mediado por linfocitos T, por ejemplo linfocitos T CD4°CD28. En aspectos preferentes, el
compuesto de unién a antigeno es un anticuerpo, opcionalmente anticuerpo es una IgG. Ademas, el anticuerpo es
preferentemente divalente. Preferentemente el anticuerpo seleccionado induce al menos un 30, 40 o 50 % de la lisis
de las células diana que expresan KIR3DL en un ensayo de citotoxicidad. En aspectos preferentes, el anticuerpo es
IgG. Ademas, el anticuerpo es preferentemente divalente (y comprende una cola de Fc). En otros aspectos
preferentes, el anticuerpo esta hipofucosilado.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un método para producir un compuesto de unién a antigeno adecuado
para uso en el tratamiento de un trastorno caracterizado por células patégenas que expresan KIR3DL, y dicho
método comprende: i) producir una cantidad de un compuesto de union a antigeno que se une de forma especifica a
un polipéptido KIR3DL2, ii) someter a ensayo una muestra a partir de dicha cantidad de compuesto de union a
antigeno para ADCC y/o activar KIR3DL1 (por ejemplo, en un ensayo de proliferacion celular, ensayo de
transduccion de sefiales); iii) seleccionar la cantidad para uso como un medicamento y/o en la preparaciéon de un
medicamento si se determina que el compuesto de unidn a antigeno tiene actividad de sefializacién de ADCC y/o
KIR3DL; y opcionalmente iv) preparar la cantidad para su administracién a un ser humano, formulando
opcionalmente una cantidad del compuesto de unién a antigeno seleccionado con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

En otro aspecto, la divulgaciéon proporciona un método para producir un compuesto de uniéon a antigeno, que
comprende: i) proporcionar un compuesto de union a antigeno que se une de forma especifica a células que
expresan un polipéptido KIR3DL (por ejemplo, KIR3DL2) tomadas de uno o mas pacientes con un trastorno
caracterizado por células patdgenas que expresan KIR3DL; ii) someter a ensayo el compuesto de unién a antigeno
para ADCC y/o activacion de KIR3DL (por ejemplo, KIR3DL2) en células tomadas de uno o mas pacientes con un
trastorno caracterizado por una expansion patdgena de células que expresan KIR3DL, por ejemplo linfoma de
linfocitos T, SS o MF, un trastorno inflamatorio o autoinmune; iii) si el compuesto de unién a antigeno induce ADCC
hacia o activa KIR3DL en un nimero sustancial de células que expresan KIR3DL tomadas de uno o mas de dos
pacientes, haciendo que el compuesto de unién a antigeno sea adecuado para su administracion en seres humanos;
y iv) opcionalmente producir una cantidad del compuesto de unién a antigeno adecuado para seres humanos.

En un aspecto de cualquiera de los métodos de la divulgacion, el método puede comprender una etapa de
inmunizacién de un mamifero no humano (por ejemplo, un ratén, rata, conejo, raton transgénico para genes de Ig
humano, etc.) con un polipéptido KIR3DL (por ejemplo, un polipéptido purificado o una célula que expresa el
polipéptido) antes de la etapa i). En otro aspecto, el método comprende una etapa de generar una biblioteca de
compuestos de unién a antigeno (por ejemplo, a través de métodos de presentacion de fagos y similares) y
seleccionar un compuesto de union a antigeno que se une al polipéptido KIR3DL antes de la etapa i).

En un aspecto de cualquiera de los métodos de la divulgacién, el compuesto de unién a antigeno o anticuerpo de la
etapa i) y/o de la etapa ii) no comprende un agente citotoxico tal como un is6topo radiactivo, un polipéptido téxico, o
una molécula pequefia tdxica.

Someter a ensayo la capacidad de cada uno de los compuestos de unidn a antigeno o anticuerpos para inducir
ADCC de una célula o para activar KIR3DL2 en una célula (por ejemplo, inhibir la proliferacién de las células) se
puede realizar de acuerdo con cualquiera de una diversidad de métodos disponibles. Por ejemplo, someter al
ensayo ADCC puede comprender sin limitacién detectar la muerte (por ejemplo, lisis, produccién de citoquinas,
movilizacién de marcadores de citotoxicidad) de una célula diana (por ejemplo, célula maligna, célula Cou-L, célula
gue expresa un polipéptido KIR3DL2) o aumenta y/o disminuye en citoquinas o generalmente en proteinas
implicadas en ADCC. Someter a ensayo la activacién de KIR3DL2 puede comprender sin limitacion detectar en la
inhibicion del crecimiento celular o la fosforilacion de componentes de transduccion de sefales tales como SHP-1.
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Por ejemplo, se puede usar cualquiera de los ensayos en la seccién de Ejemplos en el presente documento.
Opcionalmente, someter a ensayo la activacion de KIR3DL2 se realiza en ausencia de células efectoras inmunes, en
particular linfocitos NK.

En un aspecto de cualquiera de los métodos de la divulgacién, hacer que el compuesto de unién a antigeno sea
adecuado para su administraciéon a un ser humano comprende preparar un anticuerpo anti-KIR3D quimérico,
humano, o humanizado. Hacer que el compuesto sea adecuado para su administracién a un ser humano también
puede comprender la formulacién del compuesto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En un aspecto de cualquiera de los métodos de la divulgacion, producir una cantidad de compuesto de unién a
antigeno comprende cultivar una célula que expresa el compuesto de unién a antigeno en un medio adecuado y
recuperar el compuesto de unién a antigeno. Opcionalmente, la célula es una célula hospedadora recombinante
preparada para expresar el compuesto de unidén a antigeno. En un aspecto, el compuesto es un anticuerpo
monoclonal y la célula es un hibridoma.

En un aspecto de cualquiera de los métodos de la divulgacion, el compuesto de unidn a antigeno, en particular el
compuesto de unién a antigeno producido con el método no comprende un agente citotéxico tal como un is6topo
radiactivo, un polipéptido tdxico, o una molécula pequefia téxica. En un aspecto, el compuesto de unién a antigeno
es un anticuerpo que se une de forma especifica a un polipéptido KIR3D. En un aspecto de cualquiera de los
métodos de la divulgacion, el compuesto de unién a antigeno compite por la unién con el anticuerpo chAZ158 a un
polipéptido KIR3D. En un aspecto de cualquiera de los métodos de la divulgacion, el compuesto es un anticuerpo
distinto de AZ158. En otro aspecto de cualquiera de los métodos de la divulgacion el compuesto es un anticuerpo
guimérico, humano, o humanizado.

En un aspecto de cualquiera de los métodos de la divulgacién, el compuesto de unién a antigeno, preferentemente
un anticuerpo, tiene una porcion de unién al receptor Fc, preferentemente una region constante de cadena pesada
de un isotipo de IgG, opcionalmente de un isotipo de IgG humana. En un aspecto preferente, el anticuerpo es un
anticuerpo 1gG1; tales anticuerpos seran capaces de mediar ADCC y/o entrecruzar los receptores de KIR3DL con el
fin de inducir la sefializacion del receptor. La divulgacién también incluye fragmentos y derivados de anticuerpos que
tienen basicamente la misma especificidad y actividad del antigeno (por ejemplo, que se pueden unir a los mismos
antigenos como el anticuerpo precursor). Tales fragmentos incluyen, sin limitacion, fragmentos de Fab, fragmentos
de Fab'2, CDR y ScFv. Cuando el compuesto es un anticuerpo, el anticuerpo por lo general sera, por ejemplo,
quimérico, humanizado, o humano. En un aspecto preferente, el anticuerpo es un anticuerpo quimérico
recombinante.

En ciertos aspectos, los compuestos de la divulgacion son anticuerpos IgG multiméricos (es decir entrecruzados). En
aspectos preferentes, los anticuerpos son tetraméricos (dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras) y por lo tanto
son divalentes. En aspectos particularmente preferentes, los anticuerpos son capaces de inducir ADCC o activar
KIR3DL (por ejemplo, KIR3DL2). En otros aspectos particularmente preferentes, los anticuerpos son capaces de
inducir la sefializacion de KIR3DL en células que expresan KIR3DL, and y también son capaces de inducir ADCC de
células que expresan KIR3DL. En otros aspectos preferentes, los anticuerpos son capaces de inducir al menos un
20 %, 30, 40 o un 50 % de la lisis celular, en un ensayo de citotoxicidad, por ejemplo de células de pacientes con SS
o lineas celulares de SS (por ejemplo, células Cou-L).

En otro aspecto, la divulgacién incluye un compuesto de unién a antigeno producido de acuerdo con cualquiera de
los métodos de la divulgacion.

La divulgacion también incluye formulaciones farmacéuticas que comprenden cualquiera de los compuestos de
unioén a antigeno y en particular también se proporciona cualquiera de los anticuerpos de la divulgacién y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, en forma de kits. Los kits pueden comprender, por ejemplo, el compuesto e
instrucciones para su uso y/o una composicién de vehiculo por ejemplo, en el tratamiento de CTCL, trastornos
autoinmunes o inflamatorios. Los kits pueden comprender el compuesto y un vehiculo; los kits pueden comprender
el compuesto en un recipiente fabricado (por ejemplo, vidrio, plastico u otro). También se incluyen células que
expresan los anticuerpos, por ejemplo, hibridomas.

En un aspecto, el compuesto de union a antigeno o anticuerpo de la divulgacion compite por la uniéon con el
anticuerpo chAZ158 a un polipéptido KIR3DL2. La divulgacion también incluye fragmentos y derivados de los
anticuerpos que tienen basicamente la misma especificidad y actividad del antigeno en forma de anticuerpo
chAZ158 (por ejemplo, que se pueden unir a los mismos antigenos como el anticuerpo precursor). Tales fragmentos
incluyen, sin limitacién, fragmentos de Fab, fragmentos de Fab'2, CDR y ScFv.

Por consiguiente, en otro aspecto, la divulgacion proporciona un anticuerpo, preferentemente un anticuerpo aislado,
gue se une a un polipéptido KIR3DL2 y que es capaz de inducir ADCC y/o activar KIR3DL2 en una célula que
expresa un polipéptido KIR3DL2, en la que el anticuerpo compite por la unién con el anticuerpo chAZ158 a un
polipéptido KIR3DL2.
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En otro aspecto, la divulgacién proporciona un anticuerpo divalente formado por dos cadenas pesadas y dos
cadenas ligeras, en el que las cadenas pesadas comprenden una regién constante de cadena pesada de IgG capaz
de unirse a un receptor de Fc, y en el que el anticuerpo: (a) es capaz de activar KIR3DL en células (por ejemplo,
inhibir la proliferacion de las células, sefializacion de receptores) que expresan un polipéptido KIR3DL; (b) es capaz
de inducir la muerte mediada por células (ADCC) de células que expresan KIR3DL; y (c) compite por la unién con el
anticuerpo chAZ158 a un polipéptido KIR3DL.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un anticuerpo divalente que comprende: (a) una cadena pesada que
comprende una region variable que comprende una o0 mas CDR derivadas de la secuencia de aminoacidos de la
SEC ID N°: 8 fusionada con una region constante de cadena de IgG humana; y (b) una cadena ligera que
comprende una regién variable que comprende una o mas CDR derivadas de la secuencia de aminoacidos de la
SEC ID N°: 10, opcionalmente fusionada con una region constante de cadena kappa humana.

En otro aspecto, cualquiera de los anticuerpos en el presente documento se puede caracterizar adicionalmente por
tener una region constante de cadena pesada de un isotipo de IgG, opcionalmente de un isotipo de IgG o IgG1
humana. En otro aspecto, cualquiera de los anticuerpos en el presente documento se puede caracterizar
adicionalmente por ser tetramérico. En otro aspecto, cualquiera de los anticuerpos en el presente documento se
puede caracterizar adicionalmente por ser divalente. En otro aspecto, cualquiera de los anticuerpos en el presente
documento se puede caracterizar adicionalmente por ser un anticuerpo quimérico, humano o humanizado. En otro
aspecto, cualquiera de los anticuerpos en el presente documento se puede caracterizar adicionalmente por estar
hipofucosilado.

La divulgacion también incluye a una célula que expresa cualquiera de los compuestos de union a antigeno de la
divulgacion. En un aspecto, la célula es un hibridoma que produce un anticuerpo de la divulgacion. En otro aspecto
la célula es una célula hospedadora recombinante que produce un anticuerpo de una cualquiera de las
reivindicaciones precedentes. Opcionalmente la célula hospedadora es una célula aviar, preferentemente una célula
de pollo o de pato, preferentemente, de forma adicional, una linea de células madre derivada de célula embrionaria
aviar. Opcionalmente la célula produce anticuerpos que tienen regiones Fc hipofucosiladas. La divulgacién también
incluye métodos para producir un anticuerpo que comprende el cultivo de una célula hospedadora y la recuperacion
del anticuerpo producido con dichas células hospedadoras.

La divulgacion también incluye una composicion farmacéutica que comprende cualquiera de los compuestos de
unién a antigeno o anticuerpos que se describen en el presente documento, y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. En otro aspecto, la divulgacion incluye un kit que comprende un compuesto de unidén a antigeno o un
anticuerpo de la divulgacion, e instrucciones para uso de dicho compuesto de unién a antigeno o anticuerpo en el
tratamiento o el diagnéstico de una patologia que expresa KIR3DL. En otro aspecto, también se proporcionan
células, por ejemplo, hibridomas. En otro aspecto, la divulgacién incluye un método para tratar un individuo (por
ejemplo, un ser humano) que tiene un trastorno caracterizado por células que expresan KIR3D (por ejemplo,
KIR3DL2), en particular una neoplasia de linfocitos T, un trastorno cardiovascular, un trastorno autoinmune o0 un
trastorno inflamatorio, comprendiendo el método administrar a dicho individuo un compuesto de unién a antigeno,
anticuerpo o composicién farmacéutica de la divulgacion.

En otros aspectos, se proporciona un método para inducir el ADCC y/o inhibir la actividad proliferaciéon de una célula
patégena que expresa KIR3DL, y/o para tratar a un paciente o un individuo con un trastorno seleccionado entre el
grupo que consiste en una neoplasia de linfocitos T, un trastorno autoinmune y un trastorno inflamatorio, y el método
comprende: a) determinar si una célula patégena que expresa KIR3DL es adecuada para el tratamiento con un
agente de activacion de ADCC y/o KIR3DL, y b) en el caso de una determinacién positiva de que la célula patégena
gue expresa KIR3DL es adecuada para el tratamiento con un agente de activacion de ADCC y/o KIR3DL, poner en
contacto la célula patégena que expresa KIR3DL con una cantidad eficaz de cualquiera de los compuestos de unién
a antigeno de la divulgacion. En otro aspecto mas, la divulgacion proporciona un método para inducir el ADCC y/o
inhibir la actividad proliferacion de una célula patégena que expresa KIR3DL, y/o para tratar un paciente o individuo
con un trastorno seleccionado entre el grupo que consiste en una neoplasia de linfocitos T, un trastorno autoinmune
y un trastorno inflamatorio, y el método comprende: a) determinar si las células patégenas (por ejemplo, linfocitos T
CD4", linfocitos de linfoma T CD4", células CD4" implicadas en inflamacion o en autoinmunidad) del paciente
expresan un polipéptido KIR3DL, y b) en el caso de una determinacion positiva de que las células patégenas
expresan un polipéptido KIR3DL, poner en contacto células patégenas con una cantidad eficaz de un compuesto de
unién a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores. Opcionalmente, en estos métodos, la etapa
de poner en contacto las células patégenas comprende la administracion al paciente de una cantidad
farmacéuticamente eficaz de un compuesto de unién a antigeno de la divulgaciéon. Preferentemente, la cantidad
farmacéuticamente eficaz es una cantidad eficaz para inducir ADCC o inhibir la actividad proliferacién de la célula o
células patégenas en el paciente. En ciertos aspectos, en la evaluacion de la inhibicién de la proliferacion celular, la
puesta en contacto se realiza en ausencia o escasez relativa de células efectoras inmunes, por ejemplo, linfocitos
NK, por ejemplo cuando tales métodos se realizan in vitro o cuando se realizan en pacientes con sistemas inmunes
deficientes (por ejemplo, debido a afecciones tales como SIDA, a afecciones que disminuyen los niveles de linfocitos
NK, a la administracion de agentes quimioterapéuticos, o al uso de agentes inmunosupresores, por ejemplo en
conjunto con un procedimiento de trasplante o tratamiento de trastornos autoinmunes).
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En otro aspecto, la divulgacion proporciona un método para inducir el ADCC y/o inhibir la actividad o la proliferacion
de una célula que expresa el polipéptido KIR3DL, que comprende poner en contacto dicha célula con un compuesto
de union a antigeno de la divulgacion en una cantidad eficaz para inducir ADCC y/o inhibir la actividad o la
proliferacién de la célula. Opcionalmente, cuando la inhibicién de la proliferacién celular se realiza directamente (es
decir induciendo la sefializacién de KIR), dicha puesta en contacto se produce en ausencia 0 en una escasez
relativa de células efectoras inmunes, por ejemplo, linfocitos NK, y/o se realiza in vitro. Opcionalmente el método
comprende adicionalmente determinar si el compuesto de unién a antigeno es capaz de inducir ADCC y/o inhibir la
proliferacién de la célula. Opcionalmente, el compuesto su anticuerpo que es capaz de inducir la muerte mediada
por células (ADCC) de células que expresan KIR3DL, en presencia de células efectoras inmunes (por ejemplo, NK).

Estos y otros aspectos y caracteristicas ventajosos adicionales de la divulgacion se pueden describir adicionalmente
en cualquier parte en el presente documento.

Breve descripcion de las figuras

Las Figuras 1 a 3 en conjunto muestran tres series de tratamiento de ratones C57B16 portadores de células de
melanoma B16 con AZ158 en los dias -1, 1, 5y 7, tal como se evalla mediante el recuento del nimero de
metéastasis pulmonares en el dia 20. Los resultados en las Figuras 1 a 3 demuestran que AZ158 disminuyé el
namero de metastasis de forma significativa en comparacion con los ratones que no recibieron AZ158.

La Figura 4 muestra los patrones de tincion para PBMC de un donante sano seleccionado en CD3-CD56"
(linfocitos NK), incubados con los mAb de PE-DX9, PE-Z27 y PE-AZ158, lavados y marcados.

La Figura 5 muestra los patrones de tincién para PBMC de un donante sano seleccionado en CD3" (linfocitos T),
incubados con los mAb de PE-DX9, PE-Z27 y PE-AZ158, lavados y marcados.

La Figura 6 muestran los sensogramas para la unién de chAZ158 a chips de KIR3DL2 (color negro; linea
superior) y KIR3DL1 (color gris; linea inferior), superpuestos, con unidades de resonancia (RU) en el eje y, y el
tiempo (segundos) en el eje x.

Las Figuras 7-10 muestran la tincién para células sin transfectar (Figura 7) o células transfectadas con ADN que
codifican el dominio 0 extracelular (Figura 8), el dominio 1 (Figura 9) o el dominio 2 (Figura 10) de la molécula de
KIR3DL2, en cada caso unida al ADN que codifican el anclaje de CD24-GPI. La tincién de V5-FITC se indica en
el eje y, y chAZ158-GAH-PE en el eje x. Las figuras muestran que chAZ158 se une a células que expresan el
dominio 0 pero no ha células que expresan los dominios 1 o 2.

La Figura 11 muestra un efecto directo en células Cou-L (células de Sindrome de Sézary; positivo para KIR3DL2)
en un ensayo de proliferacién celular en el que las células Cou-L se cultivaron con anticuerpo chAZ158, un
control isotipico quimérico producido en las mismas condiciones o anticuerpo anti-Clase |. Los resultados
muestran que chAZ158 tiene un efecto inhibidor directo fuerte en la proliferacion de células Cou-L.

La Figura 12 muestra la produccién de IFN-y inducida por chAZ158 por linfocitos NK humanos frente a dianas de
células Cou-L. El ChAZ158 producido con células EB14 o EBX mostré un fuerte aumento de IFN-y que produce
linfocitos NK en comparacion con chAZ158 producido con CHO.

La Figura 13 muestra la movilizacion de CD107 inducida por chAZ158 mediante linfocitos NK humanos frente a
células Cou-L. EI ChAZ158 producido con células EB14 o EBX mostré un fuerte aumento en los porcentajes de
linfocitos NK positivos para CD107 en comparacion con el chAZ158 producido con CHO.

La Figura 14 muestra la lisis especifica inducida por chAZ158 de células Cou-L con linfocitos NK humanos. El
ChAZ158 producido con células EB14 o EBX mostr6 un fuerte aumento en los porcentajes de lisis especifica en
comparacion con el chAZ158 producido con CHO.

La Figura 15 muestra la produccion de IFN-y inducida por chAZ158 con linfocitos NK heterélogos frente a un
paciente de PBMC con sindrome de Sézary. El ChAZ158 producido con células EBX indujo un fuerte aumento de
linfocitos NK que producen IFN-y en comparacién con linfocitos NK en ausencia de chAZ158.

La Figura 16 muestra la movilizacion de CD107 inducida por chAZ158 con linfocitos NK heterélogos frente a un
paciente de PBMC con sindrome de Sézary. El ChAZ158 producido con células EBX indujo un fuerte aumento de
linfocitos NK positivos para CD107 en comparacion con linfocitos NK en ausencia de chAZ158.

Descripcion detallada de la divulgacion
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Introduccién

La presente divulgacion resulta, entre otros, del descubrimiento de que los compuestos de unién a antigeno que se
unen a polipéptidos KIR3DL2 son capaces de disminuir la proliferacion de linfocitos T CD4" que expresan
KIR3DL2T. Los compuestos de union a KIR3DL2 de la divulgacién son capaces de inhibir directamente la
proliferacion de células que expresan KIR3DL2, en particular linfocitos T CD4", en ausencia de células efectoras,
células auxiliares, o0 composiciones que tienen funcion coestimuladora. Se cree que esta inhibicion se produce como
resultado de la activacion de la sefalizacion de KIRDL2 por la proteina de unién a antigeno, a través de la cual la
proteina KIR3DL2 transmite una sefial inhibitoria con el resultado neto de inhibiciéon del crecimiento celular. El
hallazgo es sorprendente en parte porque no se han producido informes de linfocitos T CD4" con KIR inhibitorio
funcional, y también porque hasta ahora la sefializacion mediada por KIR, en linfocitos T CD8" y NK, se ha visto
implicada en la regulacion de la citotoxicidad de células efectoras y no en la proliferacion celular. El conocimiento de
la sefializacion de KIR en linfocitos T CD4" se ha limitado al KIR activador (por ejemplo, polipéptidos KIRDS), y se
ha informado que éstos solamente tienen un papel coactivador, en lugar del papel activador real en linfocitos NK. Se
informé que la carencia de funcién activada real se debe a la falta de adaptadores de sefializacion "DAP12" en
linfocitos T. Ademas se descubrid6 que los anticuerpos anti-KIR3DL2 que inhibian la proliferacion celular
directamente eran capaces ademas de mediar ADCC hacia las células que expresan KIR3DL2 cuando contenia
porciones de Fc que se unen a receptores de Fc. Ademas, los anticuerpos anti-KIR3DL2 eran capaces de unirse a
su diana con una afinidad elevada cuando incluso cuando estaban presentes en la cantidad inferior a la forma
decavalente (por ejemplo, como seria el caso para un IgM). En particular, los anticuerpos KIR3DL2 de la divulgacién
en la forma divalente eran capaces de media ADCC de células que expresan KIR3DL2 lo que demuestra que tienen
una afinidad basicamente elevada.

Los anticuerpos en particular que se desvelan en el presente documento se unen a un determinante o epitopo
comin compartido por el KIR3DL1 y KIR3DS1 monomeéricos y el KIR3DL2 dimérico. La identificacion de que los
anticuerpos son capaces de actuar directamente en KIR3DL2, por ejemplo para transmitir una sefial inhibitoria por
via intracelular, en un linfocito T que expresa KIR3DL2 indica que el anticuerpo sera adecuado para aumentar la
actividad terapéutica en comparacion con otros anticuerpos anti-KIR3DL2. La capacidad de unién a anti-KIR3DL1
del anticuerpo puede proporcionar una actividad terapéutica adicional en el tratamiento, por ejemplo de linfocitos T
CD4" que expresan KIR3DL1, en los que el anticuerpo puede inhibir directamente la proliferacion y/o la produccién o
citotoxicidad de citoquinas mediada por KIR3DL1, asi como mediar la eliminacién mediada por ADCC de células que
expresan KIR3DL1.

También se observo, independientemente de cualquier efecto de inhibicion de la proliferacion, que la capacidad de
los anticuerpos para mediar ADCC hacia células que expresan KIR3DL2 se podria aumentar de forma significativa
mediante la modificacion de la porcion de Fc del anticuerpo produciéndolo en una linea celular que genera
anticuerpos que tienen un perfil de glicosilacion diferente de, por ejemplo, las lineas de células CHO habituales
usadas para producir anticuerpos recombinantes terapéuticos. Estas porciones de Fc modificadas estan
hipofucosiladas, y se cree que aumentan su unién a receptores Fc, por ejemplo receptores Fcy en células efectoras.

De forma importante, los compuestos de la divulgacién son capaces de dirigir directamente los linfocitos T CD4" que
expresan KIR3D, en particular las células que expresan KIR3DL, e inhibir su actividad, y en particular inhibir su
proliferacién. De forma significativa, dado que estos efectos dependen Unicamente de la interaccion del compuesto
con el polipéptido KIR3DL, pueden aparecer con compuestos "desnudos" (en particular anticuerpos), es decir
compuestos que no se han modificado ni derivatizado con compuestos téxicos. Ademas, cuando los compuestos
son anticuerpos, esto se pueden dirigir en forma eficaz a células tumorales incluso sin depender de la muerte de las
células tumorales mediada por células inmunes (ADCC) (aunque se deberia enfatizar que ADCC también se puede
producir en muchos contextos, aumentando adicionalmente la eficacia del tratamiento). Por consiguiente, los
presentes compuestos son particularmente Utiles para pacientes con un sistema inmune comprometido, por ejemplo,
pacientes con SIDA, pacientes que estan recibiendo quimioterapia, o pacientes que estan recibiendo regimenes con
farmacos inmunosupresores.

Aunque los compuestos de la divulgacion pueden ser cualquier tipo de entidad molecular (por ejemplo, polipéptido,
molécula pequefa) que se pueden unir especificamente a células que expresan KIR3DL2 y de ese modo inhibe su
crecimiento y proliferacién, los compuestos preferentes de la divulgacion son anticuerpos. Los compuestos actuaran
preferentemente como agonistas en KIR3DL2, por ejemplo ya que pueden estar presentes en linfocitos T CD4", en
los que el agonismo de KIR3DL2 da como resultado una inhibicién neta de la proliferacion u otra actividad (por
ejemplo, produccion de citoquinas, citotoxicidad) de la célula. Los anticuerpos particularmente preferentes son
anticuerpos IgG divalentes, ya que por lo general pueden no solamente disminuir directamente la direccién del
numero de células mediante la inhibicion de la proliferacion celular, sino que también pueden comprender colas de
Fc y pueden tener una afinidad de union suficiente para inducir la muerte de las células a través de ADCC. Por
consiguiente, mediante la seleccién de los anticuerpos apropiados (anticuerpos IgG divalentes que se dirigen a
KIR3DL2 y que tienen colas de Fc modificadas, mas preferentemente el epitopo de KIR3DL2 reconocido por el
anticuerpo chAZ158), es posible dirigir las células que expresan KIR3DL2 a través de dos mecanismos
independientes (inhibicion del crecimiento del ADCC). En conjunto, estos descubrimientos proporcionan por lo tanto
vias inesperadas para producir compuestos de unién a antigeno particularmente eficaces, Io mas preferentemente
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anticuerpos, que tienen, entre otros, propiedades deseadas de ADCC o de proliferacion anticelular asi como, por lo
general, efectos que inducen ADCC. Se describen métodos para producir y usar tales compuestos de unién a
antigeno, asi como compuestos de unién a antigeno a modo de ejemplo.

La divulgacién proporciona métodos para usar los compuestos de union a antigeno; por ejemplo, la divulgacion
proporciona un método para inhibir la proliferacion o la actividad celular y/o inducir ADCC, que comprende exponer
una célula, tal como un linfocito T que expresa un polipéptido KIR3DL, a un compuesto de unién a antigeno que se
une a un polipéptido KIR3DL2 en una cantidad eficaz para inducir ADCC y/o inhibir la proliferacion celular. Se
observara que para los fines de la presente divulgacion, "proliferacion celular" puede hacer referencia a cualquier
aspecto del crecimiento o proliferacion de células, por ejemplo, crecimiento celular, divisién celular, o cualquier
aspecto del ciclo celular. La célula puede estar en un cultivo celular o en un mamifero, por ejemplo un mamifero que
padece una patologia que expresa KIR3DL. La divulgaciéon también proporciona un método para inducir ADCC o
para inhibir la proliferacion de una célula que expresa un polipéptido KIR3DL, que comprende exponer la célula a un
compuesto de union a antigeno (por ejemplo, anticuerpo exdgeno) que se une a un polipéptido KIR3DL2 como se
describe el presente documento en una cantidad eficaz para inducir ADCC o inhibir la proliferacién de la célula. Por
lo tanto, la divulgacion proporciona un método para tratar un mamifero que padece una afeccion caracterizada por
una expansion patdégena de células que expresan un polipéptido KIR3DL, por ejemplo KIR3DL1 o KIR3DL2, que
comprende administrar una cantidad farmacéuticamente eficaz de un compuesto de union a antigeno que se
desvelan el presente documento al mamifero. Los ejemplos de tales afecciones incluyen Sindrome de Sézary,
Micosis fungoide, CTCL, y afecciones autoinmunes o inflamatorias, por ejemplo artritis, enfermedad cardiovascular.
En aspectos preferentes, el compuesto es un anticuerpo, por ejemplo un anticuerpo IgG divalente es eficaz para
inducir la ADCC de las células.

La presente divulgacion proporciona métodos para producir compuestos de unién a antigeno, en anticuerpos en
particular, que se unen de forma especifica a un polipéptido KIR3DL2 y que son Utiles para el tratamiento de
linfomas de linfocitos T (por ejemplo, CTCL, Sindrome de Sézary y Micosis fungoide), trastornos autoinmunes y
trastornos inflamatorios, en particular cuando estan mediados al menos en parte por linfocitos T CD4". Los
compuestos de union a antigeno producidos usando los presentes métodos son capaces de dirigir de forma
especifica células de linfoma T u otras células que expresan un polipéptido KIR3DL, particularmente un epitopo en
un polipéptido KIR3DL2 reconocido por el anticuerpo chAZ158. El compuesto de unién a antigeno puede limitar los
efectos patolégicos de la proliferacion y/o actividad inhibiendo la proliferacion o actividad de las células y/o
dirigiéndolas a la destruccion por el sistema inmune (por ejemplo, a través de ADCC).

Varios trastornos que expresan KIR3DL, en particular trastornos mediados por linfocitos T se pueden tratar usando
los métodos y composiciones de la divulgacion. Los trastornos pueden ser, por ejemplo, neoplasias de linfocitos T
CD4" tales como CTCL, MF o SS, o trastornos autoinmunes o inflamatorios en los que seria util la eliminacién o la
inhibicion de la actividad y/o proliferacién de linfocitos T CD4". Los linfocitos T CD4" incluyen por ejemplo linfocitos T
CD4" activados, linfocitos T CD4" que expresan, o no, uno o mas marcadores (por ejemplo, CD2", CD3", CD5",
CD8’, CD28", CD28", CD45R0O" y TCRap+). Se sabe que los linfocitos T CD4'CD28-, por ejemplo, expresan KIR3DL
y estan presentes con alta frecuencia en células expandidas de forma clonal en algunos trastornos autoinmunes e
inflamatorios pero son raros en individuos sanos. Estos linfocitos T pueden ser citotdxicos, secreta grandes
cantidades de IFN-gamma, y proliferar después de la estimulacién con células mononucleares adherentes
autologas.

Se ha informado que las células MF/SS cutaneas y en circulacion no expresan alelos preferentes entre nueve alelos
de KIR3DL2 sometidos a ensayo. Hasta la fecha, también se han descrito treinta alelos. Mientras que el receptor de
p140-KIR3DL2 se expresa en un subconjunto menor de linfocitos NK y de forma rara en linfocitos T CD8" en
personas sanas, parece que se limita a linfocitos T CD4" de tumor CTCL en pacientes con MF/SS. Otros receptores
que normalmente se observan en la superficie de los linfocitos NK (tales como p58.1, p58.2, p70KIRs,
CD94/NKG2A) no se encuentran en la superficie de los linfocitos T CD4" malignos (Bahler D.W. et al., (2008)
Cytometry B Clin Cytom. 74 (3): 156-62). Las células SS también se caracterizan por lo general, ademas de CD4",
porque tienen fenotipo de linfocitos T maduros, CD2", CD3", CD5", CD8’, CD28+, CD45RO" y TCRap".

