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DESCRIPCION
Moléculas de unién a ILT3 y usos de las mismas
Antecedentes de la invencién

El transcrito tipo inmunoglobulina (ILT) 3 es una molécula de superficie celular que es un miembro de la superfamilia
de inmunoglobulina. ILT3 se expresa de forma selectiva por células mieloides presentadoras de antigeno (APC)
tales como monocitos, macréfagos, y células dendriticas (DC). La regioén citoplasmatica de ILT3 contiene motivos
inhibidores putativos basados en tirosina de inmuno-receptor (ITIM). El co-ligamiento de ILT3 a receptores
estimuladores expresados por APC provoca un debilitamiento del flujo aumentado de [Ca2+] y la fosforilacion de
tirosina activada por estos receptores. La extincion de la sefial implica a la proteina tirosina fosfatasa 1 que contiene
SH2, que se recluta por ILT3 tras entrecruzamiento. ILT3 también puede funcionar en la captura y presentacion de
antigeno. Se internaliza de forma eficaz tras entrecruzamiento y suministra su ligando a un compartimiento
intracelular donde se procesa y presenta a células T (Cella, et al. (1997) J. Exp. Med. 185:1743-1751).

Por tanto, ILT3 es un receptor inhibidor que puede regular de forma negativa la activacion de APC y puede usarse
por las APC para la captacion de antigeno. El desarrollo de agentes Utiles en la modulacién de la sefializacion
mediante ILT3 seria de gran beneficio para modular las respuestas inmunes.

Se ha demostrado que el efecto de células CD8 + CD28-TS sobre la proliferacion de células CD4 + TH esta mediado
por el receptor inhibidor ILT3 en APC y puede revertirse in vitro por un anticuerpo anti-ILT-3 (Chang C. C. et al., Nat.
Immunol 2002, 3: 237-243).

Sumario de la invencion

La presente invencién proporciona moléculas de unién que se unen especificamente a ILT3, por ejemplo, ILT3
humano (hILT3), en células, tales como células presentadoras de antigeno, por ejemplo, monocitos, macrofagos y
células dendriticas, por ejemplo, células dendriticas derivadas de monocitos. Las moléculas de union de la invencion
se caracterizan por la union a hiLT3 con alta afinidad y modulacién negativa de la activacién de células inmunes in
vitro, por ejemplo, modulaciéon negativa de respuestas alo-inmunes; la produccion de citoquinas inflamatorias por
células dendriticas, por ejemplo, células dendriticas derivadas de monocitos (MDDC); la regulacion positiva de
moléculas co-estimuladoras por DC, por ejemplo, MDDC; y/o el flujo de calcio en monocitos. Ademas, las moléculas
de union regulan positivamente la expresion de receptores inhibidores sobre células dendriticas, por ejemplo, células
dendriticas inmaduras. Sorprendentemente, estas mismas moléculas de unién que modulan negativamente la
activacion de células inmunes in vitro, son inmunoestimuladoras in vivo, por ejemplo, modulan positivamente las
respuestas inmunes.

Un aspecto de la invencién destaca una molécula de union que comprende las CDR mostradas en las SEC ID N° 3-8
donde dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno se une a ILT3.

Un aspecto de la invencién destaca una molécula de uniéon que comprende una regién variable de cadena pesada
que comprende los aminoacidos 20-135 de la secuencia de la SEC ID N° 1 y que comprende adicionalmente una
region variable de cadena ligera que comprende los aminoacidos 21-127 de la secuencia de la SEC ID N° 2, donde
dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno se une a ILT3.

En otra realizacion mas, la molécula de unién modula negativamente la produccion de citoquinas inflamatorias por
células dendriticas in vitro, 0 modula negativamente la regulacion positiva de moléculas co-estimuladoras en células
dendriticas in vitro, 0 modula positivamente la expresion de receptores inhibidores en células dendriticas in vitro.

En una realizacion, la molécula de unién es un anticuerpo de ratén.

En otra realizacion, la molécula de unién es un anticuerpo humanizado o un anticuerpo quimérico.

Otro aspecto de la invencion destaca una composicion que comprende una molécula de unién de la invencion y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Se describe la composicién que comprende adicionalmente al menos un agente terapéutico adicional que modula
positivamente una respuesta inmune en un sujeto.

Otro aspecto mas de la invenciéon destaca un método para tratar el cancer en un sujeto, que comprende poner en
contacto una célula con una molécula de unién de la invencién, de modo que se trata el cancer en un sujeto.

En una realizacion, el tipo de cancer se selecciona entre el grupo que consiste en: cancer pancreatico, melanomas,
cancer de mama, cancer pulmonar, cancer de bronquios, cancer colorrectal, cancer de prostata, cancer de
pancreas, cancer de estdbmago, cancer de ovario, cancer de vejiga urinaria, cancer cerebral o del sistema nervioso
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central, cancer del sistema nervioso periférico, cancer de eséfago, cancer cervical, cancer de Gtero o endometrial,
cancer de la cavidad oral o faringe, cancer de higado, cancer renal, cancer testicular, cancer del tracto biliar, cancer
del intestino delgado o apéndice, cancer de glandulas salivares, cancer de glandula tiroides, cancer de glandula
suprarrenal, osteosarcoma, condrosarcoma, y cancer de tejidos hematoldgicos.