Los métodos y composiciones de la divulgacién también se pueden usar en el tratamiento de afecciones
autoinmunes e inflamatorias caracterizadas por la expresion de KIR3DL. Por ejemplo, se ha mostrado que varios de
tales trastornos estan mediados al menos en parte por los linfocitos T CD4", incluyendo en particular a los linfocitos
T CD4'CD28 nulos. Por lo general, se cree que la activacion de los linfocitos T CD4" est4d gobernada por la
interaccion entre receptores estimuladores e inhibitorios, en los que un predominio de sefiales estimuladas favorece
las reacciones autoinmunes. Chan et al. ((2005) Arthrit. Rheumatism 52 (11): 3586-3595 informan del aumento de
nimero de linfocitos T CD4" en sangre periférica y fluido sinovial y linfocitos NK se expresan KIR3DL2 en la
espondiloartritis. En pacientes con artritis reumatoide, la expresién de la molécula coestimuladora critica, CD28,
frecuentemente esta perdida. En su lugar, una poblacion de linfocitos T CD4" que carece de CD28 (linfocitos T
CD4'CD28") expresa receptores citoliticos de tipo inmunoglobulina (KIR). En particular, se ha informado que los
linfocitos T CD4"CD28 nulos expresan polipéptidos KIR3D. En comparacion con sus homdlogos CD28", las células
CD4'CD28 produce niveles significativamente méas elevados de IFN-y proporcionandoles la capacidad de funcionar
como células proinflamatorias. Los clones de linfocitos T CD4°CD28 nulos persisten durante afios en circulacién. Se
sabe que estos linfocitos T se diferencian de los linfocitos T CD28" porque son resistentes a la apoptosis mediada
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por Fas después del entrecruzamiento de CD3. Los linfocitos T CD28 nulos evolucionan a través del ciclo celular, y
las células en todas las etapas del ciclo celular son resistentes a la apoptosis, a diferencia de sus homélogos CD28".
Se ha mostrado que la desregulacion de las rutas apoptopicas en linfocitos T CD4'CD28 nulos favorece su
extensién clonal y su mantenimiento in vivo. Namekawa et al. ((2000) J. Immunol. 165: 1138-1145 informan que KIR,
incluyendo KIR3DL2, estaba presente en los linfocitos T CD4'CD28 nulos expandidos en la artritis reumatoide. La
artritis reumatoide implica infiltrados de linfocitos, mediadores inflamatorios, e hiperplasia sinovial que resulta de la
proliferacién agresiva de sinoviocitos y macrofagos de tipo fibroblastos. El diagnéstico de la gravedad de erosiones y
enfermedades de articulaciones se correlaciona con las frecuencias elevadas de linfocitos T CD4"CD28" expandidos
por via clonal. Lamprecht et al. (2001) Thorax 56: 751-757 informan del reclutamiento de linfocitos T CD4°CD28" en
la granulomatosis de Wegener. Markovic-Plese et al. (2001) J Clin Invest. 108: 1185-1194 informan de la presencia
de linfocitos T independientes de la coestimulacién de CD4'CD28" en el SNC, y su asociacién con la esclerosis
multiple. Por lo tanto, los métodos y composiciones de la divulgacion se pueden usar en el tratamiento o la
prevencion de la granulomatosis de Wegener, esclerosis mdltiple u otros trastornos inflamatorios o autoinmunes del
sistema nervioso central, artritis, u otros trastornos reumaticos caracterizados por inflamacion.

Los linfocitos T CD4'CD28" también se han asociado con trastornos cardiovasculares. Betjes et al. (2008) Kidney
International 74, 760-767 informan que el aumento del riesgo de enfermedad aterosclerética en pacientes
seropositivos para Citomegalovirus (CMV) esta asociado con el aumento dependiente de la edad de linfocitos T
CD4'CD28’, que pueden comprometer aproximadamente la mitad de los linfocitos T CD4 en circulacién o en
individuos. Se informé que los pacientes de mas de 50 afios de edad tenian un porcentaje 50 veces mas elevado de
linfocitos T CD4"CD28" en comparacion con los pacientes seronegativos para CMV y un porcentaje de 5 veces mas
elevado cuando se compara con controles sanos seropositivos. Nakajima et al. ((2003) Circ. Res. 93: 106-113)
informan de la expresién de novo de KIR en el sindrome coronario agudo, en el que los linfocitos T CD4" de
pacientes con sindrome coronario agudo (ACS) expresan KIR multiple mientras que los linfocitos T CD4'CD28 nulos
normales de donantes sanos no expresan KIR. Yen et al. Journal of Experimental Medicine, Volumen 193,
Namero 10, 21 de mayo de 2001 1159-1168 estudiaron clones de linfocitos T CD4'CD28 nulos establecidos a partir
de pacientes con vasculitis reumatoide para la expresién de KIR inhibitorio y estimulador por RT-PCR. En pacientes
con artritis reumatoide y en un paciente con ACS, los patrones de expresiéon favorecieron al KIR inhibitorio,
incluyendo KIR3DL2, mientras que la expresion de receptores estimuladores se veia altamente limitada a KIR2DS2.
Por lo tanto, los métodos y composiciones de la divulgacién se pueden usar en el tratamiento o la prevencion de
trastornos cardiovasculares, por ejemplo ACS, enfermedad aterosclerdtica, vasculitis reumatoide, caracterizados por
inflamacién.

La presente divulgacion proporciona nuevos métodos para producir y usar anticuerpos y otros compuestos
adecuados para el tratamiento de trastornos (por ejemplo, canceres) en los que la disminucién del crecimiento y/o la
eliminacion de células que expresan KIR3DL2 podria ser util. Se incluyen anticuerpos, derivados de anticuerpo,
fragmentos de anticuerpo, e hibridomas, ya que son métodos para producir los mismos y métodos para tratar
pacientes usando los anticuerpos y los compuestos.

Definiciones

Como se usa en el presente documento, linfocitos "T" se refiere a una subpoblacién de que maduran en el timo, y
que se presentan, entre otras moléculas receptoras de linfocitos T en su superficie. Los linfocitos T se pueden
identificar en virtud de determinadas caracteristicas y propiedades bioldgicas, tales como la expresion de antigenos
de superficie especificos que incluyen TCR, CD4 o CD8, la capacidad de ciertos linfocitos T para eliminar células
tumorales o infectadas, la capacidad de ciertos linfocitos T para activar otras células del sistema inmune, y la
capacidad para liberar moléculas de proteina denominadas citoquinas que estimulan o inhiben la respuesta inmune.
Cualquiera de estas caracteristicas y actividades se pueden usar a identificar linfocitos T, usando métodos bien
conocidos en la técnica.

Dentro del contexto de la presente divulgacion, linfocitos T "activos" o "activados" hacen referencia a linfocitos T
biolégicamente activos, mas particularmente a linfocitos T que tienen la capacidad de citélisis o de estimular una
respuesta inmune, por ejemplo, mediante la secrecion de citoquinas. Las células activas se pueden detectar en
cualquiera de un nimero de métodos bien conocidos, que incluyen ensayos funcionales y ensayos basados en
expresion tales como la expresién de citoquinas tales como TNF-alfa.

Dentro del contexto de la presente divulgacion, un "determinante comun" se refiere a un determinante o epitopo que
se comparte por varios productos genéticos de los receptores humanos de KIR3D inhibidor (por ejemplo, se
comparten por al menos dos receptores KIR3D, se comparten por todos los receptores KIR3D). Mas
preferentemente, el determinante se comparte por al menos KIR3DL1 y KIR3DL2, y ademas opcionalmente por
KIR3DS1. El determinante o epitopo puede representar un fragmento de péptido o un epitopo conformacional
compartido por dichos miembros. En un aspecto mas especifico, el anticuerpo de la presente divulgacion se une de
forma especifica a basicamente el mismo epitopo reconocido por el anticuerpo monoclonal chAZ158. Este
determinante esta presente en KIR3DL1, KIR3DL2 y KIR3DS1. Dentro del contexto de la presente divulgacion, la
expresion anticuerpo que se "une" a un determinante comun se refiere a un anticuerpo que se une a dicho
determinante con especificidad y/o afinidad.
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KIR3DL2 (CD158k) es un homodimero unido por disulfuro de moléculas de tres dominios de Ig de aproximadamente
140 kD, que se describen en Pende et al. (1996) J. Exp. Med. 184: 505-518. KIR3DL1 (CD158el) es una molécula
monomérica de aproximadamente 70 kD, que se describe en Colonna y Samaridis (1995) Science 268 (5209), 405-
408. Como se usa en el presente documento, "KIR3D" se refiere a cualquier receptor KIR3D (por ejemplo, KIR3DL1,
KIR3DL2, KIR3DS1) individual o colectivamente, y el término "KIR3D" se puede sustituir por el término "KIR3DL1,
KIR3DL2 y/o KIR3DS1". De forma analoga, "KIR3DL" se refiere a cualquier receptor KIR3DL (por ejemplo, KIR3DL1,
KIR3DL2) individual o colectivamente, y el término "KIR3DL" se puede sustituir por el término "KIR3DL1 y/o
KIR3DL2". Ademas, cada uno de los términos "KIR3D", "KIR3DL", "KIR3DL1", "KIR3DL2", "KIR3DS1" incluye
cualquier variante, derivado, o isoforma del gen o proteina o proteinas codificadas de KIR3D a los que hacen
referencia. Se ha informado de varias variantes alélicas para polipéptidos KIR3D (por ejemplo, KIR3DL2), cada una
de las cuales esta incluida por los términos respectivos. Las secuencias de KIR3DL1 humano también se muestran
en las SEC ID N°%: 1 y 2 para secuencias de ADNc y aminoacidos humanos, respectivamente, que corresponden a
los nimeros de registro en Genbank L41269 y AAA69870. Las secuencias de KIR3DL2 humano también se
muestran en las SEC ID N°°: 3 y 4 para secuencias de ADNc y aminoacidos humanos, respectivamente, que
corresponden a los nimeros de registro en Genbank L41270 y AAA69871. Las secuencias de KIR3DS1 humano
(CD158e2) también se muestran en las SEC ID N°S: 5 y 6 para secuencias de ADNc y aminoacidos humanos,
respectivamente, que corresponden a los nimeros de registro en Genbank L76661 y AAB36589. También se incluye
cualquier secuencia de acidos nucleicos o proteinas que comparten una o mas propiedades o funciones bioldgicas
con KIR3DL o KIR3DS de longitud completa, de tipo silvestre, respectivamente, y que comparten al menos un 70 %,
80 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o superior de identidad de nuclettido o de aminoécido.

Como se usa en el presente documento, "sefializacion de KIR3DL" o "sefializacion de KIR3DL2" se refiere a una
capacidad de un polipéptido KIR3DL o KIR3DL2, respectivamente, para activar o traslucir una ruta de sefializaciéon
intracelular. Los cambios en la actividad de la sefializacion de KIR3DL se pueden medir, por ejemplo, con ensayos
disefiados para medir cambios en rutas de sefializaciéon de KIR3DL, por ejemplo controlando la fosforilacion de
componentes de traduccién de sefiales tales como SHP-1, ensayos para medir la asociacion de ciertos
componentes de traslacion de sefiales con otras proteinas o estructuras intracelulares, o en la actividad bioquimica
de componentes tales como quinasas, o ensayos disefiados para medir la expresién de genes indicadores bajo el
control de promotores o potenciadores sensibles a KIR3DL, o indirectamente mediante un efecto cadena abajo
mediado por el polipéptido KIR3DL (por ejemplo, inhibicion de la proliferacion celular). Los genes indicadores
pueden ser genes de origen natural (por ejemplo, controlando la produccién de citoquinas) o pueden ser genes
introducidos de forma artificial en una célula. Otros genes se pueden colocar bajo el control de tales elementos de
regulacion y de este modo servir para informar del nivel de sefializaciéon de KIR3DL.

Como se usa en el presente documento, las expresiones "estimulacion” o "activacion" con respecto al efecto de los
compuestos que se describen en el presente documento en KIR3DL se refiere a la capacidad de los compuestos
para unirse a KIR3DL1 (por ejemplo, KIR3DL2) presente en la superficie o en un compartimento citoplasmatico de
una célula, y para inducir la sefializacion de KIR3DL (por ejemplo, KIR3DL2). Cualquier diferencia detectable en la
sefializacion de KIR3DL puede indicar que un compuesto estimula o activa un receptor de KIR3DL.
Independientemente del ensayo usado, una alteraciéon de un 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %,
90 %, 100 %, 200 %, 300 %, 400 %, 500 %, 1000 %, o superior en cualquier aspecto de la sefalizacion de KIR3DL
puede ser indicativo de estimulacion o activacién.

Los términos "supresion”, con respecto a células que expresan KIR3DL se refiere a un proceso, método, o
compuesto que puede matar, eliminar, lisar o inducir tal muerte, eliminacion o lisis, con el fin de influir de forma
negativa en el nimero de células que expresan KIR3DL presentes en una muestra 0 en un sujeto.

El término "anticuerpo”, como se usa en el presente documento, se refiere a anticuerpos policlonales y
monoclonales. Dependiendo del tipo de dominio constante en las cadenas pesadas, los anticuerpos se asignan a
una de cinco clases principales: IgA, IgD, IgE, IgG, y IgM. Varios de estos se dividen adicionalmente en subclases o
isotipos, tales como IgG1, 19G2, 1gG3, 1gG4, y similares. Una unidad estructural de inmunoglobulina (anticuerpo) a
modo de ejemplo comprende un tetramero. Cada tetramero esta formado por dos parejas idénticas de cadenas de
polipéptidos, teniendo cada pareja una cadena "ligera" (de aproximadamente 25 kDa) y una cadena "pesada"” (de
aproximadamente 50-70 kDa). El extremo N de cada cadena define una region variable de aproximadamente 100 a
110 o mas aminoéacidos que es principalmente responsable del reconocimiento de antigenos. Las expresiones
cadena ligera variable (VL) y cadena pesada variable (Vu) se refieren a estas cadenas ligera y pesada
respectivamente. Los dominios constantes de cadena pesada que corresponden a las diferentes clases de
inmunoglobulinas se denominan "alfa", "delta", "épsilon", "gamma" y "mu", respectivamente. Las estructuras
subunitarias y las configuraciones tridimensionales de diferentes clases de inmunoglobulinas se conocen bien. La
IgG y/o IgM son las clases preferentes de anticuerpos usados en la presente divulgacion, con IgG siendo
particularmente preferente, porque son los anticuerpos mas comunes en la situacion fisiolégica y porque son los que
se preparan mas facilmente en una instalacion de laboratorio. Preferentemente el anticuerpo de la presente
divulgacion es un anticuerpo monoclonal. Son particularmente preferentes los anticuerpos humanizados, quiméricos,
humanos, o de otro modo adecuados para humanos. "Anticuerpos” también incluye cualquier fragmento o derivado
de cualquiera de los anticuerpos que se describen en el presente documento.
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La expresién "se une en forma especifica a" se refiere a quien anticuerpos se puede unir preferentemente en un
ensayo de union competitiva al comparfiero de unién, por ejemplo KIR3DL2, tal como se evalla usando cualquiera
de formas recombinantes de las proteinas, epitopo sean las mismas, o proteinas nativas presentes en la superficie
en linfocitos T aislados u otras células diana. Los ensayos de unién competitivos y otros métodos para determinar la
unién especifica se describen adicionalmente a continuacion y se conocen bien en la técnica.

Cuando se dice que un anticuerpo o agente "compite” o0 "se une basicamente al mismo epitopo” como un anticuerpo
monoclonal en particular (por ejemplo, el anticuerpo divalente que comprende una region variable de cadena pesada
que comprende la SEC ID N°: 8 y una regién variable de cadena ligera que comprende la SEC ID N°: 10), se refiere
a que el anticuerpo o agente compite con el anticuerpo monoclonal en un ensayo de unién usando cualquiera de
moléculas de KIR3D recombinante (por ejemplo, KIR3DL2) o moléculas de KIR3D expresado en la superficie (por
ejemplo, KIR3DL2). Por ejemplo, si un anticuerpo o agente de ensayo reduce la unién de un anticuerpo divalente
gue comprende una region variable de cadena pesada que comprende la SEC ID N° 8 y una region variable de
cadena ligera que comprende la SEC ID N°: 10 a un polipéptido KIR3D (por ejemplo, KIR3DL2) en un ensayo de
union, se dice que el anticuerpo o agente "compite" con chAZ158, respectivamente.

En el presente documento, por "fragmento inmunogénico”, se hace referencia a cualquier fragmento polipeptidico o
peptidico que es capaz de provocar una respuesta inmune tal como (i) la generacién de anticuerpos que se unen a
dicho fragmento y/o la uniéon de cualquier forma de la molécula que comprende dicho fragmento, incluyendo el
receptor unido a la membrana importantes derivados del mismo, (ii) la estimulacion de una respuesta de linfocitos T
gue implica a linfocitos T que reaccionan con el complejo bimolecular que comprende cualquier molécula de MHC y
un péptido derivado de dicho fragmento, (iii) la unién de vehiculos transfectados tales como bacteriéfagos o
bacterias que expresan genes que codifican inmunoglobulinas de mamifero. Como alternativa, un fragmento
inmunogénico también se refiere a cualquier construccién capaz de provocar una respuesta inmune como se ha
definido anteriormente, tal como un fragmento peptidico conjugado con una proteina vehiculo mediante
acoplamiento covalente, un constructo de polipéptido recombinante quimérico que comprende dicho fragmento
peptidico en su secuencia de aminoacidos, e incluye de forma especifica células transfectadas con un ADNc cuya
secuencia comprende una porcién que codifica dicho fragmento.

Péptidos o moléculas pequefias "téxicos" o "citotoxicos" incluyen cualquier compuesto que puede ralentizar, detener,
o invertir la proliferacién de células, disminuir su actividad de cualquier manera detectable, o eliminarlas directa o
indirectamente. Preferentemente, los compuestos toxicos o citotdéxicos funcionan eliminando directamente las
células, provocando ADCC o de otro modo. Como se usa en el presente documento, un péptido "téxico" puede
incluir cualquier péptido, polipéptido, o derivado del mismo, incluyendo derivados de péptidos o polipéptidos con
aminoacidos no naturales o uniones modificadas. Una "molécula pequefia” téxica puede incluir cualquier compuesto
o elemento téxico, preferentemente con un tamafio inferior a 10 kD, 5 kD, 1 kD, 750 D, 600 D, 500 D, 400 D, 300 D,
0 menor.

Un anticuerpo "adecuado para seres humanos" se refiere a cualquier anticuerpo, anticuerpo derivatizado, o
fragmento de anticuerpo que se puede usar de forma segura en seres humanos, por ejemplo, para los métodos
terapéuticos que se describen en el presente documento. Los anticuerpos adecuados para seres humanos incluyen
todos los tipos de anticuerpos humanizados, quiméricos, o totalmente humanos, o cualquier anticuerpo en el que al
menos una porcion de los anticuerpos se deriva de seres humanos o de otro modo se modifica con el fin de evitar la
respuesta inmune que generalmente se provoca cuando se usan anticuerpos no humanos nativos.

Para los fines de la presente divulgacion, un anticuerpo "humanizado" o "humano" se refiere a un anticuerpo en el
que la region que la regién marco conservada constante y variable de una o mas inmunoglobulinas humanas se
fusiona con la regién de union, por ejemplo la CDR, de una inmunoglobulina animal. Tales anticuerpos se disefian
para que mantengan la especificidad de unién del anticuerpo no humano a partir del que se derivan las regiones de
unién, pero para evitar una reaccion inmune frente al anticuerpo no humano. Tales anticuerpos se pueden obtener
de ratones transgénicos u otros animales que se han modificado por "ingenieria" para producir anticuerpos humanos
especificos como respuesta a la estimulacion antigénica (véase, por ejemplo, Green et al. (1994) Nature Genet
7: 13; Lonberg et al. (1994) Nature 368: 856; Taylor et al. (1994) Int Immun 6: 579). También se puede construir un
anticuerpo totalmente humano mediante métodos de transfeccién genética o cromosémica, asi como tecnologia de
presentacién de fagos, todos los cuales se conocen en la técnica (véase, por ejemplo, McCafferty et al. (1990)
Nature 348: 552-553). También se planea generar anticuerpos humanos mediante linfocitos activados B in vitro
(véase, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos N° 5.567.610 y N° 5.229.275).

Un "anticuerpo quimérico” es una molécula de anticuerpo en la que (a) la region constante, o una porcién de la
misma, se altera, reemplaza o intercambia de modo que el sitio de unién al antigeno (region variable) se une a una
region constante de una clase, funcién efectora y/o especie diferentes o alteradas, o una molécula totalmente
diferente que transmite nuevas propiedades al anticuerpo quimérico, por ejemplo, una enzima, toxina, hormona,
factor de crecimiento, farmaco, etc.; o (b) la regién variable, o una porcién de la misma, se altera, reemplaza o
intercambia con una region variable que tiene una especificidad de antigeno diferente o alterada.
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Los términos "aislado”, "purificado" o "biolégicamente puro" hacen referencia al material que esta basica o
esencialmente libre de componentes que normalmente le acompafian tal como se encuentra en su estado nativo.
Por lo general, la pureza y la homogeneidad se determinan usando técnicas de quimica analitica tales como
electroforesis en gel de poliacrilamida o cromatografia liquida de alto rendimiento. Una proteina que es la especie
predominante presente en una preparacion esta basicamente purificada.

La expresion "muestra bioldgica" como se usa en el presente documento incluye, pero no se limita a, un fluido
bioldgico (por ejemplo suero, linfa, sangre), muestra de célula, o muestra de tejido (por ejemplo biopsia de médula
Osea o de tejido que incluye tejido mucosal tal como del intestino, lamina propria del intestino, o pulmones).

Los términos "polipéptido”, "péptido" y "proteina” se usan indistintamente en el presente documento para hacer
referencia a un polimero de restos de aminoacidos. Los términos se aplican a polimeros de aminoéacidos en los que
uno o mas restos de aminoacidos es un mimético quimico artificial de un aminoacido correspondiente de origen
natural, asi como a polimeros de aminoacidos de origen natural y polimero de aminoacidos de origen no natural.

El término "recombinante” cuando se usa con referencia, por ejemplo, a una célula, o acido nucleico, proteina, o
vector, indica que la célula, acido nucleico, proteina o vector, se ha modificado mediante la introduccion de un acido
nucleico o proteina heter6logos o la alteraciéon de un acido nucleico o proteina nativos, o que la célula se deriva de
una célula modificada de ese modo. Por lo tanto, por ejemplo, las células recombinantes expresan genes que no se
encuentran dentro de la forma nativa (no recombinante) de la célula o expresan genes nativos que se expresan de
otro modo de forma anémala, se subexpresan o no se expresan en absoluto.

Las expresiones "dominio de Fc", "porciéon de Fc", "cola de Fc" y "region de Fc" se refieren a un fragmento C-
terminal de una cadena pesada de anticuerpo, por ejemplo, de aproximadamente 230 aminoacidos (aa) a
aproximadamente 450 aa de cadena pesada y (gamma) humana o su secuencia homoéloga en otros tipos de
cadenas pesadas de anticuerpos (por ejemplo, a, d, € y 4 de anticuerpos humanos), o un alotipo de origen natural
del mismo. A menos que se especifique de otro modo, la numeracién de aminoacidos de Kabat aceptada
normalmente para inmunoglobulinas se usa a través de la presente divulgaciéon (véase Kabat et al. (1991)
Sequences of Protein of Immunological Interest, 52 ed., United States Public Health Service, National Institute of
Health, Bethesda, MD).

La expresion "citotoxicidad mediada por células dependientes de anticuerpos” o "ADCC" es una expresion bien
entendida en la técnica, y se refiere a una reaccién mediada por células en la que las células citotoxicas no
especificas que expresan receptores de Fc (FcRs) reconocen el anticuerpo unido en una célula diana y
posteriormente provocan la lisis de la célula diana. Las células citotdxicas no especificas que median ADCC incluyen
linfocitos citoliticos naturales (NK), macrofagos, monocitos, neutréfilos, y eosinofilos.

Los trastornos "autoinmunes" incluyen cualquier trastorno, afeccion, o enfermedad en los que el sistema inmune
aumenta una reaccion frente auto células o tejidos, debido a la degradacion en la capacidad para distinguir auto de
no auto o de otro modo. Ejemplos de trastornos autoinmunes incluyen artritis reumatoide, vasculitis reumatoide,
lupus sistémico eritematoso, esclerosis mltiple, granulomatosis de Wegener, espondiloartritis y otros. Un "trastorno
inflamatorio” incluye cualquier trastorno caracterizado por una respuesta inmune no deseada. Los trastornos
autoinmunes e inflamatorios pueden implicar cualquier componente del sistema inmune, y pueden dirigirse a
cualquier tipo de célula o tejido en el organismo.

Produccién de Anticuerpos Anti-KIR3DL2

Los anticuerpos de la presente divulgacion se unen de forma especifica a los polipéptidos KIR3DL2, por ejemplo,
polipéptidos KIR3DL2 en la superficie de células humanas. La capacidad de los anticuerpos para unirse a
polipéptidos KIR3DL2 los hace Utiles para numerosas aplicaciones, por ejemplo, purificar células de ser humano o
de otros primates, o marcar de forma especifica células de ser humano o de otros primates in vitro, in vivo, 0 ex vivo.
La capacidad para purificar y marcar células de forma especifica es (til para, entre otros, fines de diagnostico (por
ejemplo, para detectar linfocitos T CD4" malignos implicados en trastornos autoinmunes o inflamatorios tales como
artritis, enfermedad cardiovascular). En ciertos aspectos, los anticuerpos también se unen de forma especifica a
polipéptidos KIR3DL1 y/o KIR3DS1 ademas de KIR3DL2, por ejemplo, polipéptidos KIR3DL1 y/o KIR3DS1 en la
superficie de células humanas. Preferentemente los anticuerpos comprenden una regién constante capaz de
entrecruzar receptores (por ejemplo, anticuerpo que tiene una region constante de subtipo IgG1 humano, u otro
subtipo que tiene la capacidad de unirse a receptores Fc). Tales anticuerpos se pueden modificar facilmente con el
fin de que tengan propiedades de supresion de células que expresan KIR3DL, en particular a través de ADCC. Los
anticuerpos se pueden preparar con el fin de que tengan una porcion de Fc que se una a CD16 y que induce ADCC.
Opcionalmente la regiéon de Fc se modifica (por ejemplo, modificado por glicosilacion, hipofucosilado, que
comprende modificaciones de aminoacidos, etc.) con el fin de que tenga un aumento de la actividad de ADCC en
comparacién con una porcion de Fc de referencia.

Como tal, los presentes anticuerpos son utiles, entre otros, para tratar o prevenir trastornos caracterizados por una
expansién pacto génica de células que expresan KIR3D, por ejemplo, afecciones que resultan de un aumento del
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numero o la actividad de células que expresan KIR3D, o afecciones que se pueden prevenir o mejorar mediante la
disminucion del nimero o la actividad de células que expresan KIR3DL.

En un aspecto preferente, la divulgacion proporciona un anticuerpo que se une a un dimero KIR3DL2 humanos, que
modula la actividad con la proliferacion de linfocitos T, y que compite con el anticuerpo monoclonal chAZ158 para
unirse a KIR3DL2 humano. Opcionalmente, dicho anticuerpo es un anticuerpo quimérico, humano, o humanizado.
Dependiendo de los anticuerpos o del derivado o fragmento en particular usado, los anticuerpos de la divulgacion
pueden aumentar o disminuir la actividad de los linfocitos T.

En un aspecto ventajoso, la divulgaciéon proporciona un anticuerpo que compite con el anticuerpo divalente que
comprende una region variable de cadena pesada que comprende la SEC ID N° 8 y una region variable de cadena
ligera que comprende la SEC ID N°: 10 y que reconoce, se une a, o tiene inmunoespecificidad para sustancial o
basicamente el mismo, o el mismo epitopo o "sitio epitdpico” en una molécula de KIR3DL2, KIR3DL1 y/o KIR3DS1.
En otros aspectos, el anticuerpo monoclonal consiste en, o es un derivado fragmento del mismo.

Los anticuerpos de la presente divulgacion se pueden producir mediante una diversidad de técnicas conocidas en la
técnica. Por lo general, se producen por inmunizacion de un animal no humano, preferentemente un ratdén, con un
inmundgeno que comprende un polipéptido KIR3DL, preferentemente una célula que expresa en su superficie un
dimero de KIR3DL2 humano. El polipéptido KIR3DL puede comprender la secuencia de longitud completa de un
polipéptido KIR3DL humano, o un fragmento o derivados del mismo, por lo general un fragmento inmunogénico, es
decir, una porcién del polipéptido que comprende un epitopo expuesto en la superficie de células que expresan un
polipéptido KIR3DL. Tales fragmentos por lo general contienen al menos aproximadamente 7 aminoacidos
consecutivos de la secuencia de polipéptido maduro, incluso mas preferentemente al menos aproximadamente 10
aminoacidos consecutivos de los mismos. Los fragmentos por lo general se derivan basicamente del dominio
extracelular del receptor. En un aspecto preferente, el inmundégeno comprende un polipéptido KIR3DL2 humano de
tipo silvestre en una membrana lipidica, por lo general en la superficie de una célula. En un aspecto especifico, el
inmunégeno comprende células SS o MF intactas, en particular linfocitos T CD4" malignos humanos intactos, o
linfocitos T CD4'CD28", opcionalmente tratados o lisados. En otro aspecto preferente, el polipéptido es un
polipéptido KIR3DL2 dimérico recombinante.

La etapa de inmunizacién de un mamifero no humano con un antigeno se puede realizar de cualquier manera bien
conocida en la técnica para estimular la produccién de anticuerpos en un raton (véase, por ejemplo, E. Harlow y D.
Lane, Antibodies: A Laboratory Manual., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY (1988)). El
inmundgeno se suspende o se disuelve en un tampon, opcionalmente con un adyuvante, tal como adyuvante
completo de Freund. Los expertos en la materia conocen bien métodos para determinar la cantidad de inmundégeno,
tipos de tampones y cantidades de adyuvante y no se limitan de ninguna manera en la presente divulgacion. Estos
parametros pueden ser diferentes para diferentes inmundgenos, pero se elucidan faciimente.

De forma analoga, la posicién y frecuencia de inmunizacion suficiente para estimular la produccién de anticuerpos
también se conoce bien en la técnica. En un protocolo de inmunizacién habitual, los animales no humanos se
inyecta por via intraperitoneal con antigeno en el dia 1 y de nuevo aproximadamente una semana mas tarde. Esto
va seguido de inyecciones de recuerdo del antigeno aproximadamente hacia el dia 20, opcionalmente con al silbante
tal como adyuvante incompleto de Freund. Las inyecciones de recuerdo se realizan por via intravenosa y se pueden
repetir durante varios dias consecutivos. Esto va seguido de una inyeccion de refuerzo en el dia 40, por via
intravenosa o por via intraperitoneal, por lo general sin adyuvante. Este protocolo da como resultado la produccion
de linfocitos B que producen anticuerpo especifico de antigeno después de aproximadamente 40 dias. También se
pueden usar otros protocolos siempre y cuando den como resultado la produccion de linfocitos B que expresan un
anticuerpo dirigido al antigeno usado en la inmunizacion.

Para la preparacién de anticuerpo policlonal, se obtiene suero de un animal no humano inmunizado y los anticuerpos
presentes en el mismo se aislan con técnicas bien conocidas. El suero se puede purificar por afinidad usando
cualquiera de los inmunégenos que se han expuesto anteriormente unido a un soporte sélido para obtener
anticuerpos que reaccionan con polipéptidos KIR3DL2.

En un aspecto alternativo, se aislan linfocitos de un mamifero no humano sin inmunizar, se cultivan in vitro, y se
exponen al inmundgeno en cultivo celular. Los linfocitos se cosechan a continuacion y se realiza la etapa de fusion
gue se describe a continuacion.

Para anticuerpos monoclonales, la siguiente etapa es el aislamiento de esplenocitos del mamifero no humano
inmunizado y la posterior fusién de estos esplenocitos con una célula inmortalizada para formar un hibridoma que
produce anticuerpo. El aislamiento de esplenocitos de un mamifero no humano se conoce bien en la técnica y por lo
general implica la retirada del bazo de un mamifero no humano anestesiado, cortandolo en piezas pequefias y
exprimiendo los esplenaocitos de la capsula esplénica y a través de una malla de nailon de un tamiz celular en un
tampon apropiado para producir una suspension celular individual. Las células se lavan, se centrifugan y se vuelven
a suspender en un tampo6n que lisa cualquier glébulo rojo. La solucién se centrifuga de nuevo y los linfocitos que
permanecen en el sedimento se vuelven a suspender por ultimo en un tampén recién preparado.
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Una vez aislados y presentes en la suspension celular individual, los linfocitos se pueden fusionar con una linea
celular inmortal. Por lo general esta es una linea celular de mieloma de ratdén, aunque en la técnica se conocen otras
muchas lineas celulares inmortales Utiles para crear hibridomas. Las lineas de mieloma murino incluyen, pero nos
eliminan a, las obtenidas a partir de tumores de raton MOPC-21 y MPC-11 disponibles en el Salk Institute Cell
Distribution Center, San Diego, U. S. A., células X63 Ag8653 y SP-2 disponibles en la Coleccién Americana de
Cultivos Tipo, Rockville, Mariland U. S. A. La fusién se realiza usando polietilenglicol o similar. Los hibridomas
resultantes se cultivan a continuacion en medio selectivo que contiene una o mas sustancias que inhiben el
crecimiento o la supervivencia de las células precursoras de mieloma sin fusionar. Por ejemplo, si las células
precursoras de mieloma carecen de la enzima hipoxantina guanina fosforribosil transferasa (HGPRT o HPRT), el
medio de cultivo para los hibridomas incluira por lo general hipoxantina, aminopterina, y timidina (medio HAT), cuyas
sustancias en el crecimiento de células deficientes en HGPRT.

Por lo general, los hibridomas se cultivan en una capa alimentadora de macréfagos. Los macréfagos son
preferentemente de compaferos de camada del mamifero no humano usados para aislar esplenocitos y por lo
general se ceban con adyuvante incompleto de Freund o similar varios dias antes de la siembra de los hibridomas.
Métodos de fusién se describen en Goding, "Monoclonal Antibodies: Principles and Practice”, pp. 59-103 (Academic
Press, 1986).

Se permite que las células crezcan en los medios de seleccion durante un tiempo suficiente para la formacion de
colonias y produccion de anticuerpos. Esto se produce normalmente entre aproximadamente 7 y aproximadamente
14 dias.

Las colonias de hibridoma a continuacion se someten a ensayo para la producciéon de anticuerpos que se unen de
forma especifica a polipéptidos KIR3DL1. Por lo general, el ensayo es un ensayo colorimétrico de tipo ELISA,
aunque se puede usar cualquier ensayo que se pueda adaptar a los pocillos en los que crecen los hibridomas. Otros
ensayos incluyen radioinmunoensayo. Los pocillos positivos para la producciéon de anticuerpos deseados se
examinan para determinar si estan presentes una o mas colonias distintas. Si esta presente mas de una colonia, las
células se pueden volver a clonar cultivar para asegurarse de que solamente una sola célula ha dado lugar a la
produccion de la colonia del anticuerpo deseado.

Los hibridomas que se confirma que producen un anticuerpo monoclonal de la presente divulgacion se pueden
cultivar en cantidades mayores en un medio apropiado, tal como DMEM o RPMI-1640. Como alternativa, las células
de hibridoma se pueden cultivar in vivo como tumores de liquido ascitico en un animal.

Después de un crecimiento suficiente para producir el anticuerpo monoclonal deseado, el medio de crecimiento que
contiene anticuerpo monoclonal (o el fluido ascitico) se separa de las células y el anticuerpo monoclonal presente en
el mismo se purifica. La purificacion se consigue por lo general mediante electroforesis en gel, didlisis, cromatografia
usando proteina A o proteina G-Sefarosa, o un Ig anti-ratén unido a un soporte sélido tal como agarosa o perlas de
Sepharose (todos descritos, por ejemplo, en el Antibody Purification Handbook, Biosciences, publicacion N° 18-
1037-46, Ediciéon AC). El anticuerpo unido por lo general se eluye de columnas de proteina A/proteina G usando
tampones de pH bajo (tampones de glicina o acetato de pH 3,0 o inferior) con neutralizaciéon inmediata de las
fracciones que contienen anticuerpos. Estas fracciones se combinan, se someten a didlisis, y se concentran si fuera
necesario.

Los pocillos positivos con una sola colonia evidente por lo general se vuelven a clonar y se vuelven a someter a
ensayo para asegurarse de que solamente se esta detectando y produciendo un anticuerpo monoclonal.

También se pueden producir anticuerpos por seleccion de bibliotecas combinatorias de inmunoglobulinas, tal como
se desvela por ejemplo en (Ward et al. Nature, 341 (1989) p. 544).

La identificacion de uno o mas anticuerpos que se une o unen a sustancial o basicamente el mismo epitopo como
los anticuerpos monoclonales anti-KIR3DL2 que se describen en el presente documento se puede determinar
facilmente usando una cualquiera de una diversidad de ensayos de identificacion sistematica inmunoloégicos en los
gue se puede evaluar la competicion del anticuerpo. Una serie de tales ensayos se ponen en practica de forma
rutinaria y se conocen bien en la técnica (véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N° 5.660.827, expedida
el 26 de agosto de 1997). Se entendera que en realidad la determinacion del epitopo al que se une un anticuerpo
que se describe en el presente documento no requiere en modo alguno la identificacion del anticuerpo que se une al
mismo o basicamente al mismo epitopo al igual que el anticuerpo monoclonal que se describe en el presente
documento.

Por ejemplo, cuando los anticuerpos de ensayo a examinar se obtienen a partir de diferentes fuentes animales, o
incluso son de un isotipo de Ig diferente, se puede usar un ensayo de competicion sencillo en el que el control (por
ejemplo chAZ158, que es un anticuerpo divalente que comprende una region variable de cadena pesada que
comprende la SEC ID N°: 8 y una region variable de cadena ligera que comprende la SEC ID N° 10) y los
anticuerpos de ensayo se mezclan (posee adsorben previamente) y se aplican a una muestra que contiene
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Polipéptidos KIR3DL. Los protocolos basados en transferencia de Western y el uso de analisis BIACORE son
adecuados para uso en tales estudios sencillos de competicion.

En ciertos aspectos, los anticuerpos de control se mezclan previamente (chAZ158, por ejemplo) con cantidades
variables de los anticuerpos de ensayo (por ejemplo, aproximadamente 1:10 o aproximadamente 1:100) durante un
periodo de tiempo antes de aplicarlos a la muestra de antigeno de KIR3DL2. En otros aspectos, el control y
cantidades variables de anticuerpos de ensayo se pueden mezclar simplemente durante la exposiciéon a la muestra
de antigeno de KIR3DL2. siempre y cuando se puedan distinguir los anticuerpos unidos de los libres (por ejemplo,
usando técnicas de separacion o de lavado para eliminar anticuerpos sin unir) y chAZ158 de los anticuerpos de
ensayo (por ejemplo, usando anticuerpos secundarios especificos de especies o especificos de isotipo 0 mediante el
marcado de chAZ158 especificamente con una marca detectable) se puede determinar si los anticuerpos de ensayo
reducen la union de chAZ158 a los antigenos, lo que indica que el anticuerpo de ensayo reconoce basicamente el
mismo epitopo como chAZ158. La unién de los anticuerpos de control (marcados) en ausencia de un anticuerpo
totalmente irrelevante puede servir como el valor elevado de control. El valor bajo de control se puede obtener
incubando los anticuerpos marcados (chAZ158) con anticuerpos sin marcar exactamente del mismo tipo (chAZ158),
en los que se produciria la competicion y reduciria la unién de los anticuerpos marcados. En un ensayo de prueba,
una reduccién significativa de la reactividad del anticuerpo marcado en presencia de un anticuerpo de ensayo es
indicativo de que un anticuerpo de ensayo reconoce basicamente el mismo epitopo. Se considera que cualquier
anticuerpo de ensayo que reduce la unidon de chAZ158 a antigenos KIR3DL2 en al menos aproximadamente un
50 %, tal como al menos aproximadamente un 60 %, o mas preferentemente al menos aproximadamente un 70 %
(por ejemplo, aproximadamente un 65-100 %), en cualquier relacion de chAZ158:anticuerpo de ensayo entre
aproximadamente 1:10 y aproximadamente 1:100 es un anticuerpo que se une basicamente al mismo epitopo o
determinante como chAZ158. Preferentemente, tal anticuerpo de ensayo reducira la union de chAZ158 al antigeno
KIR3DL2 en al menos aproximadamente un 90 % (por ejemplo, aproximadamente un 95 %).

La competicion se puede evaluar, por ejemplo, mediante un ensayo de citometria de flujo. En tal ensayo, las células
que portan un polipéptido KIR3DL2 se pueden incubar primero con chAZ158, por ejemplo, y a continuacion con el
anticuerpo de ensayo marcado con un fluorocromo o biotina. El anticuerpo de ensayo se puede evaluar de la misma
manera para la competicién de chAZ158 por KIR3DL1 y KIR3DSL1. Se dice que el anticuerpo compite con chAZ158
si la unién obtenida después de la incubacién previa con una cantidad de saturacion de chAZ158 es
aproximadamente un 80 %, preferentemente aproximadamente un 50 %, aproximadamente un 40 % o inferior (por
ejemplo, aproximadamente un 30 %) de la unién (tal como se mide mediante florescencia) obtenida por el anticuerpo
sin incubacion previa con chAzZ158. Como alternativa, se dice que un anticuerpo compite con chAZ158 si la unién
obtenida con un anticuerpo chAZ158 marcado (con un fluorocromo o biotina) en células incubadas previamente con
una cantidad de saturacion de anticuerpo de ensayo es aproximadamente un 80 %, preferentemente
aproximadamente un 50 %, aproximadamente un 40 %, o inferior (por ejemplo, aproximadamente un 30 %) de la
unién obtenida sin incubacién previa con el anticuerpo.

También se puede usar un ensayo de competicion sencillo en el que un anticuerpo de ensayo se adsorbe
previamente y se aplica a una concentracion de saturacion a una superficie sobre la que se inmoviliza un antigeno
de KIR3DL2. La superficie en el ensayo de competicion sencillo es preferentemente un chip de BIACORE (u otro
medio adecuado para analisis de resonancia de plasmones superficiales). El anticuerpo de control (por ejemplo,
chAZ158) a continuacidn se pone a contacto con la superficie a una concentraciéon de saturacion de KIR3DL2 y el
KIR3DL2 y se mide la unién superficial del anticuerpo de control. Esta unién del anticuerpo de control se compara
con la unién del anticuerpo de control con respecto a la superficie que contiene KIR3DL2 en ausencia de anticuerpo
de ensayo. En un ensayo de prueba, una reduccion significativa de la unién de la superficie que contiene KIR3DL2
con el anticuerpo de control en presencia de un anticuerpo de ensayo indica que el anticuerpo de ensayo reconoce
basicamente el mismo epitopo como el anticuerpo de control. Cualquier anticuerpo de ensayo que reduce la unién
del anticuerpo de control (tal como chAZ158) a un antigeno de KIR3DL2 en al menos aproximadamente un 30 % o
superior, preferentemente aproximadamente un 40 %, se puede considerar que es un anticuerpo que se une a
basicamente el mismo epitopo o determinante como un control (por ejemplo, chAZ158). Preferentemente, tal
anticuerpo de ensayo reducira la unién del anticuerpo de control (por ejemplo, chAZ158) con respecto al antigeno de
KIR3DL2 en al menos aproximadamente un 50 % (por ejemplo, al menos aproximadamente un 60 %, al menos
aproximadamente un 70 %, o superior). Se observara que el orden de los anticuerpos de control y que ensayo se
puede invertir: es decir, el anticuerpo de control se puede unir primero a la superficie y el anticuerpo de ensayo se
pone en contacto con la superficie a partir de ese momento en un ensayo de competicion. Preferentemente, el
anticuerpo que tiene una afinidad méas elevada con respecto al antigeno de KIR3DL2 se une primero a la superficie,
ya que se esperara que la disminucién de la unién observada para el anticuerpo secundario (suponiendo que los
anticuerpos presentan reaccidon cruzada) sea de mayor magnitud. Ejemplos adicionales de tales ensayos se
proporcionan, por ejemplo, en Saunal y (1995) J. Immunol. Methods 183: 33-41.

Preferentemente, los anticuerpos monoclonales que reconocen un epitopo de KIR3DL2 reaccionaran con un epitopo
gue esta presente en un porcentaje sustancial o incluso en todas las células relevantes, por ejemplo, linfocitos T
CD4" malignos, células de un paciente con SS o MF, pero no reaccionaran de forma significativa con otras células,
es decir, células inmunes o no inmunes que no expresan KIR3DL2. En un aspecto, los anticuerpos anti-KIR3DL2 de
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la divulgacion se unen a KIR3DL2 pero no se unen a KIR3DL1 y/o KIR3DS1. En otro aspecto, los anticuerpos
monoclonales que reconocen un epitopo de KIR3DL2 se unen a un determinante como un presente en KIR3DL1 y
KIR3DL2, y ademas opcionalmente a un determinante con un presente en KIR3DS1.

En aspectos preferentes, los anticuerpos se uniran a células que expresan KIR3DL2 de un individuo o individuos con
una enfermedad caracterizada por la expresion de células positivas para KIR3DL2, es decir un individuo que es un
candidato para el tratamiento con uno de los métodos que se describen en el presente documento usando un
anticuerpo anti-KIR3DL2 de la divulgacion. Por consiguiente, una vez que se obtiene un anticuerpo que reconoce
KIR3DL2 de forma especifica en células, se puede someter a ensayo por su capacidad para unirse a células
positivas para KIR3DL2 (por ejemplo, linfocitos T CD4" malignos) tomados de un paciente con un trastorno tal como
SS o MF. En particular, antes del tratamiento de un paciente con uno de los presentes anticuerpos, sera beneficioso
someter a ensayo la capacidad del anticuerpo para unirse a células malignas tomadas del paciente, por ejemplo en
una muestra de sangre, para maximizar la probabilidad de que la terapia sea beneficiosa en el paciente.

En un aspecto, los anticuerpos de la divulgacion se validan en un inmunoensayo para someter a ensayo su
capacidad para unirse a células que expresan KIR3DL2, por ejemplo linfocitos T CD4" malignos, linfocitos CD4"
proinflamatorios. Por ejemplo, los linfocitos de sangre periférica (PBL) se toman de una pluralidad de pacientes, y los
linfocitos T CD4" se enriquecen a partir de los PBL, por ejemplo, por citometria de flujo usando anticuerpos
relevantes (para linfocitos CD4" malignos véase, por ejemplo, Bagot et al. (2001) Blood 97: 1388-1391), o se aislan
fracciones de linfocitos CD4'CD28  por separacion magnética en una columna de MACS (Miltenyi Biotec). La
capacidad de un anticuerpo dado para unirse a las células se evalla a continuacion usando métodos
convencionales bien conocidos por los expertos en la materia. Los anticuerpos que se encuentra que se unen a una
proporcion sustancial (por ejemplo, un 20 %, un 30 %, un 40 %, un 50 %, un 60 %, un 70 %, un 80 % o superior) de
células conocidas porque expresan KIR3DL2, por ejemplo linfocitos T, a partir un porcentaje de individuos o
pacientes significativo (por ejemplo, un 5 %, un 10 %, un 20 %, un 30 %, un 40 %, un 50 % o superior) son
adecuados para su uso en la presente divulgacion, tanto con fines de diagnéstico para determinar la presencia o el
nivel de linfocitos T malignos en un paciente como para su uso en los métodos terapéuticos que se describen en el
presente documento, por ejemplo, para uso para aumentar o disminuir el nimero con la actividad de los linfocitos T
malignos. Para evaluar la unién de los anticuerpos a las células, los anticuerpos se pueden marcar directa o
indirectamente. Cuando se marca indirectamente, por lo general se afiade un anticuerpo marcado, secundario. La
unién de los anticuerpos a las células se puede detectar a continuacion usando, por ejemplo, analisis de
citofluorimetria (por ejemplo, FACScan). Tales métodos son bien conocidos por los expertos en la materia.

Aunqgue se describen en el contexto de chAZ158 para los fines de uso a modo de ejemplo, se observara que los
ensayos de identificacion sistematica inmunoldgica que se describen en el presente documento y otros ensayos
también se pueden usar para identificar anticuerpos que compiten con otros anticuerpos anti-KIR3DL2, y otros
anticuerpos que se describen en el presente documento o se obtienen de acuerdo con las ensefianzas de la
presente memoria descriptiva.

La determinacién de si un anticuerpo se une dentro de una de las regiones del epitopo definidas anteriormente se
puede realizar de maneras conocidas por el experto en la materia. Como un ejemplo de tales métodos de formacion
de mapas/caracterizacion, se puede determinar una regién de epitopo para un anticuerpo anti-KIR3DL2 mediante
"formacién de huellas" del epitopo usando modificacion quimica de las aminas/carboxilos expuestos en la proteina
KIR3DL2. Un ejemplo especifico de tal técnica de formacién de huellas es el uso de HXMS (intercambio de
hidrégeno-deuterio detectado por espectrometria de masas) en la que un intercambio de hidrogeno/deuterio de
protones de amida de proteina receptora y ligando, se unen, y se produce un retro intercambio, en el que los grupos
amida de la cadena principal que participan en la unién de proteinas se protegen del retro intercambio y por lo tanto
permaneceran deuteradas. Se pueden identificar regiones relevantes en este punto mediante protedlisis péptica,
cromatografia liquida de alta resolucion para separacion rapida en columna microbore, y/o espectrometria de masas
con ionizacién por electronebulizacion. Véase, por ejemplo, Ehring H, Analytical Biochemistry, Vol. 267 (2) pp. 252-
259 (1999) Engen, J. R. y Smith, D. L. (2001) Anal. Chem. 73, 256A-265A. Otro ejemplo una técnica de identificaciéon
de epitopos adecuados es la formacion de mapas de epitopos por resonancia magnética nuclear (RMN), en la que
por lo general se compara la posicion de las sefiales en espectros de RMN de dos dimensiones del antigeno libre y
del antigeno con el que se forman complejos con el péptido de unién a antigeno, tal como un anticuerpo. Por lo
general, el antigeno se marca isotépicamente de forma selectiva con *N de modo gue solamente se observan las
sefiales que corresponden al antigeno y no las sefiales del péptido de unién al antigeno en el espectro de RMN. Las
sefiales de antigenos que se originan a partir de los aminoacidos implicados en la interaccion con el péptido de
unioén a antigeno por lo general desplazaran la posicion en el espectro del complejo en comparacién con el espectro
del antigeno libre, y los aminoacidos implicados en la unién se pueden identificar de este modo. Véase, por ejemplo
Ernst, Schering Res Found Workshop. 2004; (44): 149-67; Huang et al. Journal of Molecular Biology, Vol. 281 (1)
pp. 61-67 (1998); y Saito y Patterson, Methods. Junio de 1996; 9 (3): 516-24.

También se puede realizar formacion de mapas/caracterizacion de epitopos usando métodos de espectrometria de
masas. Véase, por ejemplo, Downward, J Mass Spectrom. Abril de 2000; 35 (4): 493-503 y Kiselar y Downard, Anal
Chem. 1 de mayo de 1999; 71 (9): 1792-801. Las técnicas de digestion de proteasas también pueden ser Utiles en el
contexto de la formacion de mapas e identificacion de epitopos. Se pueden determinar regiones/secuencias
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relevantes que determinan la antigenicidad mediante digestién de proteasas, por ejemplo, usando tripsina en una
relacion de aproximadamente 1:50 con respecto a KIR3DL2 o o/n digestion y a pH 7-8, seguido de analisis de
espectrometria de masas (MS) a la identificacion de péptidos. Los péptidos protegidos de la escision con tripsina con
el aglutinante anti-KIR3DL2 se pueden identificar posteriormente por comparacién de muestras sometidas a
digestion con tripsina y muestras incubadas con anticuerpo y a continuacion sometiéndolas a digestion por ejemplo
con tripsina (revelando de este modo una huella para el aglutinante). Como alternativa o también se pueden usar
otras enzimas similares a quimotripsina, pepsina, etc. en métodos similares de caracterizacion de epitopos. Ademas,
la digestion enzimatica puede proporcionar un método rapido para analizar si una secuencia determinante de la
antigenicidad esta dentro de una regién del polipéptido KIR3DL2 que no tiene la superficie expuesta, y en
consecuencia, lo mas probablemente no es relevante en términos de inmunogenicidad/antigenicidad.

Después de la inmunizacion y la produccion de anticuerpos en un vertebrado o célula, se pueden realizar etapas de
seleccién en particular para aislar anticuerpos tal como se reivindica. Con respecto a esto, en un aspecto especifico,
la divulgacion también se refiere a métodos para producir tales anticuerpos, que comprenden: (a) inmuniza un
mamifero no humano con un inmunégeno que comprende un polipéptido KIR3DL2; y (b) preparan anticuerpos a
partir de dicho animal inmunizado, en los que dichos anticuerpos se unen a dicho polipéptido KIR3DL2. En un
aspecto, el método comprende adicionalmente la etapa (c), seleccionar anticuerpos de (b) que son capaces de
suprimir o inhibir la proliferacion de células que expresan KIR3DL2, o que activan KIR3DL2 (por ejemplo, inducen la
sefializacion del receptor).

En aspectos preferentes, los anticuerpos preparados de acuerdo con los presentes métodos son anticuerpos
monoclonales. En aspectos preferentes, el animal no humano usado para producir anticuerpos de acuerdo con los
métodos de la divulgacion es un mamifero, tal como un roedor, bovino, porcino, caballo, conejo, cabra, hubo vieja.

De acuerdo con un aspecto alternativo, el ADN que codifican un anticuerpo que se une un epitopo presente en
polipéptidos KIR3DL2 se aisla del hibridoma de la presente divulgaciéon y se coloca en un vector de expresion
apropiado para transfeccion en un hospedador apropiado. El hospedador se usa a continuacién para la produccién
recombinante del anticuerpo, o variantes del mismo, tal como una version humanizada de ese anticuerpo
monoclonal, fragmentos activos del anticuerpo, o anticuerpos quiméricos que comprenden la porcion de
reconocimiento antigénica del anticuerpo.

El ADN que codifica los anticuerpos monoclonales se puede aislar y secuenciar facilmente usando procedimientos
convencionales (por ejemplo, usando sondas de oligonucleétidos que son capaces de unirse de forma especifica a
los genes que codifican las cadenas pesada y ligera de anticuerpos de murino). Una vez aislado, el ADN se puede
colocar en vectores de expresion, que a continuacion se transfectan en células hospedadoras tales como células de
E. coli, células COS de simio, células de ovario de hamster chino (CHO), o células de mieloma que de otro modo no
producen proteina inmunoglobulina, para obtener la sintesis de anticuerpos monoclonales en las células
hospedadoras recombinantes. Como se describe en cualquier parte en la presente memoria descriptiva, las células
hospedadoras preferentes incluyen células hospedadoras aviares, asi como cualquier otra célula capaz de producir
anticuerpos hipofucosilados. Las secuencias de ADN que se describen en el presente documento se puede
modificar para cualquiera de un gran numero de fines, por ejemplo, para humanizar anticuerpos, para producir
fragmentos o derivados, o para modificar la secuencia del anticuerpo, por ejemplo, en el sitio de unién al antigeno
para optimizar la especificidad de unién del anticuerpo.

La expresion recombinante en bacterias de ADN que codifica el anticuerpo se conoce bien en la técnica (véase, por
ejemplo, Skerra et al., Curr. Opinion in Immunol., 5, pp. 256 (1993); y Pluckthun, Immunol. 130, pp. 151 (1992). Por
lo tanto, la divulgacion proporciona una célula hospedadora capaz de expresar un anticuerpo que se une a un
epitopo presente en los polipéptidos KIR3DL2, que incluye, pero no se limita a, una célula hospedadora
recombinante que se ha transformado con un acido nucleico que codifica un anticuerpo que se une a un epitopo
presente en un polipéptido KIR3DL2.

Ensayo de la actividad de los compuestos

Una vez que se obtiene un compuesto de unién a antigeno, por lo general se evaluard su capacidad para
interactuar, influir en la actividad de, y/o inducir ADCC hacia y/o inhibir la proliferacion de células diana o activar
KIR3DL2 (por ejemplo, inducir la sefializacién de receptores). La evaluacién de la capacidad del compuesto de union
a antigeno para inducir ADCC o activa KIR3DL2, bien directamente mediante el control de las rutas de transduccién
de sefiales o indirectamente mediante el control de la inhibicién de la proliferacién de células diana, puede se
realizar en cualquier etapa del método adecuado, y en el presente documento se proporcionan ejemplos. Esta
evaluacion puede ser util en una o mas de las diversas etapas implicadas en la identificacion, produccién y/o
desarrollo de un anticuerpo (u otro compuesto) destinado al uso terapéutico. Por ejemplo, se puede evaluar ADCC,
sefializacion de receptores o actividad de proliferacion celular en el contexto de un método de identificacion
sistematica para identificar compuestos de unién a antigeno candidatos, o en métodos en los que se selecciona un
compuesto de union a antigeno y se hace adecuado para seres humanos (por ejemplo, se hace quimérico o
humanizado en el caso de un anticuerpo), en el que se ha obtenido una célula que expresa el compuesto de unién a
antigeno (por ejemplo, una célula hospedadora que expresa un compuesto de unién a antigeno recombinante) y se
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evalla su capacidad para producir anticuerpos funcionales (u otros compuestos), y/o en el que se ha producido una
cantidad de compuesto de unién a antigeno y se va a evaluar su actividad (por ejemplo, para someter a ensayo
tandas o lotes de producto). Por lo general, se sabra que el compuesto de unién a antigeno se une de forma
especifica a un polipéptido KIR3DL2. La etapa puede implicar someter a ensayo una pluralidad (por ejemplo, un
ndamero muy grande usando métodos de identificacion sistematica de alto rendimiento o un nimero mas pequefio)
de compuestos de unién a antigeno para su induccién de ADCC o actividad de proliferacion anticelular, o someter a
ensayo un solo compuesto.

Por lo general, el andlisis de la actividad del anticuerpo anti-KIR3DL2 en la activacion de KIR3DL2 mediante el
control de la transduccion de sefiales, por ejemplo la cascada de sefializacion inhibitoria, implica el control de
patrones de fosforilacion inducidos por KIR3DL2. Preferentemente, se sigue la fosforilacion de las moléculas
implicadas en la sefializacion inhibitoria de KIR tal como SHP-1. Después de la sefializacién, SHP-1 aparece
fosforilada después su unién a KIR3DL2 tal como se ha mostrado anteriormente para otros receptores inhibitorios
(Vely F, (1997) Eur. J. Immunol. 27 (8): 1994-2000; Yusa S, (2002) J. Immun. 168 (10): 5047-57; Long EO, (2001)
Immunol. Rev. 181: 223-33; y Carretero M, (1998) Eur. J. Immunol. 28 (4): 1280-91). El experimento se realiza con
un anticuerpo anti-KIR3DL2 (por ejemplo, chAZ158) que se une a KIR3DL2 con diferentes lineas celulares o células
humanas recién seleccionadas.

Otros ensayos preferentes incluyen enfoques indirectos para detectar la sefializacion del receptor de KIR3DL2. En
un ejemplo, se evalla el efecto del anticuerpo chAZ158 en la inhibicion de la fosforilacion de moléculas implicadas
en la cascada de activacion bajo la activacion de TCR/CD3. Muchas moléculas tales como SLP-76, LAT, vav-1 o
ZAP-70 estan implicadas en la ruta de activacion de TCR/CD3 (Leo A, (2001) Current Opinions Immunol. 13 (3):
307-16; Horejsi V, (2004) Nature Reviews 4 (8): 603-16). También se puede evaluar la capacidad del anticuerpo
quimérico AZ158 para inhibir la proliferaciéon de células activadas anteriormente con anticuerpos anti-CD3, mediante
el control de una disminucion en la fosforilacion de moléculas clave implicadas en la ruta de activacién de TCR/CD3.
Estos experimentos bioquimicos se realizan en presencia o no del anticuerpo anti-KIR3DL2 (por ejemplo, chAZ158)
tal como se ha descrito anteriormente para diferentes receptores de membrana (Chen X, (2007) PNAS 104 (15):
6329-34; Fourmentraux-Neves E, (2008) Blood 112 (6): 2381-9; Nikolova M, (2002) Blood 100 (3): 1019-25; Stebbins
C, (2003) Mol Cell Biol. 23 (17): 6291-9). La localizacion de las diferentes moléculas implicadas en la cascara
inhibitoria de KIR3DL2 o en la cascada de sefializacién de TCR/CD3 se controla con microscopia confocal (Liu Y,
(2007) J. Leukocyte Biology 82: 742-751; Fourmentraux-Neves E, (2008)). Esto se realiza incubando lineas celulares
0 células humanas recién seleccionadas con anticuerpos AZ158 libres o perlas revestidas con AZ158 para crear una
plataforma sinaptica. Otro enfoque indirecto implica el control de los efectos de la sefializacién celular, incluyendo
produccién de citoquinas, proliferacion o crecimiento celular, marcadores de citotoxicidad, etc.

Ejemplos de ensayos para evaluar la sefializacion de KIR3DL2 incluyen los ensayos que se describen en el presente
documento en el Ejemplo 5; las células que expresan KIR3DL2, opcionalmente que no expresan adicionalmente
otros polipéptidos KIR3D (por ejemplo, células del Sindrome de Sézary que expresan KIR3DL2 pero no otros KIR),
se ponen en contacto con un anticuerpo anti-KIR3DL2 (por ejemplo, el anticuerpo chAZ158) en ausencia de células
efectoras, y se evalla la proliferacion de las células. Opcionalmente las células expresan KIR3DL2 y adicionalmente
otros receptores de KIR3D a los que se une un anticuerpo anti-KIR3D. Para medir la proliferacion o el crecimiento
celular, se puede usar cualquier método adecuado tal como determinacidon del niumero o la densidad celular,
incluyendo los métodos que se usan en la seccion del Ejemplo 5 en el presente documento (Ensayo de Viabilidad
Celular Luminescente CellTiter-Glo, Promega) o determinacion del indice mit6tico, o a cualquier otro método para
determinar el numero de células o su posicién en el ciclo celular. También se pueden usar ensayos in vivo, por
ejemplo administracion de los anticuerpos a modelos animales, por ejemplo, ratones, que contienen células diana, y
deteccion del efecto de la administracion del anticuerpo en la supervivencia, crecimiento o actividad de las células
diana en el tiempo. En ciertos aspectos, un ensayo comprende la deteccion de la inhibicion de la proliferacién celular
en ausencia de células efectoras (por ejemplo, NK), en el que el anticuerpo es capaz de producir una disminucion de
al menos un 10 %, un 20 %, un 30 %, un 40 %, un 50 % en el numero de células diana 0 una comparacién de las
células dianas incubadas en ausencia de anticuerpo. Las células diana pueden ser, por ejemplo, células que
expresan KIR3DL2, por ejemplo linfocitos T CD4", células Cou-L o linfocitos T malignos de un paciente con SS o
MF, linfocitos T CD4'CD28".

El ensayo de la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC) por lo general implica la evaluacién de la
citotoxicidad mediada por células en la que se reconoce una célula diana que expresa KIR3DL (por ejemplo, una
célula Cou-L, célula de Sindrome de Sézary u otra célula que expresa KIR3DL) con anticuerpo anti-KIR3DL2 unido
mediante una célula efectora que porta receptores de Fc, sin la implicacién de complementos. Opcionalmente se
puede usar como un control una célula que no expresa un antigeno de KIR3DL. En el Ejemplo 5 del presente
documento se describen varios ensayos de ADCC a modo de ejemplo. La activacién de la citotoxicidad de los
linfocitos NK se evalia midiendo un aumento en la produccién de citoquinas (por ejemplo, produccién de IFN-y) o de
los marcadores de citotoxicidad (por ejemplo, movilizacion de CD107). Preferentemente el anticuerpo de la
divulgacion inducird un aumento en la produccion de citoquinas, expresion de marcadores de citotoxicidad, o lisis de
células diana en al menos un 20 %, un 50 %, un 80 %, un 100 %, un 200 % o un 500 % en presencia de células
diana, en comparacion con un anticuerpo de control (por ejemplo, un anticuerpo que no se une a KIR3DL, un
anticuerpo KIR3DL2 que tiene regiones constantes de murino, un anticuerpo KIR3DL2 producido en células CHO y
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no hipofucosilado, etc.). En otro ejemplo, se detecta lisis de células diana, por ejemplo en un ensayo de liberacion de
cromo, preferentemente el anticuerpo de la divulgacion inducira la lisis de al menos un 10 %, un 20 %, un 30 %, un
40 % o un 50 % de las células diana. Cuando un compuesto de unién a antigeno se somete a ensayo para su
capacidad para (a) inducir tanto ADCC como para (b) inducir la activacion de KIR3DL2 (sefializacion del receptor),
los ensayos de (a) y (b) se pueden realizar en cualquier orden.

Fragmentos y Derivados de los presentes Anticuerpos Monoclonales

Los fragmentos y derivados de anticuerpos de la presente divulgacion (que se incluyen en los términos "anticuerpo”
0 "anticuerpos"” tal como se usan en la presente solicitud, a menos que se indique de otro modo o el contexto de lo
contradiga claramente), preferentemente un anticuerpo de tipo chAZ158, se pueden producir mediante técnicas que
se conocen en la técnica. "Fragmentos" comprende una porcion del anticuerpo intacto, por lo general el sitio de
unién a antigeno o regién variable. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen Fab, Fab', F(ab),, F(ab'),,
F(ab)s, Fv (por lo general los dominios de VL y VH de una sola rama de un anticuerpo), Fv (scFv) de una sola
cadena, dsFv, fragmentos de Fd (por lo general el dominio de VH y CH1), y fragmentos de dAb (por lo general un
dominio de VH); dominios de VH, VL, VhH, y V-NAR; minicuerpos, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos, y cuerpos
kappa (véase, por ejemplo, lll et al., Protein Eng 1997; 10: 949-57); IgG de camello; IgNAR; y fragmentos de
anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpo, y una o0 mas CDR aisladas o un
paratopo funcional, en los que las CDR aisladas o restos de unién a antigeno o polipéptidos se pueden asociar o
unir en conjunto para formar un fragmento de anticuerpo funcional. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo
preferentes también incluyen cualquier fragmento de anticuerpo que es un polipéptido que tiene una estructura
primaria que consiste en una secuencia ininterrumpida de restos de aminoéacidos contiguos (denominados en el
presente documento un "fragmento de anticuerpo de una sola cadena" o "polipéptido de una sola cadena"),
incluyendo, sin limitacién (1) moléculas de Fv de una sola cadena (2) polipéptidos de una sola cadena que contienen
solamente un dominio variable de cadena ligera, o un fragmento del mismo que contiene las tres CDR del dominio
variable de cadena ligera, sin un resto de cadena pesada asociado y (3) polipéptidos de una sola cadena que
contienen solamente una regién variable de cadena pesada, o un fragmento de la misma que contiene las tres CDR
de la region variable de cadena pesada, sin un resto de cadena ligera asociado; y anticuerpos multiespecificos
formados a partir de fragmentos de anticuerpos. Se han descrito o se han revisado diversos tipos de fragmentos de
anticuerpo, por ejemplo, en Holliger y Hudson, (2005) Nat Biotech. 23: 1126-1136; documento de patente
W02005040219; y Solicitudes de Patente de Estados Unidos publicadas N° 20050238646 y N° 20020161201.

Los fragmentos de los presentes anticuerpos se pueden obtener usando métodos convencionales. Por ejemplo, se
pueden producir fragmentos de Fab o F(ab")2 mediante digestién con proteasas de los anticuerpos aislados, de
acuerdo con técnicas convencionales. Se observara que se pueden modificar fragmentos inmunorreactivos usando
métodos conocidos, por ejemplo para disminuir la eliminacién in vivo y para obtener un perfil farmacocinético mas
deseable y el fragmento se puede modificar con polietilenglicol (PEG). Se describen métodos para acoplamiento y
conjugacion especificamente del sitio de PEG a un fragmento de Fab', por ejemplo, en Leong et al., 16 (3): 106-119
(2001) y Delgado et al., Br. J. Cancer 73 (2): 175- 182 (1996).

Como alternativa, el ADN de un hibridoma que produce anticuerpos de la presente divulgacion se puede modificar
con el fin de codificar un fragmento de la presente divulgacion. El ADN modificado se inserta a continuacién en un
vector de expresidn y se usa para transformar o para transfectar una célula apropiada, que a continuacién expresa el
fragmento deseado.

En ciertos aspectos, el ADN de un hibridoma que produce un anticuerpo de la presente divulgacién se puede
modificar antes de su inserciébn en un vector de expresion, por ejemplo, por sustitucion de la secuencia de
codificaciéon para dominios constantes de cadena pesada y ligera humanas en lugar de las secuencias homologas
no humanas (por ejemplo, Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. pp. 6851 (1984)), o mediante unién covalente
a la secuencia de codificacion de inmunoglobulina a toda o parte de la secuencia de codificacion para un polipéptido
que no es inmunoglobulina. De ese modo, se preparan anticuerpos "quiméricos" o "hibridos" que tienen la
especificidad de unién del anticuerpo original. Por lo general, tales polipéptidos que no son inmunoglobulinas se
sustituyen para los dominios constantes del anticuerpo de la divulgacion.

En un aspecto particularmente preferente, los anticuerpos de la presente divulgacion son humanizados. Las formas
"humanizadas" de anticuerpos de acuerdo con la presente divulgacion son inmunoglobulinas quiméricas especificas,
cadenas de inmunoglobulina o fragmentos de las mismas (tales como Fv, Fab, Fab', F(ab'),, u otras subsecuencias
de union antigeno de anticuerpos) que contienen secuencia minima derivada de la inmunoglobulina de murino u otra
inmunoglobulina no humana. En su mayor parte, los anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas humanas
(anticuerpo receptor) en las que los restos de una region que determina la complementariedad (CDR) del receptor se
reemplazan con restos de una CDR del anticuerpo original (anticuerpo donante) a la vez que se mantiene la
especificidad, afinidad, y capacidad deseadas del anticuerpo original. En algunos casos, los restos de marco
conservado de Fv de la inmunoglobulina humana se pueden reemplazar con restos no humanos correspondientes.
Ademas, los anticuerpos humanizados pueden comprender restos que no se encuentran en cualquiera del
anticuerpo receptor o en las secuencias de CDR o de marco conservado importadas. Estas modificaciones se
realizan para refinar y optimizar adicionalmente el rendimiento del anticuerpo. En general, el anticuerpo humanizado
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comprendera basicamente todo de al menos un, y por lo general todos, dominios variables, en los que todas o
basicamente todas las regiones de CDR que corresponden a las del anticuerpo original y todas o basicamente todas
las regiones FR son las de una secuencia consenso de inmunoglobulina humana. Para detalles adicionales véase
Jones et al. (1986) Nature 321: 522; Reichmann et al. (1988) Nature 332: 323; Verhoeyen et al. (1988) Science 239:
1534 (1988); Presta (1992) Curr. Op. Struct. Biol. 2: 593.

La eleccidon de los dominios variables humanos, tanto ligero como pesado, a usar en la preparacion de los
anticuerpos humanizados es muy importante para reducirla antigenicidad. De acuerdo con el denominado método de
"mejor ajuste”, la secuencia del dominio variable de un anticuerpo de la presente divulgacion se identifica
sisteméticamente frente a toda la biblioteca de secuencias conocidas de dominio variable humano. La secuencia
humana que es la mas cercana a la del raton se acepta a continuacién como el marco conservado humano (FR)
para el anticuerpo humanizado (Sims et al. (1993) J. Immun., 151: 2296; Chotia y Lesk (1987) J. Mol. Biol. 196: 901).
Otro método usa una region marcé en particular a partir de la secuencia consenso de todos los anticuerpos
humanos de un subgrupo en particular de cadenas ligeras o pesadas. El mismo marco conservado se puede usar
para varios anticuerpos humanizados diferentes (Carter et al. (1992) PNAS 89:4285; Presta et al. (1993) J. Immunol.
51: 1993)).

Ademas es importante que los anticuerpos estén humanizados a la vez que retienen su afinidad elevada para
KIR3DL2, y otras propiedades bioldgicas favorables. Para conseguir este objetivo, de acuerdo con un método
preferente, se preparan anticuerpos humanizados mediante un proceso de analisis de las secuencias precursoras y
diversos productos humanizados conceptuales usando modelos tridimensionales de secuencias precursoras y
humanizadas. Los modelos de inmunoglobulina tridimensionales normalmente estan disponibles y son familiares
para los expertos en la materia. Se dispone de programas informaticos que ilustran y presentan estructuras de
conformacion tridimensional probables de secuencias de inmunoglobulina candidatas seleccionadas. La inspeccién
de estas presentaciones permite el analisis del papel probable de los restos en el funcionamiento de de la secuencia
de inmunoglobulina candidata, es decir, el andlisis de restos que influyen en la capacidad de la inmunoglobulina
candidata a unirse a su antigeno. De este modo, se pueden seleccionar restos de FR y combinar a partir de las
secuencias consenso y de expresion de modo que se consigue la caracteristica deseada del anticuerpo, tal como un
aumento de la afinidad hacia el antigeno o antigenos diana. En general, los restos de CDR se ven implicados
directamente y lo méas basicamente implicados en la influencia de la union al antigeno.

En un ejemplo, la divulgacién proporciona anticuerpos anti-KIR3DL2 humanos, quiméricos o humanizados que
tienen una vida media de al menos 5, 6, 8, 9, 10, 15 o 20 dias, y que basicamente se unen a FcgammaRllla humano
(CD16) (por ejemplo, a través de su region constante). Por ejemplo un anticuerpo que tiene una region constante del
tipo de IgG1, o un fragmento de F(ab")2 por lo general presentara union a CD16). Mas preferentemente, el
anticuerpo es un anticuerpo anti-KIR3DL2 humano, quimérico o humanizado que activa el anticuerpo que compite
con el anticuerpo chAZ158 para su union a KIR3DL2 humano. Para los fines de ilustracién con anticuerpos
preferentes adecuados para uso de acuerdo con los métodos en el presente documento, se puede usar un
anticuerpo chAZ158 para preparar un anticuerpo humanizado. Los anticuerpos humanizados preferentes de acuerdo
con la divulgacién comprenden un marco conservado humano, al menos una CDR de un anticuerpo no humano, y
en los que cualquier regién constante presente es basicamente idéntica a una region constante de inmunoglobulina
humana, por ejemplo, al menos idéntica en aproximadamente un 60-90 %, preferentemente al menos idéntica en un
95 %. Por lo tanto, todas las partes de un anticuerpo humanizado, excepto posiblemente las CDR, son basicamente
idénticas a las partes correspondientes de una o mas secuencias de anticuerpos humanas nativas. En algunos
casos, el anticuerpo humanizado, ademas de las CDR de un anticuerpo no humano, incluirian restos no humanos
adicionales en la regién de marco conservado humana.

El disefio de anticuerpos humanizados se puede realizar como sigue a continuacion. Cuando un aminoacido entra
en las siguientes categorias, el aminoacido del marco conservado de un anticuerpo humano a usar (anticuerpo
aceptor) se reemplaza con un aminoacido de marco conservador de un anticuerpo no humano que proporciona una
CDR (anticuerpo donante): (a) el aminoacido en la region de marco conservado humano del anticuerpo aceptor no
es habitual para el anticuerpo humano en esa posicion, mientras que el aminoacido correspondiente en el anticuerpo
donante es habitual para el anticuerpo humano en esa posicién; (b) la posicion del aminoacido es inmediatamente
adyacente a una de la CDR; o (c) el aminoacido es capaz de interactuar con las CDR en un modelo de anticuerpo de
estructura terciaria (véase, C. Queen et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 10029 (1989), y Co et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 88, 2869 (1991)).

Para la descripcion adicional detallada de la produccion de anticuerpo humanizado, véase Queen et al., obra citada
y Co et al., obra citada y Patentes de Estados Unidos N° 5.585.089; N° 5.693.762, N° 5.693.761, y N° 5.530.101.
Normalmente, las regiones de CDR en anticuerpos humanizados son basicamente idénticas, y mas normalmente,
son idénticas a las regiones de CDR correspondientes en el anticuerpo de raton a partir del que se derivan. Aunque
normalmente no es deseable, en ocasiones es posible preparar una o mas sustituciones de aminoacidos
conservativas de restos de CDR sin que afecte de forma apreciable a la afinidad de unién del anticuerpo
humanizado resultante. En ocasiones, las sustituciones de las regiones de CDR pueden aumentar la afinidad de
union. Aparte de para las sustituciones de aminoacidos especificas que se han analizado anteriormente, las
regiones de marco conservado de anticuerpos humanizados normalmente son bdasicamente idénticas, y mas
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normalmente, son idénticas a las regiones de marco conservado de los anticuerpos humanos a partir de los que se
derivan. Por supuesto, muchos de los aminoacidos en la region de marco conservado hacen una contribucién
pequefia 0 no directa a la especificidad o afinidad de un anticuerpo. Por lo tanto, se pueden tolerar muchas
sustituciones conservativas individuales de restos de marco conservado sin cambio apreciable de la especificidad o
la afinidad del anticuerpo humanizado resultante. La region de unién a antigeno del anticuerpo humanizado (la
porcién no humana) se puede derivar de un anticuerpo de origen no humano, denominado un anticuerpo donante,
que tiene especificidad para KIR3DL2. Por ejemplo, una regién de unién a antigeno adecuada se puede derivar de
un anticuerpo monoclonal chAZ158. Otras fuentes incluyen anticuerpos especificos para KIR3DL2 obtenidos a partir
de fuentes no humanas, tales como roedor (por ejemplo, ratén y rata), conejo, cerdo, cabra o primate no humano
(por ejemplo, mono) o animales camélidos (por ejemplo, camellos y llamas). Ademas, se pueden preparar otros
anticuerpos policlonales o monoclonales, tales como anticuerpos que se unen al mismo epitopo o a uno similar tal
como un anticuerpo chAzZ158 (por ejemplo, Kohler et al., Nature, 256: 495-497 (1975); Harlow et al., 1988,
Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor, N.Y.); y Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 2
(Suplemento 27, Verano de '94), Ausubel et al., Eds. (John Wiley & Sons: New York, N.Y.), Capitulo 11 (1991)).

En un aspecto, el anticuerpo humanizado que tiene especificidad de unién para KIR3DL2 humano (que ademas se
une opcionalmente a KIR3DL1 y/o KIR3DS1) comprende al menos una CDR de origen humano. Por ejemplo, a
anticuerpo humanizado que tiene una especificidad de unién para KIR3DL2 humano comprende una cadena pesada
y una cadena ligera. La cadena ligera puede comprender una CDR derivada de un anticuerpo de origen humano que
se une a KIR3DL2 y una FR derivada de una cadena ligera de origen humano. Por ejemplo, la cadena ligera puede
comprender CDR1, CDR2 y/o CDRS3 que tiene la secuencia de aminoacidos similar o basicamente la misma que la
de la respectiva CDR de un anticuerpo chAZ158 de modo que el anticuerpo se une de forma especifica al KIR3DL2
humano. La cadena pesada puede comprender una CDR derivada de un anticuerpo de origen no humano que se
une a KIR3DL2 y una FR derivada de una cadena pesada de origen humano. Por ejemplo, la cadena pesada puede
comprender CDR1, CDR2 y CDR3 que tiene la secuencia de aminoacidos que se expone a continuacién o un
aminoéacido similar basicamente el mismo que el de la respectiva CDR del anticuerpo chAZ158 de modo que el
anticuerpo segun es de forma especifica al KIR3DL2 humano.

Un aspecto de la divulgacion es un anticuerpo humanizado que se une de forma especifica a KIR3DL2 humano, en
la que el anticuerpo se une a un determinante comun también presente en KIR3DL1 y/o KIR3DS1, y en la que el
anticuerpo comprende una cadena ligera humanizada que comprende tres CDR de cadena ligera de un anticuerpo
chAZ158 y una secuencia de marco conservado de region variable de cadena ligera de una cadena ligera de
anticuerpo humano. La divulgacion comprende adicionalmente una cadena pesada humanizada que comprende tres
CDR de cadena pesada de un anticuerpo chAZ158 y una secuencia de marco conservado de region variable de
cadena pesada de una cadena pesada de anticuerpo humano.

La porcién del anticuerpo humanizado o cadena de anticuerpo que es de origen humano (la porcién humana) se
puede derivar de cualquier anticuerpo o cadena de anticuerpo humano adecuados. Por ejemplo, una region
constante humana o porciéon de la misma, si estuviera presente, se puede derivar de las cadenas ligeras kappa o
lambda, y/o las cadenas pesadas gamma (por ejemplo, gamma 1, gamma 2, gamma 3, gamma 4), J, alfa (por
ejemplo, alfa 1, alfa 2), delta o épsilon de anticuerpos humanos, incluyendo variantes alélicas. Una region constante
en particular, variantes o porciones de la misma se pueden seleccionar para preparar a medida una funcion efectora.
Las regiones constantes posteriores, o porciones de las mismas se pueden seleccionar para que tengan un aumento
o disminucion de la union a receptores de Fc gamma (por ejemplo, CD16 en linfocitos NK). Si estuvieran presentes,
las FR humanas se derivan preferentemente de una regién variable de anticuerpo humano que tiene similitud de
secuencia con la de la region analoga o equivalente a la del donante de la regién de union al antigeno. Otras fuentes
de FR para porciones de origen humano de un anticuerpo humanizado incluyen secuencias consenso variables
humanas (Véase, Kettleborough, C. A. et al., Protein Engineering 4: 773-783 (1991); Queen et al., Patentes de
Estados Unidos N°°: 5.585.089, 5.693.762 y 5.693.761). Por ejemplo, la secuencia del anticuerpo o region variable
usada para obtener la porciébn no humana se puede comparar con secuencias humanas tal como se describe en
Kabat, E. A., et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, Quinta Edicion, Departamento de Salud y
Servicios Humanos de Estados Unidos, Oficina de Impresion Gubernamental de Estados Unidos (1991). En un
aspecto preferente, las FR de una cadena de anticuerpo humanizado se derivan de una regién variable humana que
tiene una identidad de secuencia global de al menos aproximadamente un 60 %, y preferentemente una identidad de
secuencia global de al menos aproximadamente un 80 %, con la region variable del donante no humano (por
ejemplo, anticuerpo chAZ158).

Los aminoacidos de las regiones variables de las cadenas pesada y ligera maduras de anticuerpos se denominan
Hx y Lx respectivamente, en los que x es un nimero que designa la posicion de un aminoacido de acuerdo con el
esquema de Kabat, Sequences of Proteins of Immunological Interest (National Institutes of Health, Bethesda, Md.,
1987 y 1991). Kabat enumera muchas secuencias de aminoacidos para anticuerpos para cada subgrupo, y enumera
los aminoacidos que se producen mas normalmente para cada posicion del resto en ese subgrupo. Kabat usa un
método para asignar un nimero al resto de cada aminoacido en una secuencia enumerada, y este método para
asignar nimeros a los restos se ha convertido en un patrén en el campo. El esquema de Kabat se puede extender a
otros anticuerpos no incluidos en su compendio mediante alineamiento del anticuerpo en cuestiéon con una de las
secuencias consenso en Kabat. El uso del sistema de numeracion de Kabat identifica facilmente amino&cidos en

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2539045713

posiciones equivalentes en anticuerpos diferentes. Por ejemplo, un aminoacido en la posicion L50 de un anticuerpo
humano ocupa la posicion equivalente a la posicion L50 de un aminoacido de un anticuerpo de raton. Desde el
extremo N al extremo C, ambas regiones de cadena variable ligera y pesada comprenden marcos conservados
alternativos y (CDR)" FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4. La asignacion de aminoacidos a cada region se
realiza de acuerdo con las definiciones de Kabat (1987) y (1991), mencionadas anteriormente y/o Chotia & Lesk, J.
Mol. Biol. 196: 901-917 (1987); Chotia et al., Nature 342: 878-883 (1989).

También se pueden usar ensayos de unién y/o adhesion u otros métodos adecuados en procedimientos para la
identificacion y/o el aislamiento de anticuerpos humanizados (por ejemplo, a partir de la biblioteca) con la
especificidad requerida (por ejemplo, ensayos de competicién).

Las porciones de anticuerpo de origen no humano y humano para uso en la divulgacién incluyen cadenas ligeras,
cadenas pesadas y porciones de cadenas ligeras y pesadas. Estas porciones de anticuerpos se pueden obtener o
se pueden derivar de anticuerpos (por ejemplo, mediante sintesis de novo de una porcién), o acidos nucleicos que
codifican un anticuerpo o cadena del mismo que tiene la propiedad deseada (por ejemplo, union a KIR3DL2,
similitud de secuencias, por ejemplo con el anticuerpo chAZ158) se pueden producir y expresar. Se pueden producir
anticuerpos humanizados que comprenden las porciones deseadas (por ejemplo, regiéon de unién a antigeno, CDR,
FR, region C) de origen humano y no humano usando acidos nucleicos sintéticos y/o recombinantes para preparar
genes (por ejemplo, ADNc) que codifica la cadena humanizada deseada. Para preparar una porcién de una cadena,
se pueden introducir uno o mas codones de detencién en la posicion deseada. Por ejemplo, se pueden construir
secuencias de acidos nucleicos que codifican regiones variables humanizadas recién disefiadas usando métodos de
mutagénesis de PCR para alterar las secuencias de ADN existentes (véase por ejemplo, Kamman, M., et al., Nucl.
Acids Res. 17: 5404 (1989)). Los cebadores de PCR que codifican las nuevas CDR se pueden hibridar a un molde
de ADN de una region variable previamente humanizada que se basa en la misma, o en una region variable humana
muy similar (Sato, K., et al., Cancer Research 53: 851-856 (1993)). Si una secuencia de ADN similar no esta
disponible para uso como un molde, se puede construir un acido nucleico que comprende una secuencia que
codifica una region variable a partir de oligonucleétidos sintéticos (véase por ejemplo, Kolbinger, F., Protein
Engineering 8: 971-980 (1993)). En el acido nucleico también se puede incorporar una secuencia que codifica un
péptido sefial (por ejemplo, en la sintesis, después de la insercién en un vector). Si el péptido sefal natural no esta
disponible, se puede usar una secuencia de péptido sefial de otro anticuerpo (véase, por ejemplo, Kettleborough, C.
A., Protein Engineering 4: 773-783 (1991)). Usando estos métodos, métodos que se describen en el presente
documento u otros métodos adecuados, se pueden producir variantes facilmente. En un aspecto, las regiones
variables clonadas se pueden someter a mutagénesis, y se pueden seleccionar variantes que codifican secuencias
con la especificidad desea (por ejemplo, a partir de una biblioteca de fagos; véase por ejemplo, Krebber et al.,
Patente de Estados Unidos N° 5.514.548; Hoogengoom et al., documento de patente WO 93/06213, publicado el 1
de abril de 1993)).

La divulgacion también se refiere a acidos nucleicos aislados y/o recombinantes (que incluyen, por ejemplo,
basicamente puros) que comprenden secuencias que codifican un anticuerpo humanizado o cadena ligera o pesada
de anticuerpo humanizado de la presente divulgacion.

Otro método para preparar anticuerpos monoclonales "humanizados" es usar un XenoRatén (Abgenix, Fremont, CA)
como el raton usado para la inmunizacion. Un XenoRatén es un hospedador murino de acuerdo con la presente
divulgacion cuyos genes de inmunoglobulinas se han reemplazado con genes funcionales de inmunoglobulina
humana. Por lo tanto, los anticuerpos producidos con este ratén o en hibridomas preparados a partir de los linfocitos
B de este ratdn, ya estan organizados. El XenoRatén describe en la Patente de Estados Unidos N° 6.162. 963.
también se en producir anticuerpos humanizados de acuerdo con otras diversas técnicas, tales como el uso, para la
inmunizacioén, de otros animales transgénicos que se al modificado por ingenieria para expresar un repertorio de
anticuerpo humano (Jakobovitz et al., Nature 362 (1993) 255), o mediante seleccion de repertorios de anticuerpos
usando métodos de presentacion de fagos. El experto en la materia conoce tales técnicas y se pueden poner en
practica partiendo de anticuerpos monoclonales tal como se desvela en la presente solicitud.

Los anticuerpos de la presente divulgacion, preferentemente un anticuerpo de tipo chAZ158, también se pueden
derivatizar a anticuerpos "quiméricos" (inmunoglobulinas) en los que una porcién de la cadena ligera y pesada es
idéntica a u homologa a las secuencias correspondientes en el anticuerpo original, mientras que el resto de la
cadena o cadenas es idéntica a su homologa a las correspondientes secuencias en los anticuerpos que se derivan
de otra especie 0 que pertenecen a otra clase o subclase de anticuerpo, asi como fragmentos de tales anticuerpos,
siempre y cuando presenten la actividad bioldgica deseada (Cabilly et al., mencionado anteriormente; Morrison et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., pp. 6851 (1984)).

Otros derivados dentro del alcance de la presente divulgacion incluyen anticuerpos funcionalizados, es decir
anticuerpos que se conjugan o segln en covalentemente una toxina, tal como ricina, toxina de difteria, abrina y
exotoxina de Pseudomonas; a un resto detectable, tal como un resto fluorescente, un radiois6topo o un agente de
formacion de imagenes; o a un soporte sélido, tal como perlas de agarosa o similares. En la técnica se conocen bien
métodos para conjugacion o unién covalente de estos otros agentes a anticuerpos.
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La conjugacion a una toxina es (til para dirigir la eliminacién de células que presentan receptores de KIR3DL en su
superficie celular, por ejemplo linfocitos T malignos. Una vez que el anticuerpo de la divulgacién se une a la
superficie celular de tales células, este se internaliza y la toxina se libera dentro de la célula, eliminando de forma
selectiva esa célula.

La conjugacion con un resto detectable es util, entre otros, cuando un anticuerpo de la divulgaciéon se usa con fines
de diagndstico. Tales fines incluyen, pero no se limitan a, someter a ensayo muestras biologicas, por ejemplo, una
muestra de sangre o biopsia de tejido, para la presencia de células que expresan KIR3DL, y detectar la presencia,
nivel, o actividad de células que expresan KIR3DL en un individuo. Tales métodos de ensayo y deteccidn también
son aspectos alternativos de la presente divulgacion. Tal método es Util, por ejemplo, para diagnosticar afecciones
causadas 0 poco asociadas con un aumento de la actividad o nimero de células que expresan KIR3DL. Los
anticuerpos marcados de la divulgacion también se pueden usar en selecciéon de FACS para purificar o aislar células
gue expresan KIR3DL a partir de una muestra bioldgica.

La conjugacion de un anticuerpo de la presente divulgacién a un soporte solido es Util como una herramienta para
purificacién por afinidad de células que portan un KIR3DL en su superficie celular a partir de una muestra bioldgica,
tal como una muestra de sangre o biopsias de tejido mucosal de un individuo. Este método de purificacién es otro
aspecto alternativo de la presente divulgacion, ya que es la poblacién de células purificadas resultantes.

En un aspecto alternativo, un anticuerpo que se une a un epitopo de un polipéptido KIR3DL2, en el que dicho
anticuerpo es capaz de modular la actividad de los linfocitos T, se puede incorporar en liposomas
("inmunoliposomas"), solos o en combinaciéon con otra sustancia para administraciéon dirigida a un animal. Tales
otras sustancias incluyen, pero no se limitan a, acidos nucleicos para la administracion de genes para terapia
genética o para la administracién de ARN antisentido, 0 ARNSsi para suprimir un gen en un linfocito T, o toxinas o
farmacos para la eliminacion de células dirigida.

Propiedades estructurales de anticuerpos AZ158 recombinantes

En un aspecto preferente, el anticuerpo de la divulgacion es un anticuerpo IgG quimérico o humanizado preparado
usando las secuencias de dominio variable (por ejemplo, todo el dominio variable, una porciéon del mismo, o parte o
todas las CDR) del anticuerpo chAZ158 (u otro anticuerpo que se une al mismo epitopo como chAZ158). Los
anticuerpos preferentes de la divulgacion son los anticuerpos monoclonales divalentes que comprenden la regién
variable o las CDR de chAZ158 tal como se producen, se aislan, y se caracterizan estructural y funcionalmente y se
describe en el presente documento. En un ejemplo, el anticuerpo es un anticuerpo divalente quimérico derivado de
AZ158, que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende la SEC ID N°: 8 y una regién variable
de cadena ligera que comprende la SEC ID N° 10 (chAZ158), que se describen en el presente documento en la
seccion titulada Ejemplos; en otro ejemplo, el anticuerpo es el anticuerpo divalente quimérico alternativo formado por
las (dos) cadena(s) pesada(s) que comprenden la region variable de cadena pesada de chAZ158 fusionada con una
region constante de IgG1 humana y las (dos) cadena(s) ligera(s) que comprenden la region variable de cadena
ligera de chAZ158 fusionada con una human region constante de IgL Kappa. Las secuencias de longitud completa,
variable, y CDR de estos anticuerpos se exponen en la Tabla 1. Las secuencias adicionales incluyen el ADN de la
region VH de AZ158 (SEC ID N°: 7), ADN de la region VL de AZ158 (SEC ID N°: 9), ADN Director-VH-AZ158-
HulgG1 (SEC ID N°: 17) y ADN Director-VL-AZ158-HulgL Kappa (SEC ID N°: 19).

Tabla 1
Porciéon de anticuerpo SEC | Secuencia
ID
Ne:
aminoacido de la region VH de 8 QVQLKESGPG LVAPSQSLSI TCIVSGFSLT SFEGVHWVRQP
AZ158 PGKGLEWLGV IWAGGSTNYN SALMSRLSIS KDNSKSQVFL
KMNSLONDDT AMYYCARGNS NHYVSSFYYF DYWGQGITLT
V55
aminoacido de la regién VL de 10 DIQMTQSPSS LSASLGGKVT ITCEKASQDIN KYIAWYQHEP
AZ158 GKGPRLLIHY TSTLOPGIES RFSGSGSGRD YSFSISNLEP
EDITTYYCLD YDNLWIFGGGE TKLEIK
aminoéacido de CDR1 de VH de 11 GFSLTSFGVH
AZ158
aminoacido de CDR2 de VH de 12 | VIWAGGSTNYNSALMS
AZ158
aminoacido de CDR3 de VH de 13 GNSNHYVSSFYYFDY
AZ158
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aminoéacido de CDR1 de VL de 14 KASQDINKYIA

AZ158

aminoéacido de CDR2 de VL de 15 YTSTLQP

AZ158

aminoéacido de CDR3 de VL de 16 LQYDNLWT

AZ158

aminoacido 18 MAVLVLFLCL VAFPSCVLSQ VQLKESGPGL VAPSQSLSIT

Director-VH-AZ158-HulgG1 CTVSGFSLTS FGVHWVRQPP GKGLEWLGVI WAGGSTNYNS
ALMSRLSISK DNSKSQVFLK MNSLQNDDTA MYYCARGNSN
HYVSSFYYFD YWGQGTTLTV SSASTKGPSV FPLAPSSKST
SGGTAALGCL VKDYFPEPVT VSWNSGALTS GVHTFPAVLQ
SSGLYSLSSV VTVPSSSLGT QTYICNVNHK PSNTKVDKKV
EPKSCDKTHT CPPCPAPELL GGPSVFLFPP KPKDTLMISR
TPEVICVVVD VSHEDPEVKF 'NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ
YNSTYRVVSV LTVLHQDWLN GKEYKCKVSN KALPAPIEKT
ISKAKGQPRE PQVYTLPPSR DELTKNQVSL TCLVKGFYPS
DIAVEWESNG QPENNYKTTP PVLDSDGSFF LYSKLTVDKS
RWQQGNVFSC SVMHEALHNH YTQKSLSLSP GK

aminoacido 20 MRPSIQFLGL LLFWLHGAQC DIQMTQSPSS LSASLGGKVT

Director-VL-AZ158-HulgL Kappa ITCKASQDIN KYIAWYQHKP GKGPRLLIHY TSTLQPGIPS
RFSGSGSGRD YSFSISNLEP EDITTYYCLQ YDNLWTFGGG
TKLEIKRTVA APSVFIFPPS DEQLKSGTAS VVCLLNNFYP
REAKVQWKVD NALQSGNSQE SVTEQDSKDS TYSLSSTLTL
SKADYEKHKV YACEVTHOQGL SSPVTKSFNR GEC

Por consiguiente, en un aspecto, la divulgacion proporciona un anticuerpo monoclonal aislado, o porcion de union a
antigeno del mismo, que comprende: (a) una region VH que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada entre el grupo que consiste en las SEC ID N°°: 8 y 11-13, y (b) una region VL que comprende la
secuencia de aminoécidos seleccionada entre el grupo que consiste en las SEC ID N°°: 10 y 14-16; en las que el
anticuerpo se une de forma especifica a un polipéptido KIR3DL2, preferentemente en las que el anticuerpo se une
de forma especifica a un determinante comun en KIR3DL1, KIR3DL2 y KIR3DS1. Las combinaciones preferentes de
cadena pesada y ligera incluyen: (a) una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID
N°: 8 y (b) una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 10; (a) una cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de los aminoacidos en las posiciones 20 a 472 de la SEC ID
N°: 18 y (b) una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de los aminoacidos en las posiciones 21
a 233 de la SEC ID N°: 20; (a) una cadena pesada que comprende las tres CDR que tienen una secuencia de
aminoécidos de las SEC ID N°*: 11-13, o al menos 3, 4, 5, 6, 7 0 8 restos de aminoacidos contiguos de los mismos y
(b) una cadena ligera que comprende las tres CDR que tienen una secuencia de aminoacidos de las SEC ID N°°: 14-
16, o al menos 3, 4, 5, 6, 7 0 8 restos de aminoacidos contiguos de los mismos.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona cadenas de inmunoglobulina de cadena pesada y ligera que
comprenden las CDR1, CDR2 y/o CDR3 de las respectivas cadenas pesada y ligera de chAZ158, o combinaciones
de las mismas, y anticuerpos que comprenden tales cadenas pesadas y/o ligeras. Las regiones de CDR se definen
usando el sistema de Kabat (Kabat et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, Quinta Edicion,
Departamento de Salud y Servicios Humanos de Estados Unidos, Publicacién del NIH N° 91-3242). Las CDR de
cadena pesada de chAZ158 se ubican en los aminoacidos en las posiciones 26 a 35 (CDR1), posiciones 50 a 65
(CDR2) y posiciones 98 la 112 (CDR3) en la SEC ID N°; 8. Las CDR de cadena ligera de chAZ158 se ubican en los
aminoacidos en las posiciones 24 a 34 (CDR1), posiciones 50 a 56, opcionalmente 51 a 56, opcionalmente 51 a 57
(CDR2) y posiciones 89 a 96 (CDR3) en la SEC ID N°: 10. Las respectivas CDR también se proporcionan en las
SEC ID N°% 11-16. Para cada una de las cadenas pesada y ligera, también se incluyen secuencias de CDR que
comprenden al menos 3, 4, 5, 6, 7 0 8 restos de aminoacidos contiguos de cualquiera de las posiciones de los
aminoacidos mencionados anteriormente en las CDR 1, 2 y 3. Para cada una de las cadenas pesada y ligera,
también se incluyen secuencias de CDR que tienen una identidad de secuencia de al menos un 50 %, 60 %, 70 %,
80 % o0 un 90 % de cualquiera de las posiciones de los aminoacidos mencionados anteriormente en las CDR 1, 2 y
3. En un aspecto, la divulgacién proporciona una cadena pesada o ligera de anticuerpo humanizado que comprende
restos de unién a antigeno de las CDR del anticuerpo AZ158, por ejemplo las tres CDR para cada una de las
cadenas pesada y ligera de AZ158, en un marco aceptor humano, en el que cada CDR comprende al menos 3, 4, 5,
6, 7 0 8 restos de aminoéacidos contiguos de las respectivas CDR1, CDR2 y/o CDR3 de la respectiva cadena pesada
o ligera de AZ158. Opcionalmente, uno, dos, tres 0 mas restos de aminoacidos de una cualquiera o mas de dichas
CDR son los mismos que los de la secuencia aceptora humana.
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Por consiguiente, en otro aspecto, la divulgacion proporciona una cadena pesada de inmunoglobulina, o porcion de
antigeno de la misma que comprende: (a) una CDR1 de VH que comprende una secuencia de aminodcidos de la
SEC ID N°: 11; (b) una CDR2 de VH que comprende una secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 12; y (c) una
CDR3 de VH que comprende una secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 13. En otro aspecto, la divulgacion
proporciona una cadena ligera de inmunoglobulina, o porcién de unién a antigeno de la misma que comprende (a)
una CDR1 de VL que comprende una secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 14; (b) una CDR2 de VL que
comprende una secuencia de aminoéacidos de la SEC ID N° 15; y (c) una CDR3 de VL que comprende una
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 16. Preferentemente dicha cadena pesada comprende una regién
variable de cadena pesada que comprende CDR1 de VH, CDR2 de VH y CDR3 de VH fusionadas con una region
constante de cadena de IgG humana. Preferentemente dicha regidn variable de cadena ligera que comprende CDR1
de VL, CDR2 de VL y CDR3 de VL fusionadas con una regioén constante de cadena kappa humana. Preferentemente
dicha region constante de cadena IgG humana es un isotipo de IgG1. También se proporciona un anticuerpo que es
un tetramero que comprende dos que dichas cadenas pesadas y dos de dichas cadenas ligeras.

En un aspecto, la divulgacion proporciona un anticuerpo monoclonal aislado, o porciéon de unién a antigeno del
mismo, que comprende: (a) una regién VH que se describe en el presente documento (por ejemplo, una region
variable, porcién de la misma, o una regién variable que comprende CDR1, CDR2 y/o CDR3 de VH que se describe
en el presente documento) fusionado con una region constante de cadena de IgG humana, y (b) una region de VL
que se describe en el presente documento (es decir una region variable, porcion de la misma, o una regién variable
gue comprende CDR1, CDR2 y/o CDR3 de VL que se describe en el presente documento) fusionado con una regién
constante de cadena kappa humana; en las que el anticuerpo se une en forma especifica a un polipéptido KIR3DL2.

En otro aspecto mas, un anticuerpo de la divulgacion comprende regiones variables de cadena pesada y ligera que
comprenden secuencias de aminoacidos que son homdlogas a las secuencias de aminoacidos de los anticuerpos
preferentes que se describen en el presente documento, y en las que los anticuerpos mantienen las propiedades
funcionales deseadas de los anticuerpos anti-KIR3DL2 de la divulgaciéon. Opcionalmente, el dominio de VH
comprende modificaciones en los aminoacidos de uno o mas restos de CDR, por ejemplo en el que las
modificaciones basicamente mantienen o mejoran la afinidad del anticuerpo. Por ejemplo, la variante de anticuerpo
puede tener una, dos, tres, o de una a aproximadamente siete sustituciones de aminoacidos en las secuencias de
CDR de VH o VL mencionadas anteriormente. Por ejemplo, la divulgacion proporciona un anticuerpo monoclonal
aislado, o porcién de unién a antigeno del mismo, que comprende una region variable de cadena pesada y una
regiéon variable de cadena ligera, en el que: (a) la region VH comprende una secuencia de aminoacidos que es
idéntica en al menos un 50 %, 60 %, 70 %, 80 % o un 90 % a una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el
grupo que consiste en las SEC ID N°°: 8 y 11-13; (b) la regién VL comprende una secuencia de aminoacidos que es
idéntica en al menos un 50 %, 60 %, 70 %, 80 % o un 90 % a la secuencia de aminoacidos seleccionada entre el
grupo que consiste en las SEC ID N°%: 10 y 14-16; (c) el anticuerpo se une de forma especifica a un polipéptido
KIR3DL2 y presenta al menos una de las propiedades funcionales que se describen en el presente documento,
preferentemente varias de las propiedades funcionales que se describen en el presente documento.

En otros aspectos, la CDR, VH y/o VL, o secuencias de aminoacidos de region constante pueden ser idénticas en un
50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % a las secuencias que se han expuesto
anteriormente. un anticuerpo que tiene regiones de CDR, VH y/o VL que tienen identidad elevada (es decir, un 80 %
0 superior) con la CDR, VH y/o VL, o region o regiones constantes de las secuencias que se han expuesto
anteriormente, se pueden obtener por mutagénesis (por ejemplo, mutagénesis dirigida al sitio 0 mediada por PCR)
de moléculas de acidos nucleicos que codifican la CDR, VH y/o VL de las SEC ID N°°: 6 a 16, seguido de ensayo del
anticuerpo alterado codificado para la funcion mantenida (por ejemplo, afinidad de unién a KIR3DL2, disminucion de
la proliferacion de células que expresan KIR3DL2, induccion de ADCC).

El porcentaje de identidad entre dos secuencias es una funcién del nimero de posiciones idénticas compartidas por
las secuencias (es decir, % de identidad = N° de posiciones idénticas/ N° total de posiciones x 100), teniendo en
cuenta el numero de huecos, y la longitud de cada hueco, que es necesario introducir para un alineamiento 6ptimo
de las dos secuencias. La comparacion de las secuencias y la determinacién del porcentaje de identidad entre dos
secuencias se pueden realizar usando un algoritmo matematico en un software de andlisis de secuencias. El
software de analisis de proteinas combina secuencias similares usando medidas de similitud asignadas a diversas
sustituciones, supresiones y otras modificaciones, incluyendo sustituciones de aminoacidos conservativas.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos se puede determinar, por ejemplo, usando el
algoritmo de Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. 48: 444-453 (1970)) que se ha incorporado en el programa GAP en
el paquete de software GCG (disponible en http://www.gcg.com), usando cualquiera de una matriz Blossum 62 o una
matriz PAM250, y un peso de hueco de 16, 14, 12, 10, 8, 6, 0 4 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 5 0 6. También
se pueden comparar secuencias de polipéptidos usando FASTA, aplicando parametros por defecto o
recomendados. Un programa en la Version 6.1 de GCG, FASTA (por ejemplo, FASTA2 y FASTA3) proporciona
alineamientos y porcentaje de identidad de secuencias de las regiones del mejor solapamiento entre las secuencias
de consulta y de busqueda (Pearson, Methods Enzymol. 1990; 183: 63-98; Pearson, Methods Mol. Biol. 2000; 132:
185-219). El 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 se han incorporado en el programa
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ALIGN (versién 2.0), usando una tabla de peso de restos PAM120, una penalizacion de la longitud del hueco de 12 y
una penalizacion del hueco de 4.

Otro algoritmo para comparar una secuencia con otras secuencias contenidas en una base de datos es el programa
de ordenador BLAST, en especial blastp, que usa parametros por defecto. 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 proteinas
de la presente divulgacion se pueden usar como una "secuencia de consulta" para realizar una buasqueda frente a
bases de datos publicas para, por ejemplo, identificar secuencias relacionadas. Tales busquedas se pueden realizar
usando el programa XBLAST (version 2.0) de Altschul, et al. 1990 (mencionado anteriormente). Las blsquedas de
proteinas con BLAST se pueden realizar con el programa XBLAST, puntuacién = 50, longitud de la palabra = 3 para
obtener secuencias de aminoacidos homologas a las moléculas de anticuerpo de la divulgacion. Para obtener
alineamientos con huecos con fines de comparacion, se puede usar BLAST Con Huecos tal como se describe en
Altschul et al., 1997 (mencionado anteriormente). Cuando se usan los programas BLAST y BLAST Con Huecos, se
pueden usar los parametros por defecto de los respectivos programas (por ejemplo, XBLAST y NBLAST). Véase
http://www.ncbi.nim.nih.gov.

En ciertos aspectos, un anticuerpo de la divulgacién comprende una regién VH que comprende secuencias de
CDR1, CDR2 y CDR3 y una regiéon VL que comprende secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3, en el que una 0 mas
de estas secuencias de CDR o de regidn variable comprenden secuencias de aminoacidos especificas basadas en
los anticuerpos preferentes que se describen en el presente documento (por ejemplo, chAZ158 y cualquiera de las
SEC ID N°%: 6-16), o modificaciones conservativas las mismas, y en las que los anticuerpos mantienen las
propiedades funcionales deseadas de los anticuerpos anti-KIR3DL2 de la divulgacion. Las modificaciones
conservativas de las secuencias puede ser cualquier modificaciéon que no afecte ni altere de forma significativa a las
caracteristicas de unién del anticuerpo que contiene la secuencia de aminoacidos. Tales modificaciones
consecutivas incluyen sustituciones, adiciones y supresiones de aminodacidos. Se pueden introducir modificaciones
en un anticuerpo de la divulgacion mediante técnicas convencionales conocidas en la técnica, tales como
mutagénesis dirigida al sitio y mutagénesis mediada por PCR. Por lo general, las sustituciones de aminoacidos
"conservativas" son aquéllas en las que un resto de aminoacido se reemplaza con un resto de aminoacido que tiene
una cadena lateral con propiedades fisicoquimicas similares. En la técnica se han definido familias de restos de
aminoacidos que tienen cadenas laterales similares. Estas familias incluyen aminoacidos con cadenas laterales
basicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas laterales acidas (por ejemplo, acido aspartico, acido
glutamico), cadenas laterales polares sin carga (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 con ramificacion beta (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas
laterales aromaticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina). Por lo tanto, uno o mas restos de
aminoacidos dentro de las regiones CDR de un anticuerpo de la divulgacion se pueden reemplazar con otros restos
de aminoacidos de la misma familia de cadena lateral y se puede someter a ensayo la funcion retenida del
anticuerpo alterado (es decir, las funciones que se exponen en (c), (d) y () mencionados anteriormente) usando los
ensayos funcionales que se describen en el presente documento.

Las secuencias de acidos nucleicos que codifican las regiones variables de cadena pesada y de cadena ligera del
anticuerpo chAZ158 se muestran en las SEC ID N°°: 7 y 9, respectivamente. En un aspecto la divulgacion
proporciona un anticuerpo monoclonal divalente que comprende la regién variable de cadena pesada de AZ158
transcrita y traducida a partir de una secuencia de nucleétidos que comprende la SEC ID N°: 7 o un fragmento de la
misma (por ejemplo, una secuencia que codifica CDR1, CDR2 y/o CDR3 de la regién VH de chAZ158), y la region
variable de cadena ligera de chAZ158 transcrita y traducida a partir de una secuencia de nucleétidos que comprende
la SEC ID N°: 9 o un fragmento de la misma (por ejemplo, una secuencia que codifica CDR1, CDR2 y/o CDR3 de la
region VL de chAZ158.

Regiones constantes hipofucosiladas

En vista de la capacidad de los anticuerpos anti-KIR3DL2 de la divulgacion para inducir ADCC cuando se producen
células que proporcionan anticuerpos hipofucosilados, los anticuerpos de la divulgacion también se pueden preparar
con modificaciones que aumentan su capacidad para unirse a receptores de Fc. Las modificaciones habituales
incluyen regiones constantes modificadas de 1gG1 humana que comprenden al menos una modificacion de
aminoacido (por ejemplo, sustitucion, supresiones, inserciones), y/o tipos alterados de glicosilacion, por ejemplo,
hipofucosilacion. Por ejemplo, tales modificaciones pueden aumentar la union a FcyRllla en células efectoras (por
ejemplo, NK).

Ciertos patrones de glicosilacion alterada en regiones constantes han demostrado un aumento de la capacidad de
unioén del receptor Fc de anticuerpos. Tales modificaciones de carbohidrato se pueden realizar, por ejemplo,
expresando el anticuerpo en una célula hospedadora con maquinaria de glicosilacion alterada. En la técnica se han
descrito células con maquinaria de glicosilacion alterada y se pueden usar como células hospedadoras en las que se
expresan anticuerpos recombinantes de la divulgacion para producir de ese modo un anticuerpo con glicosilacién
alterada. Véase, por ejemplo, Shields, R.L. et al. (2002) J. Biol. Chem. 277: 26733-26740; Umana et al. (1999) Nat.
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Biotech. 17: 176-1, asi como, Patente Europea N° EP 1.176.195; Publicaciones de PCT WO 06/133148; WO
03/035835; WO 99/54342.

Generalmente, tales anticuerpos con glicosilacion alteradas estan "glico-optimizados" de modo que el anticuerpo
tiene una estructura de N-glicano en particular que produce ciertas propiedades deseables, que incluyen, pero no se
limitan a, aumento de ADCC vy actividad de unién de receptores de células receptoras cuando se compara con
anticuerpos no modificados o anticuerpos que tienen una regién constante de origen natural y se producen mediante
células NSO de mieloma murino y células de Ovario de Hamster Chino (CHO) (Chu y Robinson, Current Opinion
Biotechnol. 2001, 12: 180-7), anticuerpos expresados por HEK293T tal como se producen en el presente documento
en la seccion de Ejemplos, u otras lineas de células hospedadoras de mamifero usadas normalmente para producir
anticuerpos terapéuticos recombinantes.

Los anticuerpos monoclonales producidos en células hospedadoras de mamifero contienen un sitio de glicosilacion
unido a N en Asn297 de cada cadena pesada. Por lo general, los glicanos en los anticuerpos son estructuras
biantenarias complejas con N-acetilglucosamina muy baja o sin biseccion (GIcNAc de biseccioén) y niveles elevados
de fucosilacion del nucleo. Los extremos de glicano contienen &cidos sialico en baja proporciéon o nada terminal y
cantidades variables de galactosa. Para una revisién de los efectos de la glicosilacion en la funcién de los
anticuerpos, véase, por ejemplo, Wright y Morrison, Trend Biotechnol. 15: 26- 31 (1997). Un trabajo considerable
muestra que los cambios en la composicion del azlcar de la estructura de glicano del anticuerpo puede alterar las
funciones efectoras de Fc. Se cree que las estructuras importantes de carbohidrato que contribuyen a la actividad
del anticuerpo son los restos de fucosa unidos a través de unién alfa-1,6 a los restos mas internos de N-
acetilglucosamina (GlacNAc) de los oligosacaridos unidos en N de la regién Fc (Shields et al., 2002).

La union a FcyR requiere la presencia de oligosacaridos unidos covalentemente al Asn297 conservado en la region
Fc de tipo IgGl1, 1gG2 o IgG3 humanas. Recientemente se han asociado estructuras de oligosacaridos no
fucosilados con un aumento drastico de la actividad de ADCC in vitro. "Asn 297" de acuerdo con la divulgacion se
refiere al aminoacido asparagina situado aproximadamente en la posicion 297 en la region de Fc; basandose en
variaciones de secuencias menores de anticuerpos, Asn297 también se puede situar en algunos aminoacidos
(normalmente no méas de +3 aminoacidos) cadena arriba o cadena abajo.

Histéricamente, los anticuerpos producidos en células CHO contienen aproximadamente de un 2 a un 6 % en la
poblaciéon que no estan fucosilados. Se han informado que las lineas celulares YB2/0 (mieloma de rata) y Lecl3 (un
mutante de lectina de la linea de CHO que es deficiente en GDP- manosa 4,6-deshidratasa que conduce a la
deficiencia de GDP-fucosa o compuestos intermedios de azUcar de GDP que son el sustrato de la alfa6-
fucosiltransferasa producen anticuerpos con un 78 a un 98 % de especies no fucosiladas. En otros ejemplos, se
pueden usar técnicas de ARN de interferencia (ARNi) o de genosupresion para modificar por ingenieria a células
para que disminuyan los niveles de transcrito de ARNm de FUT8 o para genosuprimir la expresién totalmente, y se
ha informado que tales anticuerpos contienen hasta un 70 % de glicano no fucosilado.

La divulgacion comprende el anticuerpo que se une a KIR3DL2 que esta glicosilado con una cadena de azlcar en
Asn297, mostrando dicho anticuerpo un aumento de la afinidad de unién a través de su porcién Fc a FcyRIIl. En un
aspecto de la divulgacion, un anticuerpo comprendera una regioén constante que comprende al menos una alteracion
de aminoacido en la regién Fc que aumenta la unién del anticuerpo a FcyRllla y/o ADCC.

En un aspecto, los anticuerpos de la divulgacion estan hipofucosilados en su regién constante. Tales anticuerpos
pueden comprender una alteracion de aminoacidos o pueden no comprender una alteracién de aminoacidos pero se
pueden producir o tratar en condiciones para producir tal hipofucosilacion. En un aspecto, una composicion de
anticuerpo de la divulgacion comprende un anticuerpo quimérico, humano o humanizado que se describen el
presente documento, en el que al menos un 20, 30, 40, 50, 60, 75, 85, 90, 95 % o basicamente todas las especies
del anticuerpo en la composicién tienen una regién constante que comprende una estructura nicleo de carbohidrato
(por ejemplo, estructuras complejas, hibridas y de alta manosa) que carece de fucosa. En un aspecto, se
proporciona una composicion de anticuerpo que esta libre de anticuerpos que comprenden una estructura nicleo de
carbohidrato que tiene fucosa. El carbohidrato nicleo sera preferentemente una cadena de azlcar en Asn297.

En un aspecto, la divulgacién comprende una composicién de anticuerpo de la divulgacién, por ejemplo una
composicion que comprende anticuerpos que se unen a KIR3DL2, estan glicosilados con una cadena de azUlcar en
Asn297, en la que los anticuerpos estan parcialmente fucosilados. Los anticuerpos parcialmente fucosilados se
caracterizan por que la proporcion de anticuerpos anti-KIR3DL2 en la composicion que carecen de fucosa dentro de
la cadena de azUcar en Asn297 esta entre un 20 % y un 90 %, preferentemente entre un 20 % y un 80 %,
preferentemente entre un 20 % y un 50 %, 55 %, 60 %, 70 % o 75 %, entre un 35 % y un 50 %, 55 %, 60 %, 70 % o
75 %, o entre un 45 % y un 50 %, 55 %, 60 %, 70 % o un 75 %. Preferentemente el anticuerpo es de tipo IgG1 o
IgG3 humana.

La cadena de azlUcar mostrada puede mostrar adicionalmente cualquier caracteristica (por ejemplo, presencia y
proporcion de estructuras complejas, hibridas y de alta manosa), que incluyen las caracteristicas de los glicanos
unidos a N unidos a Asn297 de un anticuerpo de una célula humana, o de un anticuerpo expresado de forma
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recombinante en una célula de roedor, célula de murino (por ejemplo, célula CHO) o en una célula aviar (por
ejemplo, célula EBx®)

En un aspecto, el anticuerpo se expresa en una célula que esta careciendo de una enzima fucosiltransferasa de
modo que la linea celular produce proteinas que carecen de fucosa en sus carbohidratos nucleo. Por ejemplo, las
lineas celulares Ms704, Ms705, y Ms709 carecen del gen de fucosiltransferasa, FUT8 (alfa (1,6) fucosiltransferasa),
de modo que los anticuerpos expresados en las lineas celulares Ms704, Ms705, y Ms709 carecen de fucosa en sus
carbohidratos nucleo. Estas lineas celulares se crearon mediante la alteracion dirigida del gen FUT8 en células
CHO/DG44 usando dos vectores de sustitucion (véase la Publicacion de Patente de Estados Unidos
N° 20040110704 de Yamane et al.; e Yamane-Ohnuki et al. (2004) Biotechnol Bioeng 87: 614-22). Otros ejemplos
han incluido el uso de supresion antisentido, interferencia de ARN bicatenario (ARNdSs), interferencia de ARN de
horquilla (ARNhp) o ARN de interferencia de horquilla que contiene intron (ARNihp) para alterar de forma funcional
del gen FUT8. En un aspecto, el anticuerpo se expresa en una linea celular con un gen FUT8 alterado de forma
funcional, que codifica una fucosil transferasa, de modo que los anticuerpos expresados en tal linea celular
presentan hipofucosilacion mediante la reduccién a la eliminacion de la enzima relacionada con la unién en alfa 1,6.

En un aspecto, el anticuerpo se expresa en lineas celulares modificadas por ingenieria para que exprese glicosil
transferasas que modifican glicoproteinas (por ejemplo, beta(1,4)-N-acetilglucosaminiltransferasa Il (GnTHI)) de
modo que los anticuerpos expresados en las lineas celulares modificadas por ingenieria presentan aumento de
estructuras de GlcNac de biseccion que dan como resultado un aumento de la actividad de ADCC de los anticuerpos
(Publicacién PCT del documento de patente WO 99/54342 de Umana et al.; y Umana et al. (1999) Nat. Biotech. 17:
176-180).

En otro aspecto, el anticuerpo se expresa y el resto o restos de fucosilo se escinden usando una enzima fucosidasa.
Por ejemplo, la fucosidasa alfa-L-fucosidasa retirar restos de fucosilo de anticuerpos (Tarentino, et al. (1975)
Biochem. 14: 5516-5523). En otros ejemplos, una linea celular que produce anticuerpos se puede tratar con un
inhibidor de la glicosilacién; Zhou et al. Biotech. y Bioengin. 99: 652-665 (2008) describieron el tratamiento de células
CHO con el inhibidor de alfa-manosidasa I, kifunensina, dando como resultado la produccién de anticuerpos con N-
glucanos de tipo oligomanosa no fucosilados.

En un aspecto, el anticuerpo se expresa en una linea celular que tiene naturalmente una actividad enzimatica baja
para afadir fucosilo a la N-acetilglucosamina que se une a la region Fc del anticuerpo o que no tiene la actividad
enzimatica, por ejemplo la linea celular YB2/0 de mieloma de rata (CRL 1662 de la ATCC). Los glicanos
hipofucosilados también se pueden producir en lineas celulares de origen vegetal, por ejemplo documento de
patente WO 07/084926A2 (Biolex Inc.), documento de patente WO 08/006554 (Greenovation Biotech GMBH). Otro
ejemplo de lineas celulares incluyen una variante de linea de células CHO, células Led 3 cells, con capacidad
reducida para unir fucosilo a carbohidratos unidos a Asn(297), también dando como resultado la hipofucosilacién de
anticuerpos expresados en esa célula hospedadora (documento de patente WO 03/035835 (Presta et al); y Shields,
RX. et al. (2002) J. Biol. Chem. 277: 26733-26740).

En otro aspecto, el anticuerpo se expresan una célula aviar, preferentemente una linea celular que naturalmente
proporciona anticuerpos con bajo contenido de fucosa, por ejemplo, documento de patente W02008/142124 (Vivalis
SA). Como se demuestra en el presente documento, el uso de una linea de células madre derivada de embrién aviar
EBX® (por ejemplo, EB66 o EB14) proporciona una gran proporcion de anticuerpos IgG1 que tienen una estructura
comun de oligosacarido de tipo biantenario unida a N que comprende cadenas largas con GlcNac terminal que estan
altamente galactosiladas. Aproximadamente la mitad de la poblacién de anticuerpos IgG1 contiene la estructura de
oligosacarido de tipo biantenario no fucosilado unido a N. Por lo tanto, la divulgacién incluye métodos para producir
anticuerpos, y anticuerpos producidos usando tales métodos, en la que los métodos para producir los anticuerpos
comprenden la expresién del anticuerpo en células madre derivadas de embrién aviar EBX®, preferentemente células
madre derivadas de embrion de pollo o de pato (por ejemplo, EBx®) y mas preferentemente células EB14 de pollo o
células EB24 y EB66 de pato, modificadas genéticamente por ingenieria para expresar de forma recombinante el
anticuerpo anti-KIR3DL.

Varios investigadores diferentes han generado lineas de células de embridon aviar. Por ejemplo, la Patente de
Estados Unidos N° 5.340.740 describe el desarrollo de células madre de embrién aviar mediante cultivo de células
blastodérmicas aviares en presencia de una capa alimentadora de fibroblasto de raton. La Patente de Estados
Unidos N° 5.656.479 y el documento de patente WO 93/23528 también describen un cultivo de células aviares de
células aviares sin diferenciar que expresan un fenotipo de células madre embrionarias. La Patente de Estados
Unidos N° 6.114.168 y el documento de patente WO 96/12793 describen métodos para producir células madre de
embrién aviar en CEF usando medios en particular. La Patente de Estados Unidos N° 6.280.970 describe
fibroblastos de embrion aviar transformados que contienen SV40 T Ag dentro de su genoma. La publicacion de
Patente de Estados Unidos N° 2001/0019840A1 describe medios de cultivo para producir células ES aviares y
métodos para producir proteinas en células ES cultivadas en tal medio. El documento de patente WO 00/47717
describe los procesos para desarrollar lineas celulares germinales de embrion aviar por cultivo de células germinales
fundamentales aviares en medio de cultivo que contiene factores de crecimiento en particular y factores de inhibicion
de la diferenciacion. En ciertos aspectos, tales células incluyen, por ejemplo, células EB1, EB2, EB3, EB4, EB5, y
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EB14, que se pueden obtener en VIVALIS SA (Nantes, Francia) y que se describen en el documento de patente
FR02/02945, documento de patente WO 03/07661 y documento de patente W02008/129058. Estas células se
obtuvieron de embriones de pollo o de pato en etapas muy iniciales de la génesis embrionaria y presentan un
fenotipo de células madre. Las células no se modifican genéticamente en su estado nativo y crecen a una densidad
celular elevada en suspensién en un medio de cultivo de células animales libres de suero.

En un aspecto preferente, la célula aviar de la presente divulgacion es una célula de pollo o de pato. Se han
generado células EBX® usando un proceso de dos etapas totalmente documentado, que se describe junto con
métodos mas generales para obtener y preparar células aviares a la produccion de un anticuerpo, y se describen en
la solicitud de Patente de Estados Unidos N° 61/032.786, presentada el 29 de febrero de 2008 y la publicacion de
patente Internacional N° W02008/142124, presentada el 21 de mayo de 2008.

Ejemplos de lineas de células EBx® de pollo incluyen lineas de células EB14 de pollo en suspension (véase el
documento WO 03/076601 y el documento WO05/007840) o EBv13. Los ejemplos de lineas de células EBx" de pato
incluyen EB24, EB26, EB66. Se pretende que los términos "aviar", "pajaro"”, "aves" o "ava" tal como se usan en el
presente documento tengan el mismo significado, y se usaran indistintamente. "Pajaros" hace referencia a cualquier
especie, subespecie o raza de organismo de la clase taxonémica « ava ». En un aspecto preferente, "pajaros" hace
referencia a cualquier animal del orden taxonémico: - "Anseriformes" (es decir, pato, ganso, cisne y similares). De
acuerdo con un aspecto mas preferente, el pajaro es un pato, mas preferentemente un pacto de Pekin o de Moscu
Pekin o Muscovy. Por lo tanto, la presente divulgacion proporciona un proceso para obtener lineas celulares
diploides de pato continuas derivadas de células madre embrionarias (ES), en las que dichas lineas de células de
pato no producen particulas de retrovirus enddégenos competentes para la replicacion. Son ejemplos de lineas de
células EBx® de pato de la divulgacién EB24, EB26, EB66 o los subclones de las mismas, tales como EB24-12.

El proceso de establecimiento de lineas de células aviares diploides continuas, denominadas EBX®, de la divulgacion
por lo general comprende dos etapas: a) aislar, cultivar y expandir células madre (ES) embrionarias de pajaros que
no contienen secuencias provirales endégenas completas, o un fragmento de las mismas, susceptibles de producir
particulas de retrovirus endégenos competentes para la replicacién, mas especificamente secuencias provirales de
EAV y/o ALV-E o un fragmento de las mismas, en un medio de cultivo completo que contiene todos los factores que
permiten su crecimiento y en presencia de una capa alimentadora y suplementado con suero animal; opcionalmente,
dicho medio de cultivo completo puede comprender aditivos, tales como aminoacidos adicionales (es decir,
glutamina, ...), piruvato sédico, betamercaptoetanol, hidrolizado de proteina de origen no animal (es decir, extracto
de levadura, hidrolizados de plantas, ...); b) pasar mediante modificacion del medio de cultivo para obtener una
retirada total de dichos factores, dicha capa alimentadora y dicho suero, y opcionalmente dichos aditivos, y obtener
adicionalmente lineas de células caviares adherentes buen suspensién, denominadas EBX®, que no producen
particulas de retrovirus enddégenos competentes para replicacion, capaces de proliferar durante un largo periodo de
tiempo, en un medio basal en ausencia de factores de crecimiento exdégenos, kappa alimentadora y suero animal.
Tal como observaran los expertos en la materia, se conoce la seleccion del vector apropiado, por ejemplo, plasmido,
componentes para la transcripciéon apropiada, expresion (secuencias promotoras, secuencias de control y secuencia
reguladora), y el aislamiento de proteinas producidas en sistemas de expresion de células y se determina y se pone
en practica de forma rutinaria por aquellos que tienen experiencia en la materia.

Las células EBx@ por lo general se transfectan con al menos un vector de expresion en las que dicho vector de
expresion comprende al menos, en el siguiente orden:

- un primer casete de expresion que comprende las siguientes secuencias de ADN en el siguiente orden:
secuencia promotora (por ejemplo, promotor de CMV), secuencia intrénica, secuencia de ADN (preferentemente
secuencia de ADNc) que codifica la cadena pesada de un anticuerpo o un fragmento del mismo, secuencia de
poliadenilacion;

- un segundo casete de expresion que comprende las siguientes secuencias de ADN en el siguiente orden:
secuencia promotora (por ejemplo, promotor de CMV), secuencia intrénica, secuencia de ADN (preferentemente
secuencia de ADNc) que codifica la cadena ligera del o un fragmento del mismo, secuencia de poliadenilacion;

- un tercer casete de expresion que comprende las siguientes secuencias de ADN en el siguiente orden: promotor
viral, gen de resistencia a antibiéticos, secuencia de poliadenilacion, (por ejemplo, promotor SV40, gen de
resistencia a neomicina, secuencia de poliadenilacion);

- opcionalmente, al menos un elemento 5' MAR de lisozima de pollo tal como se describe en el documento de
patente W002/074969 o un elemento MAR humano tal como se describe en el documento de patente WO
2005/040377. El cultivo de dichas células EBX® transfectadas se puede realizar de acuerdo con las técnicas de
cultivo celular bien conocidas por la persona experta en la materia.

Los anticuerpos de la divulgacion, cuando se expresan en células EBx cells, presentan una estructura comun de
oligosacarido unido a N de un tipo biantenario que comprende cadenas largas con GlcNac terminal que estan
altamente galactosiladas y no fucosiladas y que transmiten una fuerte actividad de ADCC a los anticuerpos. La
proporcion de anticuerpos no fucosilados representa al menos un 20 %, mas preferentemente al menos un 35 %, y
mas preferentemente al menos un 45 %, un 50 % o un 55 % o superior de los anticuerpos. Por lo tanto, la
divulgacion proporciona un polipéptido recombinante, producido mediante linea de células EBx transfectadas,
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preferentemente lineas de células EB 14 o EB66 de pato, en la que el polipéptido recombinante se caracteriza
porque tiene aproximadamente un 20 %, mas preferentemente aproximadamente un 35 %, e incluso mas
preferentemente aproximadamente un 45 % de estructuras de oligosacaridos unidos a N no fucosilados. De forma
mas precisa, la divulgacion proporciona un anticuerpo monoclonal recombinante que se une a KIR3DL de acuerdo
con cualquiera de los aspectos de la presente divulgacion, producido mediante una linea de células EBXx
transfectadas, preferentemente una linea de células EB66 de pato, en la que dicho anticuerpo se caracteriza por que
tiene aproximadamente un 45 % o mas de estructuras de oligosacaridos unidos a N no fucosilados. Dicho anticuerpo
se puede caracterizar por que tiene aproximadamente un 35 % o0 mas de estructuras GO, G1 y G2 de oligosacaridos
unidos a N no fucosilados. La divulgacion también se refiere a un anticuerpo o poblacion de tales anticuerpos que se
une a KIR3DL, producido en células EBX®, preferentemente en células EB66 de pato, y que tienen un aumento de la
actividad de en comparacion con el mismo anticuerpo producido en lineas de células de hidridoma o células CHO de
tipo silvestre, preferentemente CHOK1 y CHO-DG44. La poblacion de anticuerpos anti-KIR3DL producidos en
células EBx® también se puede caracterizar por que comprende una gran proporcion de anticuerpos en los que la
region Fc porta una estructura comin de oligosacaridos unidos a N no fucosilados de un tipo biantenario que
comprende cadenas largas con GlcNac terminal estan galactosiladas y una gran proporcién de anticuerpos en los
que la region Fc porta una estructura comin de oligosacaridos no fucosilados unidos a N de un tipo biantenario que
comprende cadenas largas con GlcNac terminal que estan galactosiladas. La poblacion de anticuerpos se
caracteriza por que tiene aproximadamente un 45 % de estructuras de oligosacaridos unidos a N no fucosilados. La
mayoria de estos anticuerpos, es decir, mas de un 60 %, un 75 %, un 85 %, o un 95 % de estos anticuerpos de la
poblacién de anticuerpos producidos en células EBx no contienen restos de acido sidlico en la estructura de
oligosacaridos unidos a N de un tipo biantenario que se une a la region Fc. Una gran proporcion de restos de acido
sidlico son el acido N-acetil-neuraminico (NeuAC) — por lo general mas de un 80 %, un 90 %, o un 95 % de restos de
acido sialico son NeuAc que se sabe que son no inmunogénicos en seres humanos. La proporcion pequefia restante
de restos de 4cido sidlico esta formada por acido N-glicoliineuraminico (NeuGc).

Mientras que los anticuerpos en forma no derivatizada o no modificada son referentes, particularmente del tipo 1IgG1
0 IgG3, o anticuerpos sin derivar que comprenden una modificacién en la region constante para mejorar la unién del
anticuerpo a FcyRllla y/o ADCC, también es posible preparar anticuerpos derivatizados para hacerlos citotoxicos.
Cuando se usan formas divalentes de IgG de tales anticuerpos derivatizados, estos se pueden dirigir por lo tanto a
células tumorales de dos maneras distintas: mediante ADCC (por ejemplo, cuando los anticuerpos se unen a
receptores Fc, por ejemplo a través de sus regiones constantes) y mediante la muerte de la célula a través del resto
citotéxico. En un aspecto, una vez que se aislan los anticuerpos y se hacen adecuados para su uso en seres
humanos, estos se derivatizan para hacerlos toxicos para las células. De esta manera, la administracién del
anticuerpo, por ejemplo a pacientes con CTCL, conducira a la unién relativamente especifica del anticuerpo a
células cancerigenas que expresan el polipéptido KIR3DL2, proporcionando de este modo un medio adicional para
eliminar o inhibir directamente las células.

Purificacién de células positivas para KIR3D usando los anticuerpos de la divulgacién

En ciertos aspectos, los presentes anticuerpos se usan para purificar células positivas para KIR3D de una muestra
bioldgica. Las muestras biolégicas se pueden obtener de un paciente, por ejemplo con fines de diagnéstico o
terapéuticos ex vivo, o de individuos o primates no humanos para obtener una fuente de tales células confines de
investigacion.

Las células positivas para KIR3D se pueden verificar usando los presentes anticuerpos con cualquiera de una serie
de métodos convencionales. Por ejemplo, las células de sangre periférica se pueden clasificar usando un escaner
FACS usando anticuerpos marcados especificos para KIR3DL2, si opcionalmente para otras moléculas de superficie
celular presentes por lo general en las, por ejemplo, CD4 para los linfocitos T; CD4 CD2*, CD3", CD5", CDS,
CD28+, CD45R0O" y/o TCRaf+ para células malignas en el Sindrome de Sézary; CD4" y CD28 en enfermedades
inflamatorias, autoinmunes o cardiovasculares.

Ademas, los anticuerpos de la divulgacion se pueden conjugar o unir covalentemente a un soporte sélido y se
pueden usar para purificar células positivas para KIR3D o cualquier célula que expresa KIR3D de una muestra
bioldgica, por ejemplo, de una muestra de sangre o biopsia de tejido mucosal de un paciente otro individuo. De
forma especifica, la muestra biolégica se coloca en contacto con los anticuerpos en condiciones que permiten que
las células dentro de la muestra se unan al anticuerpo, y a continuacion las células se eluyen del anticuerpo unido al
soporte sélido.

Independientemente del método usado para aislar o purificar las células positivas para KIR3D, la capacidad para
hacer esto es util para numerosos fines, por ejemplo para diagnosticar un trastorno caracterizado por una expansion
patogénica de células que expresan KIR3D, mediante la evaluacion del nimero o la actividad de otras
caracteristicas de células positivas para KIR3D obtenidas de un paciente, o para evaluar la capacidad de los
anticuerpos de la divulgacién, o fragmentos derivados de los mismos, para modular la actividad comportamiento de
las células de un paciente anterior, por ejemplo, para uno de los tratamientos que se describen en el presente
documento usando los anticuerpos. Ademas, las células positivas para KIR3D purificadas son utiles en un contexto
de investigacion, por ejemplo, para caracterizar mejor las células y sus diversas propiedades y comportamientos, asi
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como para identificar compuestos 0 métodos que se pueden usar para modular su comportamiento, actividad,
proliferacién. Los anticuerpos de la divulgacion también pueden ser Gtiles en métodos de diagndstico, por ejemplo en
métodos para detectar polipéptidos KIR en células, por ejemplo células enfermas de un paciente. Los anticuerpos
gue se unen a todos los polipéptidos KIR3D (KIR3DL1, DL2 y DS1) proporcionan un método para detectar todos los
polipéptidos KIR3D expresados con un solo anticuerpo, y ademas para distinguir los polipéptidos KIR3D de KIR2D.
Los anticuerpos KIR3D se pueden usar opcionalmente en combinacion con anticuerpos KIR2D en los que se va a
evaluar toda la gama de polipéptidos KIR.

Tratamiento de enfermedades

La presente divulgacion también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden un anticuerpo de
acuerdo con la divulgacion que se une de forma especifica a polipéptidos KIR3DL2 en la superficie de las células, el
nivel de crecimiento o la actividad de las células y/o conduce a la eliminacién, preferentemente a través de ADCC,
de las células positivas para KIR3DL. La composicién comprende adicionalmente un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

La divulgacién también proporciona un método inhibir el crecimiento o la actividad de, y/o suprimir, células positivas
para KIR3DL, en particular células positivas para KIR3DL2, en un paciente con necesidad del mismo, que
comprende la etapa de administrar a dicho paciente una composicidon de acuerdo con la divulgacién. Tales métodos
de tratamiento se pueden usar para un nimero de trastornos que incluyen, pero no se limitan a, CTCL, SS y MF,
trastornos inflamatorios, autoinmunes y cardiovasculares.

En algunos aspectos, antes de la administracion del anticuerpo o composicion anti-KIR3DL2, se evaluara la
presencia de KIR3DL (por ejemplo, KIR3DL2) en células del paciente, por ejemplo, para determinar el nivel relativo y
la actividad de células positivas para KIR3LD en el paciente asi como para confirmar la eficacia de la union de los
anticuerpos a las células del paciente. Esto se puede realizar mediante la obtencion de una muestra de PBL o
células del sitio del trastorno, y sometiendo a ensayo por ejemplo, usando inmunoensayos, para determinar la
importancia relativa de los marcadores tales como CD4, etc., asi como, por ejemplo KIR3DL2, en las células.

En un aspecto, cuando se busca inhibir la actividad o crecimiento, o suprimir, células positivas para d KIR3DL e un
paciente, se evalla la capacidad del anticuerpo anti-KIR3DL2 para inhibir la proliferaciéon o suprimir las células
positivas para KIR3DL de un paciente. Si las células positivas para KIR3DL se inhiben y/o suprimen con el
anticuerpo o composicién anti-KIR3DL2, se determina que el paciente responde a la terapia con un anticuerpo o
composicion anti-KIR3DL2, y opcionalmente el paciente se trata con un anticuerpo o composicion anti-KIR3DL2.

En otros aspectos, el método puede comprender la etapa adicional de administrar a dicho paciente un agente
terapéutico adicional apropiado seleccionado entre un agente inmunomodulador, un agente inmunosupresor, un
agente hormonal, un agente quimioterapéutico, un segundo anticuerpo que se une a un polipéptido KIR3DL2. Tales
agentes adicionales se pueden administrar a dicho paciente como una forma de dosificacion individual en
combinacién con dicho anticuerpo, o como una forma de dosificacion separada. La dosificacién del anticuerpo (o
anticuerpo y la dosificacién del agente terapéutico adicional en conjunto) es suficiente para inducir, estimular, y/o
potenciar de forma detectable una respuesta terapéutica en el paciente. Cuando se administra por separado, el
anticuerpo, fragmento, o derivado y el agente terapéutico adicional se administran de forma deseable en condiciones
(por ejemplo, con respecto al tiempo, ndmero de dosis, etc.) que dan como resultado beneficio terapéutico
combinado detectable al paciente.

La Micosis fungoide y el sindrome de Sézary mas agresivo que presentan las formas mas comunes de CTCL. El
transcurso clinico de MF/SS suele ser sin dolor, con areas eritematosas pruriginosas que se desarrollan lentamente
durante largos periodos. Sin embargo, en ocasiones, las placas eritematosas se infiltran progresivamente,
desarrollandose en placas y por ultimo a tumores ulcerosos. El prondstico de MF/SS se basa en el alcance de la
enfermedad en la presentacion. Los pacientes con la enfermedad en estadio | tienen una supervivencia media de 20
afios 0 mas, en comparacién con una supervivencia media de aproximadamente 3 a 4 afios para los pacientes con
enfermedad en estadio llI/1V.

Las composiciones de la divulgacion se pueden usar para el tratamiento en combinaciéon con cualquier agente que
se sabe que es Util en el tratamiento de la neoplasia de linfocitos T en particular. Aln que en la actualidad no existe
un protocolo convencional para MF/SS, existe una tendencia general que confia en las intervenciones topicas para
retrasar el inicio de la enfermedad de forma sistémica y terapia mas téxica hasta el desarrollo de sintomas extensos.
El psoraleno y radiacion ultravioleta A (PUVA), combinados o no, con dosis bajas de interferén-a, es eficaz en el
estadio inicial de MF/SS, induciendo una remision completa (CR) en la mayoria de los pacientes. Se ha usado
radioterapia local o radiacion total de la piel con haces de electrones (TSEB) con éxito para controlar la enfermedad
cutanea avanzada. También se puede usar de forma satisfactoria fotoféresis extracorpérea pero por lo general no
esta disponible. Una vez que la enfermedad se hace frente a la terapia tpica, se puede proporcionar interferon-q, el
rexinoide bexaroteno (Targretin®, Ligand Pharmaceuticals, San Diego, CA), un analogo de retinoide sintético que se
dirige al receptor del retinoide X, quimioterapia con un solo agente o quimioterapia de combinacién. Sin embargo, la
duracion de la respuesta sin embargo response a menudo es inferior a 1 afio, y por Gltimo todos los pacientes tienen
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recaidas y la enfermedad se hace resistente. La toxina denileuquina diftitox de difteria e IL2 recombinante
(DAB389IL-2, ONTAK®, Ligand Pharmaceuticals, San Diego, CA) es activa en pacientes con CTCL del estadio Ib al
estadio IV resistente a los tratamientos previos (respuesta objetiva global en un 30 % de 71 pacientes con una
respuesta de duracién media de 7 meses) y parece que tiene un efecto beneficioso en el alivio de los sintomas y en
la calidad de vida. Méas recientemente, la denileuquina diftitox se ha sometido ensayo en un ensayo en Fase | en
combinacién con bexaroteno, ya que induce una regulacion positiva de CD25 in vitro. La combinacién también se
toler6 bien e indujo una respuesta objetiva en un 67 % de 14 pacientes. Los sucesos adversos mas significativos
fueron los que ya se habian informado con bexaroteno solo (hipertrigliceridemia y supresion de la funcién del tiroides
debido a una disminucién de la produccién de TSH) y linfopenia de grado 3 o 4 pero que se resolvia en un mes
después de terminar con la terapia. En este estudio no se inform6 del tiempo para el fracaso del tratamiento. En
otros estudios, un anti-CD4 monoclonal quimérico (cM-T412, Centocor, Malvern, PA) se administré a 8 pacientes
con MF e indujo una respuesta objetiva en 7 de ellos pero con una duracion media de la respuesta de solamente
5 meses. En fotoféresis extracorpérea, el Uvadex® (metoxsaleno, Therakos Inc. Exton, PA) también ha mostrado
signos de eficacia. El anticuerpo monoclonal humanizado alemtuzumab (mAb de anti-CD52 de hu-lgG;, Campath®,
Millennium Pharmaceuticals, Inc. e ILEX Oncology, Inc., comercializado y distribuido en Estados Unidos por Berlex
Laboratories, Inc., Montville, NJ) esta indicado para el tratamiento de leucemia linfocitica crénica de linfocitos B (B-
CLL) pacientes que se han tratado con agentes de alquilacién y que han fracasado en la terapia con fludarabina. Se
ha sometido ensayo en pacientes con MF/SS avanzada (enfermedad en estadio Ill o IV) y ha conducido a
respuestas objetivas en al menos la mitad de los casos (55 % de 22 pacientes). Su perfil de efectos secundarios
consiste principalmente en reacciones de inmunosupresiéon e infusion. Un estudio retrospectivo independiente
también describié toxicidad cardiaca significativa en 4 de 8 pacientes. Con remisiones larga duracién observadas
(tiempo medio para el fracaso del tratamiento de 12 meses, intervalo de 5 a 32+ meses), parece que la terapia con
alemtuzumab es el tratamiento con la duracion de respuesta media mas favorable en comparacién con todos los
tratamientos informados hasta la fecha. Cada uno de estos tratamientos se puede usar en combinacién con los
anticuerpos de la divulgacion.

Los anticuerpos producidos usando los presentes métodos son particularmente eficaces en el tratamiento de
trastornos autoinmunes e inflamatorios, asi como trastornos cardiovasculares lo mas particularmente sindrome
coronario agudo, artritis, artritis reumatoide, vasculitis reumatoide, lupus sistémico eritematoso, esclerosis mdltiple y
granulomatosis de Wegener, espondiloartritis. En general, los presentes métodos se pueden usar para tratar
cualquier trastorno causado al menos en parte por la presencia o la actividad de células que expresan KIR3DL, por
ejemplo, linfocitos T tales como linfocitos CD4'CD28 que expresan KIR3DL2, and que por lo que tanto se pueden
tratar de forma eficaz eliminando o inhibiendo de forma selectiva la proliferacién o activacion de células que
expresan KIR3DL2, por ejemplo, mediante la activacion de KIR3DL2 para transmitir una sefial intracelular inhibitoria.

En algunos aspectos, antes de la administracion del anticuerpo anti-KIR3DL2, se evaluara la expresion de KIR3DL
en células que subyacen al trastorno en particular. Esto se puede realizar mediante la obtencién de una muestra de
PBL o células del sitio del trastorno (por ejemplo, del liquido sinovial en pacientes con RA), y sometiendo a ensayo
por ejemplo, usando inmunoensayos, para determinar la importancia relativa de marcadores tales como CD4, CD28,
etc., asi como KIR3DL en las células. También se puede usar otros métodos para detectar la expresion de KIR3DL y
otros genes, tales como métodos basados en ARN, por ejemplo, RT-PCR o transferencia de Northern.

El tratamiento puede implicar multiples sondas de administracion de anticuerpo o compuesto. Por ejemplo, después
de una ronda de administracion inicial, general por lo general se volvera a medir el nivel y/o actividad de linfocitos T
que expresan KIR3DL, por ejemplo, linfocitos T CD4'CD28", linfocitos T CD4" malignos, en el paciente, y, si ain
fuera elevado, se puede realizar una ronda de administracién adicional. De esta manera, se pueden realizar
multiples rondas de deteccion de receptor y administracion de anticuerpos o compuesto, por ejemplo, hasta que el
trastorno se deja bajo control.

Los anticuerpos anti-KIR3DL2 de la divulgacidon se pueden usar para el tratamiento en combinacién con cualquier
agente que se sabe que es util para el tratamiento del trastorno inflamatorio, trastorno autoinmune, o trastorno
cardiovascular en particular. En vista de la capacidad de los anticuerpos anti-KIR3DL2 para inhibir la proliferacién
celular en ausencia de células efectoras inmunes, puede ser ventajoso administrar anticuerpos KIR3DL2 en
combinacién con un tratamiento inmunosupresor. Los anticuerpos anti-KIR3DL2 se pueden combinar por ejemplo
con agentes antiinflamatorios esteroideos, agentes antiinflamatorios no esteroideos, antimetabolitos y otros agentes
usados en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares, inflamatorias o autoinmunes. En algunos aspectos, los
agentes antiinflamatorios comprenden agentes antiinflamatorios esteroideos, que incluyen glucocorticosteroides y
mineralocorticosteroides. Estos se pueden administrar mediante cualquier método adecuado para el tratamiento de
los trastornos inflamatorios, en que incluyen, entre otras, las vias oral, intravenosa, intramuscular, dérmicas, o nasal.
En algunos aspectos, los agentes antiinflamatorios comprenden agentes antiinflamatorios no esteroideos. Estos
agentes generalmente actian mediante la inhibicién de la accidn de las enzimas ciclooxigenasa y lipoxigenasa, o
receptores para mediadores generados por estas enzimas. Los compuestos antiinflamatorios no esteroideos
incluyen inhibidores de la COX no selectivos, inhibidores de la COX selectivos, asi como antagonistas de FLAP y
antagonistas de la 5-lipoxigenasa. En algunos aspectos, los agentes antiinflamatorios pueden comprender
antimetabolitos que influyen en la proliferacion de las células implicadas en la respuesta inmune. Los antimetabolitos
adecuados incluyen analogos de folato, tales como metotrexato; inhibidores de inosina monofosfato deshidrogenasa
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(IMPDH), tales como micofenolato de mofetilo; y azatiopurina. Los compuestos de este grupo por lo general influyen
en la produccién de los sustratos necesarios para la replicacion del ADN, inhibiendo de este modo la proliferacion de
las células implicadas o activadas como respuesta a una reaccion inflamatoria. En algunos aspectos, el agente
antiinflamatorio es una gente que bloquea la accién del TNF-alfa, la citoquina principal implicada en trastornos
inflamatorios. En algunos aspectos, el anti-TNF es un anticuerpo que bloquea la accién del TNFalfa. Un anticuerpo
anti-TNF a modo de ejemplo es el infliximab (Remicade®). En otros aspectos, el agente anti-TNFalfa es un
constructo de receptor que se une al TNFalfa y previene su interaccion con receptores del TNF presente en células,
por ejemplo entanercept (Enbrel®). En otros aspectos, el agente antiinflamatorio es cualquier otro agente (por
ejemplo, un agente de anticuerpo) que tiene propiedades inmunosupresoras y es Util en el tratamiento del trastorno
que se esta tratando con el anticuerpo KIR3D de la divulgacion.

Composiciones Farmacéuticas

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables que se pueden usar en estas composiciones incluyen, pero no se
limitan a, intercambiadores i6nicos, alimina, estearato de aluminio, lecitina, proteinas de suero, tales como albumina
suero humano, sustancias tampon tales como fosfatos, glicina, acido sorbico, sorbato potasico, mezclas parciales de
glicéridos de acidos grasos vegetales saturados, agua, sales o electrolitos, tales como sulfato de protamina,
hidrogenofosfato disédico, hidrogenofosfato potasico, cloruro sédico, sales de cinc, silice coloidal, trisilicato de
magnesio, polivinil pirrolidona, sustancias a base de celulosa, polietilenglicol, carboximetilcelulosa sddica,
poliacrilatos, ceras, polimeros en bloque de polietileno-polioxipropileno, polietilenglicol y lanolina.

Las composiciones de la presente divulgacién se pueden administrar por via oral, por via parenteral, mediante
pulverizacién por inhalacién, por via topica, por via rectal, por via nasal, por via bucal, por via vaginal o mediante un
deposito implantado. Las técnicas usadas en el presente documento incluyen técnicas de inyeccion o infusién
subcutanea, intravenosa, intramuscular, intraarticular, intrasinovial, intraesternal, intratecal, intrahepatica,
intralesional e intracraneal.

Las formas inyectables estériles de las composiciones de la presente divulgacion pueden ser acuosa eso una
suspension oleosa. Estas suspensiones se pueden formular de acuerdo con técnicas conocidas en la materia que
usan agentes de dispersion o de humectacion adecuados y agentes de suspension. La preparacion inyectable estéril
también puede ser una solucidon o suspensién inyectable estéril en un diluyente o disolvente parenteralmente
aceptable no téxico, por ejemplo como una solucién en 1,3-butanodiol. Entre los vehiculos y disolventes aceptables
que se pueden usar se encuentran agua, solucién de Ringer y solucidn isoténica de cloruro sédico. Ademas, aceites
no volatiles, estériles se usan convencionalmente como un disolvente o0 medio de suspension. Para este fin, se
puede usar cualquier aceite no volatil insipido incluyendo mono- o diglicéridos sintéticos. Los acidos grasos, tales
como &cido oleico y sus derivados glicéridos son Utiles en la preparacion de agentes inyectables, al igual que lo son
aceites farmacéuticamente aceptables naturales, tales como aceite de oliva o aceite de ricino, especialmente en sus
versiones polioxietiladas. Estas soluciones o suspensiones oleosas también pueden contener un diluyente o
dispersante de alcohol de cadena larga, tal como carboximetil celulosa o agentes de dispersion similares que se
usan normalmente en la formulacion de formas de dosificacion farmacéuticamente aceptables que incluyen
emulsiones y suspensiones. Otros tensioactivos usados normalmente, tales como Tweens, Spans y otros agentes
de emulsiéon o potenciadores de la biodisponibilidad que se usan normalmente en la preparacién de formas de
dosificacién farmacéuticamente aceptables sélidas, liquidas, u otras también se prevén usar con fines de
formulacion.

Se ha mostrado que varios anticuerpos monoclonales son eficaces en situaciones clinicas, tales como Rituxan
Herceptin (Trastuzumab) o Xolair (Omalizumab), y regimenes de administracién similares (es decir, formulaciones
y/o dosis y/o protocolos de administracién) se pueden usar con los anticuerpos de la presente divulgacion. Las
programaciones y dosificaciones para la administracion del anticuerpo en las composiciones farmacéuticas de la
presente divulgaciéon se pueden determinar de acuerdo con métodos conocidos para estos productos, por ejemplo
usando las instrucciones del fabricante. Por ejemplo, un anticuerpo presente en una composicion farmacéutica de la
presente divulgacién se puede proporcionar a una concentracién de 10 mg/ml en cualquier vial de un solo uso de
100 mg (10 ml) o 500 mg (50 ml). El producto se formula para administracion IV en 9,0 mg/ml de cloruro sédico,
7,35 mg/ml de dihidrato de citrato sédico, 0,7 mg/ml de polisorbato 80, y Agua Estéril para Inyeccién. El pH se ajusta
a 6,5. Un intervalo de dosificacion adecuado a modo de ejemplo para un anticuerpo en una composicién
farmacéutica de la presente divulgacion puede estar entre aproximadamente 10 mg/m2 y 500 mg/mz. Sin embargo,
se observara que estos programas son a modo de ejemplo y que se puede adaptar un programa y régimen optimo
teniendo en cuenta la afinidad y la tolerabilidad el anticuerpo en particular en la composicién farmacéutica que se
debe determinar en ensayos clinicos.

Las cantidades y el programa de inyeccion de un anticuerpo en una composicion farmacéutica de la presente
divulgacion que saturan las células que expresan KIR3DL2 durante 24 horas, 48 horas, 72 horas, o una semana o
un mes se determinaran considerando la afinidad del anticuerpo y de sus parametros farmacocinéticos.

De acuerdo con otro aspecto, las composiciones de anticuerpo de la presente divulgacion pueden comprender
adicionalmente otro agente terapéutico, incluyendo agentes usados normalmente para el fin terapéutico en particular
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para el que se estd administrando el anticuerpo. El agente terapéutico adicional normalmente estara presente en la
composicion en cantidades usadas por lo general para ese agente en una monoterapia para la enfermedad o
afeccion en particular que se esta tratando. Tales agentes terapéuticos incluyen, pero no se limitan a, agentes
terapéuticos usados en el tratamiento de trastornos autoinmunes, trastornos inflamatorios o linfomas de linfocitos T,
por ejemplo SS o MF.

Aspectos y ventajas adicionales de la presente divulgacion se desvelaran en la siguiente seccion experimental, que
se deberia contemplar como ilustrativa y no como limitante del alcance de la presente solicitud.

Ejemplos
Ejemplo 1 - Generacion de AZ158

Los mAb se generaron por inmunizacion de ratones Balb C de 5 semanas de edad con poblacién de linfocitos NK
activados con IL-2 policlonal. Después de diferentes fusiones celulares, el mAb AZ158 se seleccionod inicialmente
para unirse al subconjunto de la poblacién de linfocitos NK en diferentes donantes y dos analisis de
inmunofluorescencia con color de poblaciones de linfocitos NK indicaron que AZ158 mAb reacciona con el mismo
subconjunto de células tefiidas con mAb Z27 (anti KIR3DL1/S1) y Q66 (anti-KIR3DL2, IgM, generado en el
laboratorio de los inventores). La reactividad de AZ158 se analiz6 adicionalmente en poblaciones de linfocitos NK y
clones en combinaciéon con anticuerpos adicionales, que incluian EB6 (anti-p58.2.p50.2, CD158a), GL183 (anti-
p58.2/50.2, CD158b), PAX180 (anti-p50.3) y FES172 (anti-p50.3), asi como Z27 y Q66, y se observé que AZ158
reaccionaba con el mismo subconjunto de células tefiidas con los mAb anti-KIR3DL1 y anti-KIR3DL2. También se
observaron resultados similares usando un panel de clones de linfocitos NK que expresan diferentes receptores de
NK especificos de la clase | de HLA.

Ejemplo 2 - unién a receptores KIR3D
A. Unién a KIR3DS1 en PBMC

Se evalud la union del anticuerpo AZ158 a linfocitos NK humanos. Se incubaron PBMC (se descongelaron y se
seleccionaron para linfocitos NK CD3'CD56") con mAb, se lavaron y se marcaron con PE-GaM, SAV-PE 0 GAM-IgG
M. La citometria de flujo se realiz6 en un citdbmetro XL/MCL (Beckman Coulter). La adquisicién y el andlisis se
realizaron con la v1.2 del software EXPO™ 32 (Beckman Coulter). Los anticuerpos usados fueron AZ158, y Z27-PE
(especifico para KIR3DL1 y KIR3DS1), DX9-PE (especifico solamente para KIR3DL1) y Q66 (IgM especificos
solamente para KIR3DL2), ambos generados previamente en el laboratorio de los inventores). La inclusién de DX9
ademas de Z27 y Q66 permite la contribucion de KIR3DS1 al perfil de unién a evaluar. Los patrones de tincién
indicaban que se tifi6 ligeramente mas de la mitad de la poblacién de linfocitos NK incluyendo AZ158. En base a los
patrones de tincion, parece que el anticuerpo AZ158 tifie cada uno de los subconjuntos de linfocitos NK tefiidos con
los anticuerpos 227, Q66 y DX9 lo que indica que AZ158 se une a cada uno de KIR3DL1, KIR3DL2 y KIR3DS1.

Los experimentos de citometria de flujo se repitieron para una serie de donantes sanos individuales, usando
diferentes anticuerpos para distinguir entre las diferentes poblaciones de KIR3D dentro de los linfocitos T y NK. Los
anticuerpos Z27-PE (especifico para KIR3DL1 y KIR3DS1; Beckman Coulter Corp., CA, ref. del producto IM3292) y
DX9-PE (especifico solamente para KIR3DL1; Miltenyi Biotec, ref. del producto en Alemania 130-092-473), en
combinacion con AZ158-PE. Los resultados para un individuo representativo que tiene un genotipo que expresaba
cada uno de los tres receptores KIR3D se muestran en las Figuras 4 y 5. Las Figuras 4A y 4B muestran los patrones
de tincién para PBMC seleccionado en CD3'CD56" (linfocitos NK), incubado con los mAb PE-DX9, PE-Z27 y PE-
AZ158, lavado y marcado. La Figura 4A muestra la tincion de Z27 en el eje x que indica las células que son
KIR3DL1/DS1" y la tincién de DX9 en el eje y que indica la poblacién de células KIR3DL1". La Figura 4B muestra la
tincién de AZ158 en el eje x que indica las células que son KIR3DL1/DL2/DS1" y la tincién de DX9 en el eje y que
indica la poblacién de células KIR3DL1". Comparando las Figuras 4A y 4B se puede observar una poblacién
adicional en el cuadrante derecho inferior de la Figura B que corresponde a la especificidad de KIR3DL2 adicional de
AZ158 en comparacion con Z27. En los linfocitos NK en este individuo, aproximadamente un 14 % de las células NK
eran positivas para cada uno de KIR3DL2 y KIR3DS1 mientras que un 20-22 % de las células NK expresaban
KIR3DL1.

Las Figuras 5A y 5B muestran los patrones de tincién para PBMC seleccionado en CD3" (linfocitos T), incubado con
los mAb PE-DX9, PE-Z27 y PE-AZ158, lavado y marcado. La Figura 5A muestra la tincion de Z27 en el eje x lo que
indica que las células son KIR3DL1/DS1" y la tincion de DX9 en el eje y que indica la poblacién de células
KIR3DL1". La Figura 5B muestra la tincién de AZ158 en el eje x indicando las células que son KIR3DL1/DL2/DS1+y
la tincion de DX9 en el eje y que indica la poblacion de células KIR3DL1®. Comparando las Figuras 5A y 5B se
puede observar una poblacién adicional menor en el cuadrante derecho inferior de la Figura 5B que corresponde a la
especificidad de KIR3DL2 adicional de AZ158 en comparacién con Z27. En los linfocitos NK en este individuo,
aproximadamente un 2 % de los linfocitos NK eran positivos para cualquiera de KIR3DS1, KIR3DL2 y KIR3DS1.

B. Unién a proteinas KIR3DL1 y KIR3DL2 inmovilizadas
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La union de AZ158 quimérico ("chAZ158", véase el Ejemplo 3) a proteinas recombinantes KIR3DL2 y KIR3DL1
(R&D systems) se analiz6 por Resonancia de Plasmones Superficiales (SPR) usando un aparato Biacore T100. La
Figura 6 muestra los sensogramas para la union de chAZ158 a KIR3DL2 (color negro; linea superior) y chips de
KIR3DL1 (color gris; linea inferior), superpuestos, con unidades de resonancia (RU) en el eje y, y el tiempo
(segundos) en el eje x. Se inyectd anticuerpo a una concentracion constante de 12 pg/ml sobre las células de flujo
KIR3DL2 y KIR3DL1. Las sefiales de fondos se restaron en linea mediante la coinyeccién en la célula de flujo de
referencia (solamente dextrano). Los sensogramas son representativos de tres experimentos independientes. Los
resultados muestran que el chAZ158 se une tanto a KIR3DL1 como a KIR3DL2. Ademas, la fase de disociacion en
el sensograma indica que chAZ158 se puede unir a KIR3DL1 con mayor estabilidad para KIR3DL1 y KIR3DL2.

C. Dominio de unién de chAZ158 en KIR3DL2

Células y reactivos. Las células HEK293T/17 se cultivaron en DMEM (Gibco) complementado con piruvato sédico (1
mM), penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100 pg/ml) y FCS al 10 % inactivado con calor (PAN biotech). El reactivo
de Lipofectamina 2000, Trizol, Transcriptasa inversa SuperScript I, vector pcDNA3.1 y anticuerpos anti-V5-FITC se
adquirieron en Invitrogen. El (H+L)-PE anti-Humano de cabra se adquirié en Beckman Coulter (PNIM1626).

Extraccion de ARN y preparacion de ADNc. Las PBMC (5.106 células) de Homo Sapiens se volvieron a suspender
en 1 ml de reactivo Trizol. La extraccion del ARN se realizé mediante la adicion de 200 pl de cloroformo. Después de
centrifugacién (15 min, 13.000 rpm), el ARN se precipité en fase acuosa con 500 pl de isopropanol. Después de
incubacién (10 min, TA) y centrifugaciéon (10 min, 13.000), el ARN se lavo con etanol al 70 % y se volvié centrifugar
(5 min, 13.000 rpm).

El ARN se volvié a suspender en agua libre de H,O Rnasa. EI ADNc se obtuvo usando Transcriptasa inversa
SuperScript Il usando 2 pug de ARN especifico y siguiendo las instrucciones del fabricante.

Clonacién del dominio 0, dominio 1 y dominio 2 de KIR3DL2

Las secuencias del dominio 0, dominio 1 y dominio 2 de KIR3DL2 Humano (nimero de registro U30272) se
muestran en la Tabla 2.

Tabla 2
Dominio de KIR3DL2 SEC ID Secuencia de aminoacidos
de tipo Ig Ne:
Dominio 0 21 PLMGGQDKPF LSARPSTVVP RGGHVALQCH YRRGFNNFML

YKEDRSHVPI FHGRIFQESF IMGPVTPAHA GTYRCRGSRP
HSLTGWSAPS NPLVIMVTGN HRKPSLLAHP GPLLKSG

Dominio 1 22 TVILQCWSDV MFEHFFLHRE GISEDPSRLV GQIHDGVSKA
NFSIGPLMPV LAGTYRCYGS VPHSPYQLSA PSDPLDIVIT
GLYEKPSLSA QPGPTVQAGE

Dominio 2 23 NVILSCSSWS SYDIYHLSRE GEAHERRLRA VPKVNRTFQA
DFPLGPATHG GTYRCFGSFR ALPCVWSNSS DPLLVSVTIGN
PSSSWPSPTE PSSKSGICRH LH

Las secuencias del dominio 0, dominio 1 y dominio 2 de KIR3DL2 de Homo Sapiens (nimero de registro U30272) se
amplificaron mediante reaccién de PCR a partir de ADNc usando respectivamente los oligonucledtido 5° AA GCT
AGC GGT AAG CCT ATC CCT AAC CCT CTC CTC GGT CTC GAT TCT ACG CTC ATG GGT GGT CAG GAC AAA
C (SEC ID N°: 24) (directo) y 3' AA GGA TCC CTC TCC TGA TTT CAG CAG GGT (SEC ID N 25) (inverso); 5' AA
GCT AGC GGT AAG CCT ATC CCT AAC CCT CTC CTC GGT CTC GAT TCT ACG ACA GTC ATC CTG CAATGT
TGG (SEC ID Ne: 26) (directo) y 3' AA GGA TCC CTC TCC TGC CTG AAC CGT GGG (SEC ID Ne: 27) (inverso) ; 5'
AA GCT AGC GGT AAG CCT ATC CCT AAC CCT CTC CTC GGT CTC GAT TCT ACG AAC GTG ACC TTG TCC
TGT AGC (SEC ID N°: 28) (directo) y 3' AA GGA TCC ATG CAG GTG TCT GCA GAT ACC (SEC ID No: 29)
(inverso). Después de clonacion de Ta y secuenciacion, las secuencias se clonaron en vector pcDNA3.1 entre los
sitios de restriccion Nhel y BamHI. Estos constructos se insertaron entre el péptido director CD33 y el anclaje de
CD24 GPI (el anclaje de ADN CD24 GPl y las secuencias de aminoacidos se muestran en las SEC ID N°%: 30 y 31,
respectivamente) sintetizados en MWG Biotech (insertados entre los sitios de restriccion BamHI y HindllIl).

Transfeccion. Las células HEK-293T/17 se sembraron 24 horas antes de la transfeccion en placas de 6 pocillos
(5.105 células/pocillo) en DMEM sin antibidticos. Las transfecciones se realizaron usando 5 pg de los constructores
diferentes del dominio 0 de pcDNA3.1/KIR3DL2, dominio 1 de pcDNA3.1/KIR3DL2 o dominio 2 de
pcDNA3.1/KIR3DL2 usando Lipofectamina 2000 de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para asegurar la
pureza del ADN para la transfeccion, se usé el kit libre de endotoxinas Maxi-prep de Qiagen. La relacion de
Lipofectamina/ADN usada se fij6 a 2/1. Las células se cosecharon 48 horas después de la transfeccion para
experimentos de citometria de flujo.
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Citometria de flujo. Las células se cosecharon y se tifieron en tamp6n de PBS 1X / BSA al 0,2 % / EDTA 2 mM
durante 1 h a 4 °C usando 5 pg/ml de anticuerpo chiAZ158. Después de dos lavados en tampén de tincion, las
células se tifieron durante 30 min a 4 °C con anticuerpo anti-V5 FITC (0,1 pl por pocillo) y anticuerpos (H+L)-PE anti-
humanos de cabra (1/200). Después de dos lavados, las tinciones se adquirieron en un BD FACS Canto Il y se
analizaron usando el software FlowJo.

Resultados. Para determinar cuando se une el anticuerpo chAZ158 en la molécula de KIR3DL2, se crearon tres
constructos. Estos consistian en el ADN que codifica el dominio extracelular 0, 1 o 2 de la molécula de KIR3DL2
(SEC ID N°°%: 21, 22 y 23, respectivamente) unido al ADN que codifican el anclaje de CD24-GPI (SEC ID N°: 30) para
permitir la expresion en la superficie celular. Todos estos constructos se marcan con el epitopo V5 para deteccion en
la superficie celular por citometria de flujo.

Los tres constructos se expresaron en la superficie celular de HEK-293T/17; las células positivas para V5 se
pudieron detectar en todas las condiciones, aunque se observd mas expresion del dominio O del constructo de
KIR3DL2 en la superficie celular en comparacion con los constructores del dominio 1 y del dominio 2 de KIR3DL2.
Los resultados se muestran en las Figuras 7-10, con V5-FITC indicado en el eje y, y chAZ158-GAH-PE en el gje x.
La tincidn en células sin transfectar se muestra en la Figura 7. Con el anticuerpo chAZ158 se observa una sefial
positiva fuerte en las células HEK-293/17 transfectar as con el constructor del dominio 0 de KIR3DL2 (Figura 8). No
se pudo detectar la unién del anticuerpo chiAZ158 en el dominio 1 (Figura 9) o en el dominio 2 (Figura 10) de
KIR3DL2. Por lo tanto, a partir de este experimento de citometria de flujo se puede concluir que el anticuerpo
chAZ158 se une al dominio 0 extracelular de KIR3DL2 pero no a los dominios 1y 2.

Ejemplo 3 — Quimerizacién de Regiones Variables de Cadena Pesada y Ligera de AZ158

Sedimentos de células congeladas de linea de hibridoma de ratén, AZ158, se descongelaron y se procesaron
usando el Kit de RNeasy Midi (N° de cat. de Qiagen 75142) para aislar el ARN total. Aproximadamente
5 microgramos de ARN de AZ158 se sometieron a transcripcion inversa para producir ADNc de AZ158 usando el kit
de sintesis de la 12 hebra de Amersham Biosciences (Amersham Biosciences, N° de Cat. 27-9261-01). El ADNc de
la region variable de cadena pesada de inmunoglobulina (VH) se amplific6 por PCR usando 12 cebadores de IgH
diferentes en combinacién con un cebador de regién constante para determinar que par de cebadores era el mas
adecuado para la PCR. De forma analoga, la region variable de cadena kappa de inmunoglobulina (VK) se amplificé
usando cebadores multiples de IgK en combinacién con un cebador de region constante kappa.

Solamente un solo conjunto de cebadores proporcioné un producto de amplificacién para las regiones variables de
cadena pesada. Los productos de amplificacion se ligaron por separado en vectores pCR2.1®-TOPO ® para
transformacion en bacterias TOP10 de E. coli, amplificacion y secuenciacién (usando el Kit de Reaccién Preparada
de Secuenciacion de Ciclos BigDye® Terminator v3.0 (ABI). La secuencia de aminoéacidos de la region variable de
cadena pesada (AZ158 VH) se establece en la SEC ID N°: 8.

Para la cadena ligera, se obtuvieron tres productos individuales de amplificacion, denominados MKV2, MKV6 y
MKV7, con los cebadores restantes sin producir productos. La secuencia de aminoacidos de la region variable de
cadena ligera (AZ158 VK) que surge de MKV6 se establece en la SEC ID N°: 10. La cadena ligera de MKV2
correspondia a un transcrito kappa estéril que se origina a partir de un compafiero de fusion celular de mieloma. Tal
como se describe adicionalmente a continuacién, la cadena ligera de MKV7 no era funcional en los ensayos de
unién a antigeno. El producto de MKV2 era un transcrito estéril comun a la mayoria de los hibridomas.

La quimerizacién de los productos VK de AZ158 derivados usando MKV6 y MKV7 implicaban la introduccién a
través de los cebadores apropiados y PCR, de un sitio de restriccion Hind Ill, un sitio de inicio de la traduccion Kozak
y la secuencia directora kappa de PC613 (para MKV6) seleccionados por similitud a partir de la base de datos de
Kabat en el extremo 5' y un sitio dador de corte y empalme vy sitio de restriccién de Bam HI en el extremo 3' de la
secuencia de ADN de VK de AZ158. El producto de PCR resultante se clond en un vector que codifica la regién
constante de la cadena ligera kappa humana con el fin de codificar una cadena ligera quimérica de longitud
completa que contiene la region variable en la cadena ligera AZ158.

La quimerizacion de VH de AZ158 implicada en la introduccion, por PCR y los cebadores apropiados, un sitio de
restriccion Hind 1ll, un sitio de inicio de la traduccidon Kozak y la secuencia directora H26 en el extremo 5', y, en el
extremo 3', el fragmento 5' de la regién C gammal humana hasta un sitio de restriccion Apa | natural. El producto de
PCR resultante se clon6 en un vector que codifica la region constante de la cadena pesada de 1gG1 inmunoglobulina
con el fin de codificar una cadena pesada de IgG1 quimérica de longitud completa que contiene la region variable de
la cadena pesada de AZ158.

Los plasmidos resultantes que codifican: a/ la cadena pesada quimérica y b/ una de las dos cadenas kappa; se
electroporaron en conjunto en células COS 7. Los medios acondicionados a partir de estas células contenian el
anticuerpo lgG1l-kappa quimerizado resultante, chAZ158, que a continuacidon se purificd para proteina A. Los
anticuerpos purificados se sometieron a ensayo para su unién a células Cou-L que expresan KIR3DL2. El anticuerpo
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chAZ158 que incluye la cadena kappa derivada de MKV6, se unia a células Cou-L. Sin embargo, el anticuerpo que
incluyera cadena kappa derivada de MKV7 no se unia a estas células y por lo tanto esta cadena kappa no se
derivaba del anticuerpo anti-KIR3DL2 de raton.

El AZ158 no es habitual porque produce mdltiples transcritos de kappa, con secuencias de codificacion
aparentemente funcionales. Por lo tanto, los inventores expresaron dos anticuerpos quiméricos con las dos
secuencias de region directora kappa y variable diferentes. La buena expresion de la versién quimérica de estas dos
cadenas kappa en asociacién con la cadena pesada quimérica individual en células COS después de tres dias de
cultivo indicaba que estas secuencias de codificacion de kappa son funcionales. Sin embargo, solamente el
anticuerpo chAZ158 incluia la cadena ligera de MKV6 unida a células que expresan KIR3DL2. La razén de esta
situacion compleja se puede deber a la insuficiencia en la expresion debida a la region de no codificacion del
transcrito de MKV7 de modo que en el 2° alelo que produce el transcrito de MKV6 se reorganizé en la linea
precursora de linfocitos B. Como alternativa, el hibridoma puede ser un producto de una fusién de 3 células, a partir
de la que se retenian los cromosomas que portan ambas cadenas ligeras funcionalmente reorganizadas, pero a
partir de la que, se expulsaba uno de los cromosomas de cadena pesada reorganizado.

Ejemplo 4 - AZ158 inhibe el crecimiento tumoral in vivo

El AZ158 (IgG2b murina) se sometié a ensayo para inhibicién del crecimiento tumoral en un modelo de raton
singeneico. En resumen, diferentes lineas de células de melanoma murino B16 se transfectaron con KIR3DL2,
proporcionando el clon A1l" que tiene aproximadamente un 90 % de células AZ158 *, clon Al — que tiene
aproximadamente un 20 % de células AZ158" y clon A3 que tiene aproximadamente un 3 % de células AZ158, asi
como un control transfectado de simulacion.

A continuacién los ratones C57B16 se trataron con células A1" y AZ158 en tres series de experimentos y el niimero
de metéstasis de pulmén se evaludé en el dia 20 como una medida de la progresion del tumor. En un primer
experimento (Figura 1), las células A1" se inyectaron a 0,3 10° células/ratén IV "en la cola” a 100 pl, a ratones
hembra de 12 semanas de la, seguido de inyeccién de AZ158 por via intraocular. Los ratones recibieron cualquiera
de las células A1" solamente en el dia 0 (6 ratones) o A1* en el dia 0, 250 ug/raton de AZ158 en el dia -1, y
100 pg/ratén en los dias 1, 5y 7) (8 ratones). Los resultados en la Figura 1 demuestran que AZ158 disminuia el
nimero de metastasis de forma significativa. En un segundo experimento (Figura 2), las células A1* se inyectaron a
0,3 10° células/raton IV "en la cola” 200 pl, a ratones hembra de 12 semanas de edad, seguido de inyeccién de
AZ158 por via intraocular. Los ratones recibieron cualquiera de las células A1* solamente en el dia 0 (20 ratones) o
Al" en el dia 0, 250 pg/ratén de AZ158 en el dia -1, y 100 pg/ratén en los dias 1, 5y 7) (20 ratones). Los resultados
en la Figura 2 de nuevo demuestran que el AZ158 disminuyé el nimero de metastasis de forma significativa. En un
tercer experimento (Figura 3), las células A1" se inyectaron a 0,3 10° células/ ratén IV "en la cola” 200 pl, a ratones
hembras de 13 semanas de edad, seguido de inyeccion de AZ158 por via intraocular. Los ratones recibieron
cualquiera de las células A1" solamente en el dia 0 (10 ratones) o A1* en el dia 0, 250 pg/raton de AZ158 en el dia -
1, y 100 pg/raton en los dias 1, 5y 7) (10 ratones). Los resultados en la Figura 3 de nuevo demuestran que el AZ158
disminuia el numero de metéastasis de forma significativa.

Ejemplo 5 — El chAZ158 inhibe directamente la proliferacion celular en células CD4" Cou-L

Para investigar el modo de accién del anticuerpo AZ158, el anticuerpo se evaluo por su efecto directo en las células
Cou-L (células del Sindrome de Sézary; positivo para KIR3DL2) en un ensayo de proliferacion celular. Las células
Cou-L se cultivaron en RPMI (Gibco) complementado con piruvato sédico (1 mM), 100 IU/ml de Pen / Estrep), L-
glutamina2 mM, IL-2 (200 U/ml) y suero AB al 10 % inactivado con calor en placas de 24 pocillos (Falcon, referencia
353047). Los anticuerpos se incubaron durante una noche en 1x PBS a 4 °C en placas de 96 pocillos opacas de
color blanco (Falcon, referencia 353296). El anticuerpo chAZ158 (IgG1 humana producida en células EB66) se usé a
20 0 100 pg/ml. se us6 un control isotipico quimérico producido en las mismas condiciones a las mismas
concentraciones. Por ultimo, el anticuerpo anti-Clase | (clon W6.32, 100 pug/ml) también se usé como otro control.
Las células Cou-L (1.000/pocillo) se sembraron en los pocillos lavados previamente una vez con 1x PBS. La
proliferaciéon se evalu6 después de dos, cinco y ocho dias usando el Ensayo de Viabilidad Celular Luminiscente
CellTiter-Glo (Promega) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La luminiscencia se midié usando un
Mithras LB940 (Berthold Technologies).

Los resultados se muestran en la Figura 11. Las unidades de luminiscencia se muestran en el eje y; la luminiscencia
depende de la cantidad de ATP presente, que a su vez es proporcional al nimero de células metabdlicamente
activas en el momento en el que se evalla la proliferacién. El anticuerpo ChAZ158 pero no el anticuerpo de control
inhibio de forma significativa la proliferacién de células Cou-L in vitro.

Ejemplo 6 — Expresion de chAZ158 en células CHO y EB66

El ChAZ158 se expresoé en células tanto CHO como EB66. Las células EB14 de pollo y EB66 de pato se cultivaron

en medio libre de suero (Excell - de SAFC Biosciences) complementado con glutamina 2,5 mM. Las células CHO-K1

se transfectaron en suspension usando medio libre de suero PFM de CHO (Gibco, BRL, Gaithersburg)
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complementado con glutamina 8 mM. Durante la fase de seleccion, las células CHO-K1 se cultivaron en DMEM
DF12 (Gibco, BRL, Gaithersburg), complementado con FBS al 5 % y Geneticina.

El ADNc de la region variable de cadena pesada de inmunoglobulina (VH) y el ADNc de regién variable kappa de
inmunoglobulina (VK) que codifica la secuencia de aminoacidos de VH y VK que se establece en la SEC ID N°: 8 y la
SEC ID N°; 10 se clonaron en vectores de expresion pVVS620 (pEF1/HTLV) y pVVS623 (pRSV). Las secuencias de
ADNc que codifican las cadenas pesada y ligera de AZ158 quimérico completo se muestran en las SEC ID N°%: 17 y
19, respectivamente, y que corresponden a las secuencias de aminoéacidos de las SEC ID N°°*: 18 y 20. Los vectores
de expresion pVVS620 (pEF1/HTLV) y pVVS623 (pRSV) se transfectaron en medio libre de suero en células EB14,
EB66 y CHO-K1 mediante electroporacion (Amaxa). Tres dias después de la transfeccion, el agente de seleccion
(0,25 mg/ml de geneticina para las células EB14, 0,15 mg/ml para las células EB66 y 0,5 mg/ml para las células
CHO-K1) se afiade al medio de cultivo celular. Los clones resistentes a la geneticina se aislaron, se recogieron y se
cultivaron en recipientes mas grandes (microplacas, matraces, y a continuacion biorreactores).

Un ensayo de identificacion sistematica de ELISA se realizé en clones transfectados de forma estable para detectar
el nivel de expresién de anticuerpo en sobrenadante. Este ensayo usa la técnica de inmunoensayo enzimatico
cuantitativo de sandwich. Un anticuerpo especifico anti IgG-Fc se reviste previamente en una placa de 96 pocillos.
Se afiaden patrones, muestras y conjugados a los pocillos y se hace sandwich de cualquier IgG presente mediante
el anticuerpo inmovilizado y un segundo anticuerpo monoclonal unido a enzimas especifico para IgG-kappa.
Después de un lavado para retirar cualquier sustancia y/o reactivo de anticuerpo-enzima sin unir, se afiade una
solucién de sustrato a los pocillos y la coloracion se desarrolla en proporcién a la cantidad de IgG unida. La reaccién
se detiene y se mide la intensidad de la coloracién (D.O. 490 nm). Se construye una curva patrén por representacion
de la absorbancia media para cada patrén en el eje y frente a la concentracion en el eje x y se dibuja una curva del
mejor ajuste a través de los puntos del grafico. La concentracién de cada muestra desconocida se determina
calculando la concentracion de la IgG que corresponde al absorbancia media a partir de la curva patrén. Para las
muestras, la concentracién determinada a partir de la curva patrén se debe multiplicar por el factor de dilucion.

Ejemplo 7 — EI chAZ158 producido en células EB66 induce la ADCC de células diana

Materiales y métodos

Células y reactivos. Las células Cou-L cells se cultivaron en RPMI (Gibco) complementado con piruvato sédico (1
mM), 100 IU/ml de Pen / Estrep), L-glutamina 2 mM, IL-2 (200 U/ml) y suero AB al 10 % inactivado con calor en
placas de 24 pocillos (Falcon, referencia 353047). Las células B221 se cultivaron en medio RPMI-1640
complementado con FBS al 10 % inactivado con calor, L-glutamina 2 mM, 100 IU/ml de Pen / Estrep, y Piruvato
Sddico 1 mM en Un matraz T75.

Ensayo de citometria de flujo para movilizacion de CD107 y produccion de IFN-y. Las PBMC humanas
descongeladas estimuladas o no durante una noche con 100 Ul/ml de IL-2 se mezclaron con células Cou-L (PBMC
de paciente con Sindrome de Sézary proporcionadas generosamente por A. Bensussan) o lineas de células B221 a
una relacion de efector/diana igual a 10, solas o en presencia de AZ158 de ratdén, chAZ158 producido en células
CHO, chiAZ158 producido en EB14 o chiAZ158 producido en EBX (EB66) (usado a 25 pg/ml) o rituxan (25 pg/ml). A
continuacion, las células se incubaron durante 4 horas a 37 °C en presencia de mAb anti-CD107 conjugados con
FITC (Becton Dickinson) y monensina (sigma). Después de la incubacion, las células se lavaron en PBS que
contenia EDTA 2 mM para interrumpir los conjugados celulares y tefiir para marcadores extracelulares (anti-CD56
conjugado con PC5 y anti-CD3 conjugado con PC7 adquiridos en Beckman Coulter). A continuacion, las células se
fijaron y se permeabilizaron usando reactivo IntraPrep (Beckman Coulter). El IFN-y intracelular se puso de manifiesto
usando anti-IFN-y conjugado con PE adquirido en Becton Dickinson. A continuacién, las muestras se analizaron en
FACScanto (Becton Dickinson).

Ensayo de liberacion de cromo. La actividad citolitica de las PBMC humanas se evalué en un ensayo clasico de
liberacion de *'Cr de 4 h en placas de 96 pocillos en forma de V de (Greiner). En resumen, las células Cou-L se
marcaron con >*Cr (200 pCi (3,7 MBQ@)/1 x 10° células), a continuacion se mezclaron con PBMC estimuladas o no
durante una noche con 10 Ul/ml de IL-2 a una relacién de efector/diana igual a 50, en presencia de chiAZ158
producido en CHO, chAZ158 producido en EB14 o chAZ158 producido en EBX (concentracion que varia de 0 a
50 pg/ml). Después de una breve centrifugacion y 4 horas de incubacion la 37 °C, se retiraron 50 pl de
sobrenadante, y la liberaciéon de *1Cr se midi6 con un detector TopCount NXT beta (PerkinElmer Life Sciences,
Boston, MA). Todos los grupos experimentales se analizaron por duplicado o por triplicado, y el porcentaje de lisis
especifica se determind como sigue a continuacién: 100 x (liberacidon experimental media de cpm — liberacién
espontanea media de cpm) / (liberacion total media de cpm — liberacion espontanea media de cpm). El porcentaje de
liberacion total se obtiene con la lisis de las células diana con Triton X100 al 2 % (Sigma).

Resultados

Los resultados se muestran en las Figuras 12 a 16, demostrando un aumento notable en ADCC de células de
Sindrome de Sézary para el chAZ158 producido en células EB14 o EBX (EB66), en comparacion con el mismo
anticuerpo producido en células CHO.
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La Figura 12 muestra la produccion de IFN-y inducido por chAZ158 con linfocitos NK humanos frente a dianas de
células Cou-L. Las PBMC descongeladas se incubaron (durante una noche) OVN con o sin IL-2 (5 0 100 U/ml) y a
continuacion se mezclaron con células Cou-L o0 B221 (relacion de E/T = 10) solas o en presencia de 25 pg/ml de los
mAb mencionados (es decir AZ158 de ratén o quimérico o Rituxan). Después de 4 h de incubacién en presencia de
anti-CD107, las células se tifieron con anti-CD3, anti-CD56 y anti-IFN-y. Se muestran los porcentajes de IFN-y que
producen linfocitos NK (definidos como linfocitos CD3'CD56"). Los resultados son representativos de 2 experimentos
independientes, preparados con 2 conjuntos diferentes de PBMC. En cada caso, e independientemente del
tratamiento previo con IL-2, el chAZ158 producido con células EB14 o EBX presentaba un fuerte aumento de
linfocitos NK que producen IFN-y en comparacion con el chAZ158 producido con células CHO.

La Figura 13 muestra la movilizacion de CD107 inducida por chAZ158 con linfocitos NK humanos frente a células
Cou-L. Las PBMC descongeladas se incubaron OVN con o sin IL-2 (5 0 100U/ml) y a continuacién se mezclaron con
células Cou-L o B221 (relacién de E/T = 10) solas o en presencia de 25 pg/ml de los mAb mencionados (es decir
AZ158 de ratén o quimérico o Rituxan). Después de 4 h de incubacion en presencia de anti-CD107, las células se
tifieron con anti-CD3, anti-CD56 y anti-IFN-y. Se muestran los porcentajes de linfocitos NK positivos para CD107
(definidos como linfocitos CD3'CD56"). Los resultados son representativos de 2 experimentos independientes,
preparados con 2 conjuntos diferentes de PBMC. En cada caso, e independientemente del tratamiento previo con IL-
2, el chAZ158 producido con células EB14 o EBX presentaba un fuerte aumento de los porcentajes de linfocitos NK
positivos para CD107 en comparacién con el chAZ158 producido con células CHO.

La Figura 14 muestra la lisis especifica inducida por chAZ158 de células Cou-L mediante linfocitos NK humanos. Las
PBMC descongeladas se incubaron OVN con o sin IL-2 (10 U/ml) y a continuacién se mezclaron con células Cou-L
radiomarcadas (relacion de E/T = 50) solas o en presencia de concentracién creciente (hasta 50 pg/ml) de los mAb
de AZ158 quiméricos mencionados. Después de 4 h de incubacidn, la liberaciéon de cromo se midi6é en sobrenadante
de cultivo. Los porcentajes de lisis especificos mostrados se calcularon como se describe en M&M. Los resultados
son representativos de 2 experimentos independientes. Para cada concentracion de anticuerpo, e
independientemente del tratamiento previo con IL-2, el chAZ158 producido con células EB14 o EBX presentaba un
fuerte aumento de los porcentajes de lisis especifica en comparacién con el chAZ158 producido con células CHO.

La Figura 15 muestra la produccién de IFN-y inducida por chAZ158 con linfocitos NK heterélogos frente a PBMC de
paciente con sindrome de Sézary. Las PBMC descongeladas se incubaron OVN con o sin IL-2 (5 0 100 U/ml) y a
continuacién se mezclaron con PBMC o células Cou-L de paciente con sindrome de Sézary (relacion de E/T = 10)
solas o0 en presencia de 25 pug/ml de AZ158 quimérico producido en EBX. Después de 4 h de incubacién en
presencia de anti-CD107, las células se tifieron con anti-CD3, anti-CD56 y anti-IFN-y. Se muestran los porcentajes
de IFN-y que producen linfocitos NK (definidos como linfocitos CD3'CD56"). Los resultados son representativos de 2
experimentos independientes, preparados con 2 conjuntos diferentes de PBMC efectoras asi como 2 conjuntos
diferentes de PBMC de paciente diana. Para cada conjunto dirigido hacia efector, y de nuevo independientemente
del tratamiento previo con IL-2, el chAZ158 producido con células EBX indujo un fuerte aumento en los linfocitos NK
que producen IFN-y en comparacion con los linfocitos NK en ausencia de chAZ158.

La Figura 16 muestra la movilizacién de CD107 inducida por chAZ158 mediante linfocitos NK heterélogos frente a
PBMC de paciente con sindrome de Sézary. Las PBMC descongeladas se incubaron OVN con o sin IL-2 (5 0 100
U/ml) y a continuacién se mezclaron con PBMC o células Cou-L de paciente con sindrome de Sézary (relacion de
E/T = 10) solas o en presencia de 25 pg/ml de los mAb mencionados (es decir AZ158 de rat6bn o quimérico o
Rituxan). Después de 4 h de incubacién en presencia de anti-CD107, las células se tifieron con anti-CD3, anti-CD56
y anti-IFN-y. Se muestran los porcentajes de linfocitos NK positivos para CD107 (definidos como linfocitos CD3"
CD56"). Los resultados son representativos de 2 experimentos independientes, preparados con 2 conjuntos
diferentes de PBMC efectoras asi como 2 conjuntos diferentes de PBMC de paciente diana. Para cada conjunto
dirigido hacia efector, y de nuevo independientemente del tratamiento previo con IL-2, el chAZ158 producido con
células EBX indujo un fuerte aumento en los linfocitos NK positivos para CD107 en comparacion con los linfocitos
NK en ausencia de chAZ158.

Todos los métodos que se describen en el presente documento se pueden realizar en cualquier orden adecuado a
menos que se indique de otro modo en el presente documento o el contexto lo contradiga claramente de otro modo.

El uso de todos y cada uno de los ejemplos, o lenguaje a modo de ejemplo (por ejemplo, "tal como") que se
proporciona en el presente documento simplemente pretende ilustrar mejor la divulgacion y no plantea una limitacion
en el alcance de la divulgacién a menos que se indique de otro modo. Ningun lenguaje en la memoria descriptiva se
deberia interpretar como indicativo de que cualquier elemento es esencial para la practica de la divulgacion a menos
gue como mucho se indique de forma explicita.

En el presente documento, la descripcion de cualquier aspecto o aspectos de la divulgacion que usan términos a
modo de referencia a un elemento o elementos pretende proporcionar apoyo para alglin aspecto o aspectos
similares de la divulgacién que "consiste en", "consiste basicamente en" o "que comprende basicamente" ese
elemento o elementos en particular, a menos que se indique de otro modo o el contexto esté en desacuerdo
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claramente (por ejemplo, se deberia entender que una composicion que se describe en el presente documento como
que comprende un elemento en particular también describe una composicion que consiste en ese elemento, a
menos que se indique de otro modo o el contexto esté en desacuerdo claramente).

La presente divulgacion incluye todas las modificaciones y equivalentes de la materia objeto mencionada en los
aspectos o reivindicaciones que se presentan en el presente documento hasta la extension maxima permitida por la
ley aplicable.

Aungue la divulgacion mencionada anteriormente se ha descrito con cierto detalle a modo de ilustracién y ejemplo

con fines de claridad de comprensidn, para un experto en la materia sera rapidamente evidente, a la vista de las
ensefianzas de la presente divulgacion, que en la misma se pueden realizar ciertos cambios y modificaciones.
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<210>1
<211> 1857
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1

tgtetgcace
cttggtccag
gececcageget
gtttaacaat
aatattccag
atgtcggggt
gatcatggtc
.gaaatﬁagga
tctgcacaaa
ggtetecaadg
atgctacggt
catcgtggtce
tcaggcagga
tctatccagg

aacattccag

cggctettte

tgtcacagga
taaccccaga
ccoctectotte

ccaagagcect

ggcagcacca
agggecggte
gtggtgecte
ttcatgctat
gagagcttca
tcacacceac
acaggaaacc
gagagagtca
gaggggatct
gccaattict
tctgttacte

acaggtccat

gagagcgtga

gaggggggag
gcagatttcee
cgtcactcte
aacccttcaa
cacctgcaca
tttctectte

gcagggaaca

tgtcgcteat
cacacatggqg

gaggaggaca

acaaagaaga

acatgageccce
actccecccac
acagaaaacc
tcctgeaatyg
ctaaggaccc
ccatcggtee
acacccecta
atgagaaacc
ccttgtecctg
cccatgaacy
ctetgyggece
cctacgagty
gtagttggec
ttctgattygg
atctctggtyg

gaacagccaa

ggtcgteagce
tggtcaggac
cgtgacﬁctt
cagaatccac
tgtgaccaca
tgggtggtcey
ttecctectyg
ttggtcagat
ctcacgcctc
catgatgcett
tcagttgtca
ttctctetea
tagctcccgg
taggctcect
tgeccacccac
gtcagacceg
ttcacccaca

gacctcagtg

ctecaacaaa

cagcgaggac

44

atggegtgtg
aéacccttcc
cggtgtecact
attcccatct
qcacatgcag
gecacceagea
geccacecag
atcatgtttyg
gttggacaga
gooccttgeagy
gcteccagty
gcccagecgyg
agctcctatg
gcagtgcgca
ggagggacct
agtgacccac
gaaccaagct
gtcatcatce
aaaaatgctg

tctgatgéac

ttaggttgtt
tgtctgcety
atcgtcatag
tccatggecag
ggaactacac
acccocgtggt
gtccectggt
agcacttctt
tccatgatgg
ggacctacag
atccectgga
gccccaaggt
acatgtacca
aggtcaacag
acagatgctt
tgcttgtttq
ccaaatctgg
tcttecatect
ctgtaatgga

aagaccctga
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ggagygtgaca
ttctcagagg
taagcecaga
cttetagygga
ctggaatctg
tggtgectet
actcctttge
aactggcfta
aacatacaag
atgctgtttc
aattttttgt
<210>2

<211> 444
<212> PRT

tacgcacagt
cccaagacac
tccaaagttyg
gacaacagcece
aaggcgtgag
ctecttgetta
ttagcccaca
cttcectagte
aggctcectco
acctttctté

gatttcaatg

<213> Homo sapiens

<400> 2

Met Ser
1 .

Gln Arg

Ala Trp

Leu
Ala

Pro

Met Val

Gly

Pro
20 '

Ser RAla

35

His
50

Cys.

Arg Ile

65

Asn Met

Gly

Ser

Val Vval

Tyr

His

Ser

His

Ile

Arg His

Ile Pro

Val
85

Pro

Pro His

100

Met Val

115
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tggatcactyg
cccctacaga
tetectgece
ctgtctcaaa
tettecatett
caaatgtcta
gttctccatt
tacttgaggc
ttgacgtygge
ggactatttt

tagctgtcte

Val Ser

His Met
Val

Val

Phe
55

Arg

Ile Phe

70

Thr Thr

Pro

Ser

Thr Gly

Met

Gly

Pre

40

Asn

His

Ala

Thr

Asn

cgttttcaca
taccatcttg
atgagcacca
accgagtige
agaggcatege
ggtccccact
tcacttgacc
tgcaatcaca
acttacccac
ccagccttct

ctcttcaaat

Ala Cys

10

Gly Gln

25

Arg Gly

Asn Phe

Gly

Arg

Ala
90

His

Gly
. 105

Trp

His. Arg

12¢

45

cagagaaaaa
tacacggaac
cagtcaggcce
cagctcccat
tectecteac
gcctgctgga
cctgcccace
ctgaggaact
gtgectgttee
gtcagcagtg

asacatgtct

Val Gly

Asp Lys

Gly His

Met Lel

60
Ile Phe
75

Gly Asn

Ala

Ser

Lys Pro

Leu

Pro

Val

45

Tyr

Gln

Tyr

Pro

Ser

tcactcgcec
ttccaaatgce

ttgaggacgt

gtaccagcag

gecacaaate

aagaaaacac

tctccaacct

cacaattcca
accttcecete
aaacttataa

gccctca

Phe Leu

15

Phe
30

Leu

Thr Leu

Lys Glu

Glu Ser

Thr Cys

95

Ser Asn

110

Leu Leu

125

Val

Ser

Arg

Asp

FPhe

80

Arg

Pro

Ala

1260

1320

1380

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800

1857



His

Trp

145

Ser

Lys

Tyr

Pro

Ser

225

Thr

Arg

As_n

Gly

Ser

3035

Ser

Arg

Ile

Pro
130
Ser
Lys
Ala
Arg
Ser
210
Leu
Le'.u
Glu

Arg

Gly

Asp

Asp

Asn

Cys

125

Asp

Ser

Ser

Gly

Thx

C275°

Thr

Tyr

290 .,

Asp

Ser‘

His

Leu

Pro

Trp

Leu

Leu
355

Pro
Ile
Pro
Fhe
180
Tyr
Pre
Ala
Cys
Gly
260
Phe
Arg
Ser
Pro
His
34_0

Leu

Leu

Met

Ser

165

Ser

Gly

Leu

Gln

Ser

245

Ala

Gln

Cys

Asp

Ser

325

Ile

Phe

Val

Phe

150

Arg

Ile

Ser

Asp

Pro

230 .

Ser
His
Qla
Phe
Pro

310

Pro

Leu.

Phe
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Lys

135

Glu

Leu

Gly

Val

Ile

. 215

G;y
Arg
Glu
Asp
Gly
295
Leu
Thr
I_le

Leu

Ser

His

Val

Pro

Thr

200

Val

Pro

Ser

Arg

Phe

280

Ser

Leu

Glu

Gly

Leu
360

Gly
Phe
Gly
Met
185
His
Val
Lys
Ser
Arg
265
Pro
FPhe
Val
Pro
Thr

345

His

46

Glu

Phe

Gln

170

Met

Thr

Thr

Val

Tyx

250

Leu

Leu

Arg

Ser

Ser

330

Ser

Leu

Arg

Leu

155

1le

Leu

Pro

Gly

Gln

235

Asp

Pro-

Gly
His
Val
315
Ser

Val

Trp

vVal
140
His
His
Ala
Tyr
Pro
220
Ala
Met
Ala

Pro

Ser

Ile

Lys

Asp

Leu

Gln

205

Tyr

Gly

Tyr

Val

Ala

285

Pro

300 -

Thx

Lys

Val

Cys

Gly

Ser

Ile

Ser
365

Leu

Glu

Gly

Ala

130

Leu

Glu

Glu

His

Arg

270

Thr

Tyr

Ash

Gly

Ile

350

Asn

Gin

Gly
Val
175
Gly
Ser
Lys
Ser
Leu
255

Lys

His

Glu

Pro

Asn

335

Leu

Lys

Cys

Ile
1860

Ser

Thr

j\la

Pro

Val _'

240

Ser

Val

Gly

Trp

Ser

‘320

Pro

FPhe

Lys
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Asn

Ser
385

Leu

Ala
370

Glu

Ala

Asp

His

Val

Ser

Met

Asp

Val

Asp

Glu
390

Phe
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Gln
375

Gln

Thr

Glu

Asp

Gln

Pro

Pro

Ala

Glu

Gly

Glu

Asn
380

Val

395 |

Ile

Thr

Arg

Thr

Thr Ala Asn

Tyr Ala Gln
400

Pro Ser'Gln

Asp

Arg Pro

Asn Ala

<210> 3
<211> 1863
<212> ADN

Lys

Lys
435

Cys
405

Thr
420

Fro

Pro Arg

<213> Homo sapiens

<400> 3

tgtctgcacc
cttgctgcag
gcccageact
gtttaacaat
aatattccag
atgtcggggt
gatcatggtc
gaaatcagga
tctgcacaga
ggtctecadag
atgttatggt
‘catcgtgatc
tcaggcaéga
tctgtccagg
aacattccag
cggctcttte
tgtcacagga

tatctgcaga

ggcagcacca
ggggcctygce
gtggtgeccte
ttcatgctygt
gagagcttca
tcacgceccac
acaggaaacc
gagacagtca
gaggggatct
gecaacttet
tctgttccte
acaggtctat
gagaacgtga
gaagggdadd
gcagactttc
cgtgccectgce
éacccttcaa

cacctgcatyg

Pro Thr

Ser Lys

Asp

Val

Arg Lys

410

Thr
425

Ile

Val Ser

440

tgtegeteac
cactcatggg
gaggaggaca
acaaagaaga
tcatgggcece
actccetcac
acagaaaacce
tcctgcaaty
ctgaggacce
ccatcggtee
actceeecta
atgagaaacc
ccttgtcctyg
cccatgaacy
ctetgggece
cctgecgtgty

gtagttggcce

ttetgatigg:

ggtcgtcagce
tggtcaggac
cgtggetctt
cagaagccac
tgtgacccca
tgggtggteg
tteccetectyg
ttggtcagat
ctcacgcctce
cttgatgcct
tcagttgtca
ttctectetea
tagctcctgg
taggctcegt
tgccacccac
gtcaaactca
ttcacccaca

gacctcagty

47

Leu

Cys

Arg

Tyr Thr

Pro

atggcgtgcyg
aaacccttee
cagtgtcact
gttococcatot
gcacatgcag
gcacccagca
gccecaccead
gtcatgtttyg
gttggacaga
gtecttgeayg
gctcccagtg
gccecageegyg

agctcctatg

'gcagtgccca

ggagggacct

agtgacccac
gaaccaagct

gtcatcttce

415

Glu Leu Pro

430

ttgggttett
tgtctgccey
atcgtcgtog
toccacggeay
ggacctacag
accccctggt
ggccecctget
agcacttett
tccatgatgg
gaacctacag
acccectgga
gccccacggt
acatctacca
aggtcaacag
acagatgcett
tgcttgtttc
ccaaatctgg

tetteateot

60
~120
1éd
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020.

1080
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cctectette
ccaagagccth
ggaggtgacyg
ttctcagagg
tgagccéaga
tttctaggga
ctggaatctyg
tgaacatgec
acacactect
acctaactgg
ttccaaacat
ccctcatéct
tataaatttt
tea
<210>4

<211> 455
<212> PRT

tttctc;ttt
gcgggggaca
tacgcacagt
cocaagacac
tccaaagttyg
gacaacagec
aaggcatcag
tctetettge
ttgcttagee
cttacttect
acaagaggct
gttccaccte

ttttataact

<213> Homo sapiens

<400> 4

Met Ser
1

Gln
Ala

Arg

His

50

Cys

Arg Ser

65

Ile Met

Leu

Ala

Pro

35

Tyr

His

Gly

Thr Val

Trp. Pro

20

Ser Thr

Arg

Arg

Val Pro
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atcgcetggty
gaacagtgaa
tggatcactg
ccctaacaga
tctectgecce
ctgtctcaaa
tctgcatctt
ttacaaatge
cacaagtatc
agtcctactt
ccectettaac
cectecagact

tcagtgtage

Val Ser Me

Leu Met Gl

val Val

40

Fhe
55

Gly

Ile Phe Hi

Val
85

Pro

Thr Pro Al

Pro

Asn

ctccaacaaa
taggcaggac
cgttttcata
taccagegtyg
acgagcacca

accaggttgc

aggggatcgce

ctaaggtegce
tatttcactt
gaggctgcaa
acggcactta
atecttteage

tctctectet

t Ala Cys

10

y Gly Gln

25

Arg Gly

Asn Phe

s Gly Arg

Ala
g

a His

48

aag;atgctg
tectgatgaac
cagagaaaaa
tacacggaaq
cagtcaggtc
cagatccaat
tcttccteac
cactgcctgé
gaccectgec
tcacactgag
cacacttgcet
cttetgteat

tcaaataaac

Val Gly

Asp Lys

Gly His

Met Leu

60

Ile
75

Phe

Gly Thr

Fhe

Pro

Val

45

Tyr

Gln

Tyr

ctgtaatgga
aagaccctcea
tcagtcgeece
tteccaaatge
ttgagggggt
gaaccagcag
accacgaatc
tgcagagaaa
cacctctcea
gaactcacaa
gttccaccett
cagtaaaatt

atgtctgecc

Phe Leu

15

Fhe
30

Leu

Ala Leu

Lys Glu

Glu Ser

Arg Cys

95

Leu
Ser
an
Asp
Phe

80

Arg

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1863



Gly

Leu

His

Trp

145

Ser

Lys

Tyr

- Pro

Ser

Val

Pro

130

Ser

Glu

Ala

Arg

Ser

© 210

Ser
225
Thr
Arg
-Asn
Gly
Ser
- 305

Ser

Arg

Leu

Leu

Glu

Rryg

Thr

290

Asn

Ser

His

Arg

Ile

115

Gly

Asp

Asp

Asn

Cys

195

Asp

Ser

Ser

Thr
275
Tyr
Ser

Trp

Leu

Pro

100

Met

Pro

Val

Pro

Fhe
180

Tyr

Pro

ala

Cys
Glu
260
Phe
Arg
Ser

Pro

His

His
Val
Leu
Met
Ser
165
Ser
Gly
Leu
Gln
Ser
245
Ala
Gln
Cys
Asp
Sér
325

Val

Ser

Thx

Leu

Phe

Arg

Ile

Ser

Asp

Pro
230
Ser
His
Ala
Phe
Pro
310

Pro

Leu

ES 2539045713

Leu
Gly
Lys
135
Glu
Leu
Gly
Val
Ile
215
Gly
Trp

Glu

Asp

Gly

295

Leu

Thr

Ile

Thr

Asn

120

Ser

His

Val

Pro

Pro

200

Val

Pro

Ser

Arg

‘Fhe

280

Ser

Leu

Glu

Gly

Gly

105

His

Gly

Phe

Gly

Leu

185

His

Ile

Thr

Ser

Arg

265

Fro

Phe

Val

Pro

Thr

49

Trp

Arg

Glu

Phe

Gln
170

Met

Ser

Thy

Val

Tyr

250

Leu

Leu

Arg

Ser

Ser

330

Ser

Ser
Lys
Thr
Leu
155
Ils
Pro
Pro
Gly
Gln
235
Asp
Arg
Gly
Ala
Val
315

Ser

Val

Ala

Pro

val

140

His

His

Val

Tyr

Leu

220

Ala

Ile.

Ala

Pro

Leu

300

Thrx

Lys

Val

Pro

Ser

125

1le

Arg

Asp

Leu

Gln

205

Tyr

Gly

Tyr

Val

Ala

Ser
110

Leu

Leu

Glu

Gly

Ala

190

Leu

Glu

Glu

His

Pfo

270

Thr

285

Pro

Gly

Ser

Ile

Cys

Asn

Gly

Phe

Asn

Leu

Gln

‘Gly

Val
175
Gly
Ser
Lys
Asn
Leu
255
Lys
His
Val
Pro
Ile

335

Leu

Pro

Ala

Cys

Ile

160

Ser

Thr

Ala

Pro

Val

240

Ser

Val

Gly

Trp

Ser

320

Cys

Phe



ES 2539045713

340 345 350

Ile Leu Leu Leu Phe Phe Leu Leu Tyr Arg Trp Cys Ser Asn Lys Lys
355 360 365

Asn ARla Ala Val Met Asp Gln Glu Pro Ala Gly Asp Arg Thr Val Asn
370 375 380

Arg Gln Asp Ser Asp Glu Gln Asp Pro Gln Glu Val Thr Tyr Ala Gln
385 390 - 395 400

Leu Asp His Cys Val Phe Ile Gln Arg Lys Ile Ser Arg Pro Ser Gln
405 410 415

Arg Pro Lys Thr Pro Leu Thr Asp Thr Ser Val Tyr Thr Glu Leu Pre
420 425 430

Asn Ala Glu Pro Arg Ser Lys Val Val Ser Cys Pro Arg Ala Pro Gln
435 . 440 445

Ser Gly Leu Glu Gly Val Phe
450 ' 455

<210>5

<211> 1740

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5

50



10

ccggcagcac
agagggcegy
ctgtggtgce
atttcatgct
aggagggcett
gttcacacce
tcacaggaaa
gagagagagt
;agagtggat
aggccaattt
gttctgttac

fcgcaggtct

gagagagcgt
d9gagdgdggy
aggcagattt
teogtecacte
gaaaccctte
gacacctgca
tct;tctcct
ctgcagggaa
tacgcataat
cccaagacac
tccaaagtty
gacaacagca
aaggcatcag
tctecacttyge
ttgcttagee
cttacttcct

caagaggctc

<210>6
<211> 387
<212> PRT

catgtogctce
tccacacaﬁg
tcgcggagga
atacaaagaa
caacatgagc
acactcccee
ccacagaaaa
catcctgcaa
ctctaaggac
ctccétcggt
tcacaccccc

atatgagaaa

gaccttgtcc
agcccatgaa
cecectetgggce
tcecctacgag
aagtagttgg
cattctgatt
tcatcgctgg
cagaagtgaa
tggaacactyg
coccaacaga
tcttectgtec
ctgtetcaaa
tcttcatctt
ttacaaatgt
cacagttctce
agtctacttg

cgtcttaacy

<213> Homo sapiens

<400> 6

ES 2539045713

atggtcgtca
ggtgg;cagg
cacgtgacte
gacagaatcc
qctgtgacca
actgggtggt
ccttccctee
tgttggtcag
cectcacgcc
tccatgatgc
tatcagttgt

ccttetetet

tgtagctece
cgtaggctce
cctgecacce
tggtcagace
ccttcacceca
gggacctcayg
tgctccaaca
cagcgaggat
tgttttcaca
taccagcatyg
acgagcacca
actgggttgce
agggcatcge
ctaaggtccc
cétttcactt
aggctgcaat

cagcacttag

gcatggegty
acaageccett
tteggtgtea
acgtteccat
cagcacatgc
cégcacccag
tggccéaccc
atatcatgtt
tegttggaca
gtgcccttige
cagctococcag
cageccagoo
ggagctecta
ctgcagtgcyg
acggagggac
cgagtgaccc
cagaaccaag
tggtcaaaat
aaaaaaatgc
tctgatgaac
cagagaaaaa
tacatagaac
cagtcaggcc
cagttceccat
tcttccteac
cactgcctgce
gacccctgece
cacactgagy

acacgtgctyg

51

tgttgggttg
cectgtctgee
ctatcgtcat
cttccatgge
agggaactac
caaccceatg
aggtccoctyg
tgagcacttc
gatccatga£
agggacctac
tgatccecctg

gggccccaag

tgacatgtac
caaggtcaac
ctacagatge
actgeltgtt
ctccaaatcet
ccctttcacce
tgctgtaatg
aagaccatca
Lcactegece
ttcocazatge
titgaggggat
gtaccagcag
accacaaatc
tggagaaaaa
cacctctcca
aactcacaat

ttccacctte

ttettggtcece

tggcecageg

aggtttaaca

agaatattcc
acatgtcggg
gtgatcatag
gtgaaatcag
tttctgcaca
ggggtctceca
agatgctacg
gacatcgtgg

gttcaggcag

catctatcea

agaécattcc

ttcggctctt.

tetgtecacag
ggtaacctca
atccteetet
gaccaagagco
ggaggtgaca
ttetcagagy
tgagcccaga
cttctaggga
ctggaatctyg
tgaatgtgce
acacactcct
acctaactgg
tccacacata

cctcatgctyg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720

780
840
200
260
1020

1080

1140

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1740



Met

 Gln

Ala

Cys

Arg

Ser

Arg

Trp

His

50

Iie

Leu

Ala

Pro

35

Tyr

His

Met Val

Gly Pro
20

Ser Ala

-Arg His

Val Pro

Val

His

Val

Arg

Ile
70

ES 2539045713

Ser Met Ala Cys
10

Met Gly Gly Gln
25

Val Pro Arg Gly
40

Phe Asn Asn Phe
55

Phe His Gly Arg

52

Val

Asp

Gly

Met

Ile
75

Gly
Lys
His
Leu

60

Phe

Leu

Pro

Val

45

Tyr

Gln

Phe

Fhe

30

Thr

Lys

Glu

Leu
15

Leu
Leu

Glu

Gly

val

Ser

Arg

Agp

Phe
80



Asn

Gly

Met

His

Trp

145

Ser

Lys

‘Tyr

Pro

Ser

225

Thr

Arg

Asn

Gly

Ser
305

Met

Ser

Val

Pro

130

Ser

Lys

Ala

Arg

Ser

2140

Leu

Leu

Glu

Arg

Thr

290

Asp

Ser
His
Ile
115
Gly
Asp
Asp
Asn
Cys
195
Asp
Ser
Ser
Gly
Thr
275

Tyr

Pro

Pro
Pro
100
Met
Fro
Ile
Pro
Phe
180
Tyr
Pro
Ala
Cys
Gly
200
Phe

Arg

Ser

Val
85

His
Val
Leu
Met
Ser
165
Ser
Gly
Leu

Gln

Ser

245

Ala

Gln

Cys

‘Asp

Thr

Ser

Thr

Val

Phe
150

‘Arg

Ile

Ser

Asp

Pro

230

Ser

His

Ala

Fhe

Pro
310

ES 2539045713

Thr

Pro

Gly

Lys

135

Glu

Leu

Gly

Val

Ile

215

Gly

Arg

Glu

Asp

Gly

295

Leu

Ala

Thr

His

Gly

© 105

Asn
120

Ser

His

Val
Ser
Thr
200
Val
Pro
Ser
Arg
Phe
280

Ser

Leu

His
Gly
Pl'le
o1y
Met

185

His

Val

Lys

Ser

Arg

265

Pro

Phe

Val

53

Ala

a0

Trp

Arg

Glu

Phe

Gln

170

Met

Thr

Thr

Val

Tyr

250

Leu

Leu

Afg

Ser

Gly

Ser

Lys

Arg

Leu

155

Ile

Arg

Pro

Gly

Gln

235

Asp

FPro

Gly

His

Val

Asn

Ala

Pro

Val

140

His

His

Ala

Tyr

Leu

220

Ala

Met

Ala

Pro

Ser

300

Thr

315

Tyr

Pro

Ser

125

Ile

Lys

Asp

Leu

Gln

205

Tyr

Gly

Tyr

Val

2la

285

Pro

Gly

Thr

Cys

- 95

Ser
110
Leu
Leu
Glu
Gly
Ala
190
Leu
Glu
Glu
His
Arg
270
Thr

Tyr

Asn

Asn

Leu

Gln

Trp

Val

175

Gly

Ser

Lys

Ser

Leu

Arg

Pro

Ala

Cys

Ile

160

Ser

Thr

Ala

Pro

Val

240

Ser

255

Lys

His

Glu

Pro

Val

Gly

Trp

Ser

320



10

15

Ser Ser Trp Pro Ser Pro Thr Glu Pro Ser
325 336
Arg His Leu His Ile Leu Ile Gly Thr Ser
340 - 345
Thr Ile Leu Leu Phe Phe Leu Leu His Arg
355 360
Asn Ala Ala Val Met Asp Gln Glu Pro Ala
370 375
Arg Gly Phe
385
<210>7
<211> 369
<212> ADN
<213> Mus musculus
<400> 7
caggtgcagc tgaaggagtc aggacctgge ctggtggege
acttgcacty tctcotgggtt ttcattaace agetttggty
ccaggaaagg Jgtctggagtyg gctgggagta atatggg¢tg
tcggeteteca tgtecagact gagcatcagce aaagacaact
aaaatgaaca gtctgcaaaa tgatgacaca gccatgtact
aatcactacg ttagtagctt ctactacttt gactactggg
gtctoctca
<210>8
<211> 123
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 8
Gln Val Gln Leu Lys Glu Ser Gly Pro
1 S 10

Ser Leu Ser

Gly Val His
35

Gly Val Ile

ES 2539045713

20

40

Ile Thr Cys Thr Val Ser
Trp Val Arg Gin Pro Pro

Trp Ala Gly Gly Ser Thr

25

54

Ser Lys

Val val

Trp Cys

Ser

Lys

Ser

Gly Asn
335

Ile
350

Pro

Asn Lys

365

Gly Asn Arg

380

cctecacagag
tacactgagt
gtggaagcac
ccaagageca
actgtgccag

gccaaggcac

45

Ser Glu

cctgtecatc
tcgccagect
aaattataat
agttttctta
aggaaattcg

cactctcaca

15

30

Leu

Phe

Lys

Gln

Gly Leu Val Ala Pro Ser Gln
Gly Phé&" 8&f Leu Thr Ser Phe
Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu

Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Met

60

-120

180
240
300
36Q

369



10

15

50

Ser Arg Leu

65

Lys Met Asn

Arg Gly Asn

Trp Gly Gln

Ser lle

Ser Leu
85

Ser Asn
100

Gly Thr

115

<210>9
<211> 318
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400>9
gacatccaga
atcacttgca
ggaaaaggtc
aggtticagtg
gaagatatta

accaagetygg

<210> 10
<211>106
<212> PRT

tgacacagtec
aggcaagceca
ctaggctget
gaagigggtc
caacttatta

aaatcaaa

<213> Mus musculus

<400> 10

Asp Ile
1

Gln Met Thr

5

Gly Lys Val Thr 1ile

Ile Ala

20

Trp Tfr Gln

35

His Tyr
50

Thr Ser Thr

ES 2539045713

55

Ser
70

Lys
Gln Asn
His

Tyr

Thr Leu

Asp Asn

Asp Asp

Val Ser

Thr Val

Ser

Thr
G

Ser
105

Ser

120

tccatecctea
agacattaac

catacattac

tgggagagat_

ttgtctacag

Gln Ser

Thr Cys

His Lys

40

Gln
55

Leu

Pro Ser

Lys Ala

Pro Gly

Pro Gly

ctgtetygcat
aagtatatag
acatctacat
tattecttca

tatgataatc

10

55

60

Lys
75

Ala

Phe

Ser

ctetygggagy
cttggtacca
tacagccagyg
gcatcagcaa

tgtggacgtt

Ser Leu Ser Ala Ser

Ser Gln Asp Ile Asn

Lys Gly Pro Arg Leu

45

Iie Pro Ser Arg Phe

60

Ser Gln Val Phe

Met Tyr Tyr Cys

Leu
80

Ala
95

Tyr Tyr Phe'Asp Tyr

110

caaagtcacc
acacaagéct
catcccatca
cctggagect

cggtggagyc

Leu Gly
15 '

Lys Tyr
30

Leu Ile

Ser Gly

60
120
180
240
300

318



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2539045713

Ser Gly Ser Gly Arg Asp Tyr Ser Phe Ser Ile Ser Asn Leu Glu Pro
65 : 70 75 80

Glu Asp Ile Thr Thr Tyr Tyr Cys Leﬁ Gln Tyr Asp Asn Leu Trp Thr
85 90 95

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 165

<210> 11

<211>10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 11

Gly Phe Ser Leu Thr Ser Phe Gly Val His
1 5 10

<210> 12

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 12

Val Ile Trp Ala'Gly Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Met Ser
1 - 5 _ 10 ' 15

<210> 13

<211>15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 13

Gly Asn Ser Asn His Tyr Val Ser Ser Phe Tyr Tyr Phe Asp Tyr
1 5 : 10 15

<210> 14

<211>11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 14

Lys Ala Ser Gln Asp Ile Asn Lys Tyr Ile Ala
1 3 100

<210> 15

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 15

56



ES 2539045713

Tyr Thr Ser Thr Leu Gln Pro
1 ' 5

<210> 16
<211>8
5 <212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 16

Leu Gln Tyr Asp Asn Leu Trp Thr
1 . 5
10 '

<210> 17
<211> 1419
<212> ADN
15 <213> Mus musculus

<400> 17

57



10

atggctgtcc
gtgcagctéa
tgcactgtct
ggaaagggtc
getoctecatgt
atgaacagtc
cactacgtta
tecctcageta
tetgggggca
gtgtcgtgga
tcetecaggac

cagacctaca

gagcccaaat

gggggacegt
acccctgagg
aactggtacg
tacaacagca
ggcaaggagt
atctccaaag
gatgagctga
gacatcgccg
cccgtgetgg
aggtggcagc
tacacgcaga
<210> 18

<211> 472
<212> PRT

tggtgetgtt
aggagtcagyg
ctgggtttte
tggagtggcet
ccagactgag
Lgcaaaatga
gtagcttcta
gcaccaaggyg
cagcggccet
actcaggcgc
tctactcect
tetgcaacgt
cttgtgacaa
cagtcttect
téacatgcgt
tggacggcgt
cgtaccgtgt
acaagtgcad

ccaaagggca

ccaagaacca
tggagtggga
actcecgacyqg
aggggaacgt

agagcctctc

<213> Mus musculus

<400> 18

ES 2539045713

cctetgecty
acctyggecty
attaaccagc
gggagtaata
catcagcaaa
tgacacagce
ctactttgac
cccateggte
gggctgeety
cctgaccagc
caécagcgtg
gaatcacaag
aactcacaca
cttceececa
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagegte
ggfctccaac
gcccogagaa
ggtcagcctg
gagcaatggg
ctcettette
cttctecatgce

cctgtcteceg

gttgcatttc
gtggcgcoct
tttyggtgtac
tgggctggty
gacaactcca
atgtactact
tactggggcé
ttccqcctgg
gtcaaggact
gocgtgcaca
gtgaccgtgc
cccagcaaca
tgcccaccgt
aaacccaagg
gtgagccacy
aatgccaaga
ctcabcgtcc
aaagccctee

ccacaggtgt

acctgecctgg
cagccggaga
ctctacagca
tcegtgatge

ggtaaataa

58

caagctgtgt,
cacagagcct
actgggttcg
gaagcacaaa
agagccaagt

gtgccagagy

aaggcaccac.

caccctecte
acttcceega
ccttcc;gqc
cctccageag
ccaaggtgga
gcccagcace
acacccteat
aagaccctga
caaagccycy
tgcaccagga
cagcccceat

acaccctgcec

tcaaaggctt
acaactacaa
agctcaccgt

atgaggctct

cctgtoeccag
gtccatcact
ccagectceca
ttataatteg
tttcttaaaa

aaattcgaat

totcacagte.

caagégcacc
accggtgacy
tgtcctacag
cttgggcacc
caagaaagtt

tgaactcctyg

‘gatcteeeqy

ggtcaagttc
ggaggagcag
ctggctgaat
cgagaaaacc

cccatcocgg

ctatcccage
gaccacgcct
ggacaagagc

gcacaaccac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

840
900
960

1020

1080

1140

1200
1260
1320
1380

1419



Met

Val

Pro

Thr

Glu

65

Ala

Val

Tyr

Phe

Thr

145

Ser

Ala

Leu

Ser

Ser

50

Trp

Leu

Fhe

Cys

Asp

130

Lys

Gly

Val

Ser

Gln

35

Phe

Leu

Met

Leu

Ala

115

Tyr

Gly

Gly

Leu

Gln

20

Ser

Gly

Gly

Ser

Lys

100

Arg

Trp

Pro

Thr

Val

Val

Leu

Val

Val

Arg

85

Met

‘Gly

Gly

Ser

Ala
165

Leu

Gln

Ser

His

Ile

70

Leu

Asn

Asn

Gln

Val

150

Ala

ES 2539045713

Phe

Leu

Ile

Trp

55

Trp

Ser

Ser

Ser

Gly

135

Phe

Leu

Leu

Lys

Thr

40

val

Ala

Ile

Len

Asn

120

Thr

Pro

Gly

Cys

Glu

25

Cys

Arg

Gly

Ser

Gln

. 105

His

Thr

Leu

Cys

59

Leu

10

Ser

Thr

Gln

Gly

Lys

90

Asn

Tyr

Leu

Ala

Leu
170

Val

Gly

Val

Pro

Ser

75

Asp

Asp

Val

Thr

Pro
155

Val

Ala
Pro
Ser
Pro
60

Thr
Asn
Asp
Ser
Val
140

Ser

Lys

Phe

Gly

Gly

45

Gly

Asn

Ser

Thr

Ser

125

Serx

Ser

Asp

Pro

Leu

30

Phe

Lys

Tyr

Lys

hla

110

Phe

Ser

Lys

Tyr

Ser

15

Val

Ser

Gly

Asn

Ser

95

Mat

Tyr

Ala

Ser

Phe
175

Cys
Ala
Leu .
Leu
Ser.
80

Gln
Tyr
Tyr _.
Ser
Thr

160

Prao



Glu
His
Ser
Cys
225
Glu
Pro
Lys
Val
Asp
305
Tyr
Asp
Leu
Arg
Lys

385

Asp

Pro

Thr

Val

210

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

290

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

370

Asn

Ile

Val
Phe
195
Val
Val
Lys
Leu
Thr
275
val
Val
Ser
Leu
Ala
355
Pro

Gln

Ala

Thr

180

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

260

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

340

Pro

Gln

Val

Val

Val
Ala
Val
His
Cys
245
Gly
Met
His
Val

Tyr
325

Gly

Ile

Vall

Ser

Glu

Ser
Val
Pro
Lys
230
Asp
Gly
Ile
GJ_.u

His

ES 2539045713

Trp

Leu

Ser

215

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

295

Asn

310

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

390

Trp

405 -

Val
Glu
Lys
Thr
375

Thr

Glu

Asn
Gln
200
Ser
Ser
Thr
Ser
Arg
280
Pro
Ala
Val
Tyxr
Thr
360
Leu

Cys

Ser

Ser

185

Ser

Ser

Asn

His

Val

265

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

345

Ile

FPro

Leu

Asn

60

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

250

Phe

Pro

Val

Thr

Val

330

Cys

Ser

Pro

Val

Gly
410

Ala
Gly
Gly
Lys
235
Cys
Leu
Glu
Lys
Lys
315
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys

395

Gln

Leu

Leu

Thr

220

Val

Pro

Phe

val

Phe

300
Pro
Thr
Val
Ala
Arg
380

Gly

Pro

Thr

Tyr

205

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr
285

Asn

Arg

Val
Ser
Lys
305
AsSp

Phe

Glu

Ser
190
Ser
Thr
Lys
Cvys
Pro
270
Cys
Trp
Glu
Leu
Asn

350

Gly

Glu

Tyr

Asn

Gly Val

Leu
Tyr
Lys
Pro
255
Lys
Val
Tyx
Glu
His
335
Lys
Gln
Leu

Pro

Asn
415

Ser

Ile

Val

240

Ala

Pro

Val

Val

Gln

320

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

400

Tyr
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Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe

420

425

Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly
435

440

445

Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

450

Ser
465

<210> 19
<211> 702
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 19

atgagaccgt
gacatccaga
atcécttgca
ggaaaaggtc
aggttcagtyg
gaagatatta
accaagetygy
gatgagcagt
agagaggcea
agtgtcacag
agcaaagcag
agttcgcccg
<210> 20

<211> 233
<212> PRT

ctattcagtt
tgacacagtce
aggcaageea
ctaggetget
gaagtgggtc
caacttatta
aaatcaaacy
tgaaatctgg
aagtacagtg
agcaggacayg
actacgagaa

tcacaaagag

<213> Mus musculus

<400> 20

455

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

470

cetggggete
técatcctca
agacattaac
catacattac
tgggagagat
ttgtctacag
taﬁggtggct
aactgectet
gaaggtggat
caaggacagc
acacaaagta

¢cttcaacagg

Met Arg Pro Ser Ile Gln Phe Leu

1

5.

Gly Ala Gln Cys Asp Ile Gln Met

20

ttgttgttet
ttgtctgcat
aagtatatag
acatctabat
tattccttea
tatgataatc
geaccatctg
gtigtgtgee
aacgccctce
acctacagcc
tacgectgeg

ggagagtgtt

Gly Leu Leu Leu Phe Trp Leu His

10

Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser

25

61

460

ggcttcatygyg
ctetgggagy
cttggtacca
tacagccagg
gcatcagcaa
tétggacgtt
tetteatett
tgctgaataa
aatcgggtaa
tcagcagcac
aagtcaceca

aa

Phe Leu Tyr

430

Asn Val Phe

Thr Gln Lys

tgctcagtgt
caaagtcacc
acacaagcch
catcccatca
cctggagect
cggtggaggc
ccegecatet
cttctatccé
ctcecaggag
ccpgacgctg

tcagggectyg

15

30

60
12¢
180°
240
300
360
420
480
540
600
660

702
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Ala

Ile

Arg

65

Arg

Asn

Asn

Val

Lys

145

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
225

Ser

Asn

50

Leu

Phe

Leu

Leu

Ala

130

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

210

Lys

<210> 21

<211>117
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 21

Leu
35

Lys
Leu
Ser
Glu
Trp
115
Ala
Gly
Ala
Gln
Ser
195

Tyr

Ser

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

100

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

-180

Ser

Ala

Phe

Gly

Ile

His

Ser

83

Glu

Phe

Ser

Ala

Val

165

Ser

Thr

Cys

Asn

Lys
Ala
Tyr
70

Gly
Asp
Gly
Val
Ser
150
Gln
Val
Leu

Glu

Arg
230

ES 2539045713

Val

Trp

55

Thr

Ser

Ile

Gly

Phe

135

Val

Trp

Thr

Thr

Val

215

Gly

Thr
40

Tyx
Ser
Gly
Thr
Gly
120
Ile
Val
Lys
Glu
Leu
200

Thr

Glu

Ile

Gln

Thr

Arg

Thr

105

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

185

Ser

His

Cys

Thr
His
Leu
Asp
Tyr
Lys
Pro
Leu
Asp
;70
Asp

Lys

Gln

Cys

Lys

Gln

75

Tyr

Tyr

Leu

Pro

Leu

155

bLsn

Ser

Ala

Gly

Lys Ala
45

Pro Gly
60

Pro Gly

Ser FPhe

Cys Leu

Glu Ile
125

Ser Asp
140

Asn Asn

Ala Leu

Lys Asp

Asp Tyr

205

Leu Ser
220

Ser

Lys

Ile

Ser

Gln

110

Lys
Glu
Phe
Gln
Ser
199

Glu

Ser

Gln

Gly

Pro

Ile

95

Tyr

Arg

Gln

Tyr

Ser

175

Thr

Lys

Pro

Asp

Pro

Ser

80

Ser

Asp

Thr -

Leun

Pro

160

Gly

Tyr

His

Val

Pro Leu Met Gly Gly Gln Asp Lys Pro Phe Leu Ser Ala Arg Pro Ser

62



Thr

Arg

Pro

Val

€5

His

Val

Leu

Val

Gly

Ile

50

Thr

Ser

Thr

Leu

<210> 22

<211> 100
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 22

Val

Phe

35

Phe

Pro

Leu

Gly

Lys
115

Pro

20

Asn

His

ala

Thr

Asn

100

Ser

Arg

Asn

Gly

His

Gly

83

His

Gly

Gly

FPhe

Arg

A_la

70

Trp

Arg

ES 2539045713

Gly

Met

Ile

55

Gly

Ser

Lys

His

Leu

40

Phe

Thyr

Ala

Pro

Val
25

Tyr
Gln
Tyr

Pro

Ser
195

63

10

Ala

Lys

Glu

Arg

Ser

90

Leu

Leu
Glu
Ser
Cys
75

Asn

Leu

Gln
Asp
Phe
60

Arg
Pro

Ala

Cys

Arg

Ile

Gly

Lenu

His

His
30

Ser
Met
Sér
Val

Pro
110

15

Tyf

His

Gly

Arg

Ile

95

Gly

Arg
Val
Pro
Pro
80

Met

Pro
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" Thr Val Ile
1

Leu His Arg

Ile His Asp
35

Pro Val Leu
50

Pro Tyr Gln
65

Gly Leu Tyr

Gln Ala Gly

<210> 23
<211> 102
<212> PRT

Leu

Glu
20

Gly

Ala
Leu

Glu

Gln

Gly

Val

Gly

Ser

Lys

85

Glu

100

<213> Homo sapiens

<400> 23

Asn Val Thr
1.

Leu Ser Arg

Lys Val Asn
35

His Gly Gly
50

Val Trp Ser
65

Pro Ser Ser

Ile Cys Arg

<210> 24
<211>72

Leu

Glu

20

Arg

Thr

Asn

Ser

His
100

Ser

Gly

Thr

Tyr

Ser

Trp

85

Léu

Cys Trp

Ile Ser

Ser Lys

Thr Tyx

Ala Pro

70

Pro Ser

Cys

Glu

Phe

Arg

Ser

70

Pro

His
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55

Ser

Ala

Gln

Cys

55

Asp

Ser

Ser

Glu

Ala

40

Arg

Ser

Leu

Ser

His

Ala

40

Phe

Pro

FPro

Asp

Aép

Asn

Cys

Asp

Ser

Trp
Glu
25

Asp
Giy

Leu

"Thr

64

Val
10

Pro
Phe
Tyr
Pro

Ala
90

Ser
10

Arg
Phe
Ser

Leu

Glu
g0

Met

Ser

Ser

Gly

Leu

75

Gln

Ser

Arg

Pro

Phe

Val

75

Pro

Phe
Arg
Ile
Ser
60

Asp

Pro

Tyr
Leu
Leu
Arg
60

Ser

Ser

Glu

Leu

Gly

Val

Ile

Gly

Asp

Arg

Gly

45

Ala

Val

Ser

His

Val

30

Pro

Pro

Val

Pro

Ile

Ala

30

Pro

Leu

Thr

Lys

Fhe

15

Gly

Leu

His

Ile

Thr
895

Tyr

15

Val

Ala

Fro

Gly

Ser
95

Phe

Gln

Met

Ser

Thr

80

Val

His

Pro

Thr.

Cys

Asn

80

Gly
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 24

aagctagcgyg taagcctatc cctaaccctc tcctcggtct cgattctacy ctcatgggtg

gteaggacaa ac

<210> 25
<211>29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 25
aaggatccct ctcctgattt cagcagggt

<210> 26
<211>71
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 26
aagctagegy taagectatc cctaacccte tecteggtet cgattctacg acagtcatcc

tgcaatgttg g

<210> 27
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 27
aaggat ccct ctcctgecctg aaccgt ggg

<210> 28
<211>71
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 28

aagctagegg taagectatc cctaaccctc toccteggtet cgattetacy aacgtgaéct ‘

tgtecctgtag c

<210> 29
65

60

12

29

- 60

71

29

&0

71
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<211>29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 29

aaggat ccat gcaggtgtct gcagatacc 29
<210> 30

<211>90

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> anclaje de CD24-GPI

<400> 30
actaatgcca ccaccaaggce ggctggtggt gccctgcagt caacagecag tctetteogtyg 60

gtctcactct ctettetgea tetctactet 90

<210> 31
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> anclaje de CD24-GPI

<400> 31

Thr Asn Ala Thr Thr Lys Ala Ala Gly Gly Ala Leu Gln Ser Thr Ala
1 5 10 : 15

Ser Leu Phe Val Val Ser Leu Ser Le-u Leu His Leu Tyr Ser
20 25 .30

66
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo aislado que se une de forma especifica a un epitopo dentro del dominio 0 de KIR3DL2 que tiene la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 21, en el que dicho anticuerpo inhibe la proliferacion de linfocitos T
CD4" humanos que expresan KIR3DL en ausencia de células efectoras y comprende una regién constante del
isotipo de 1gG humana.

2. El anticuerpo de la reivindicacién 1, en el que dicho epitopo es un determinante comin compartido por los
polipéptidos KIR3DL1 y KIR3DL2.

3. El anticuerpo de la reivindicacion 1 a 2, en el que dicho anticuerpo comprende un dominio de Fc modificado.

4. El anticuerpo de la reivindicacion 3, en el que dicho dominio de Fc modificado esta hipofucosilado.

5. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho anticuerpo compite por la unién
a KIR3DL2 con el anticuerpo bivalente que comprende una regién variable de cadena pesada de la SEC ID N°: 8 y
una region variable de cadena ligera de la SEC ID N°: 10.

6. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho anticuerpo es bivalente.

7. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la anticuerpo comprende una cadena
pesada que comprende las tres CDR de las SEC ID N°*: 11 a 13 y una cadena ligera que comprende las tres CDR

de las SEC ID N°*: 14 a 16.

8. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho anticuerpo es un anticuerpo
humanizado o un anticuerpo quimérico.

9. El anticuerpo monoclonal de la reivindicacion 1, que comprende:

(a) una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 8 fusionada con una
region constante de cadena de IgG1 humana; y

(b) una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 10 fusionada con una
regién constante de cadena kappa humana.

10. Una composicién de anticuerpo que comprende una pluralidad de anticuerpos de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones anteriores, en la que al menos un 40 % de los anticuerpos tiene una estructura que
oligosacarido unido a N de un tipo biantenario que comprende cadenas largas con GlcNac terminal que estan
altamente galactosiladas y no fucosiladas.

11. Una célula hospedadora recombinante que produce un anticuerpo de la reivindicacion 1.

12. La célula hospedadora de la reivindicacion 11, en la que la célula es una linea de células madre derivada de
embriones aviares.

13. Una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10; y
un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

14. Una composicion de la reivindicacion 13, para uso como un medicamento para modular la actividad de linfocitos
T en un paciente que padece un trastorno autoinmune, un trastorno inflamatorio o una neoplasia de linfocitos T.

15. La composicién para uso de la reivindicacion 14, en la que dicho trastorno se selecciona entre el grupo que
consiste en artritis, artritis reumatoide, espondiloartritis, Sindrome de Sézary y Micosis fungoide.
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Figura 3
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 11
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Figura 13
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Figura 14

Concentracion de mab

pg/mil

m 50.0

825.0

ES 2539045713

m12,5
[ 6,3
@ 3.1
1.6

2 2 9 9
g 8 & &

eayaisa sisi| ap v,

81

200 ———

10,0

0.0 -

-100 -

10U/ml IL-2 PBMC

PBMC



ES 2539045 T3

Figura 15
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Figura 16
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