Un aspecto de la invencién destaca una molécula aislada de acido nucleico que comprende una secuencia de
nucleétidos que codifica una regién variable de cadena pesada que comprende la secuencia de nucleétidos de la
SEC ID N° 9, y una secuencia de nucle6tidos que codifica una region variable de cadena ligera que comprende la
secuencia de nucledtidos de la SEC ID N° 10.

Un aspecto de la invencidon destaca una molécula aislada de acido nucleico que comprende las secuencias de
nucleétidos mostradas en las SEC ID N° 11-16, donde dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno se une a
ILT3 humano.

En una realizacion, se destaca un vector de expresion recombinante que comprende una molécula de acido nucleico
que tiene una secuencia de nucledtidos que codifica la molécula de unién de la invencién. En otra realizacién, la
invencion destaca una célula hospedadora en que se ha introducido el vector de expresion recombinante de la
invencion. En otro aspecto la invencion destaca un método para producir una molécula de unién que se une a ILT3
humano, que comprende cultivar la célula hospedadora de la invencién en un medio de cultivo hasta que se
produzca una molécula de unién que se una a ILT3 humano por la célula.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un grafico que demuestra que las células dendriticas derivadas de monocitos (MDDC)
diferenciadas en presencia de 9B11 muestran una expresioén inferior de moléculas co-estimuladoras de superficie
celular, tales como CD86, CD80, CD83 y HLA-DR, medida por citometria de flujo.

La Figura 2 es un grafico que demuestra que las MDDC son incapaces de generar una respuesta de células T
alogénicas en una reaccién mixta de linfocitos.

La Figura 3 es un grafico que demuestra que las MDDC cultivadas en presencia de 9B11 son incapaces de
producir IL-12, TNFa o IL-1a cuando se estimulan con LPS.

La Figura 4 es un gréafico que demuestra que células dendriticas sanguineas recién aisladas incubadas con
9B11 eran incapaces de regular de forma completamente de forma positiva la expresion de moléculas co-
estimuladoras cuando se usa un cdctel de citoquinas (IL-6, IL-13, TNFa, y PGE) para madurar las células.

La Figura 5 muestra que la adiciéon de 9B11 a monocitos, inducidos por activacién de un motivo de activacién
basado en tirosina de inmuno-receptor (ITAM) en CD32, inhibe el flujo de Ca+2.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencién proporciona moléculas de unién que se unen especificamente a ILT3, por ejemplo, ILT3
humano (hILT3), en células presentadoras de antigeno, tales como por ejemplo, monocitos, macrofagos y células
dendriticas (DC), por ejemplo, células dendriticas derivadas de monocitos (MDDC). Las moléculas de union de la
invenciéon se caracterizan por la unién a hILT3 con alta afinidad y modulacién negativa de respuestas inmunes in
vitro, por ejemplo, modulacion negativa de respuestas aloinmunes; la produccion de citoquinas inflamatorias por
células dendriticas, por ejemplo, células dendriticas derivadas de monocitos (MDDC); la regulacion positiva de
moléculas co-estimuladoras por DC, por ejemplo, MDDC; y/o el flujo de calcio en monocitos. Ademas, las moléculas
de union regulan positivamente la expresion de receptores inhibidores en células dendriticas, por ejemplo, células
dendriticas inmaduras. Sorprendentemente, estas mismas moléculas de unién que modulan negativamente las
respuestas inmunes in vitro, son inmunoestimuladoras in vivo.

Diversos aspectos de la invencion se refieren a moléculas de unién, y composiciones farmacéuticas de las mismas.
Para que la presente invencién pueda comprenderse mas facilmente, primer se definen ciertos términos.
I. Definiciones

La expresion "transcrito 3 tipo inmunoglobulina" (abreviado en este documento como "ILT3" o "hILT3", y también
conocido como CD85k), como se usa en este documento, se refiere al miembro humano de la superfamilia de
inmunoglobulina que se expresa selectivamente por células mieloides presentadoras de antigeno (APC) tales como
monaocitos, macréfagos, y células dendriticas, por ejemplo, células dendriticas derivadas de monocitos diferenciadas
en presencia de IL-10 o vitamina Ds. La proteina ILT3 es una proteina transmembrana de 447 aminoé&cidos con una
masa molecular predicha de ~47 kD. La parte amino terminal de la proteina ILT3 empieza con un péptido sefal
hidréfobo de 23 aminoacidos seguido de una region extracelular compuesta por dos dominios de la superfamilia de
inmunoglobulina de tipo C2. Cada dominio muestra dos cisteinas caracteristicas que estan separadas por 49 y 50
restos entre si, flanqueadas por restos conservados (Val-x-Leu/lle-x-Cys e His/Tyr-x-Gly-x-Tyr-x-Cys-Tyr/Phe,
respectivamente, donde x es cualquier aminoacido). El dominio transmembrana putativo de ILT3 consiste en 21
aminoacidos, seguido de una larga region citoplasmatica de 167 aminoacidos, que se caracteriza por la presencia de
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un motivo Tyr-x-x-Val seguido de dos motivos Tyr-x-x-Leu espaciados por 26 restos de aminoacido. Estos pares Tyr-
x-X-Leu y su espaciado son reminiscente de los motivos Tyr-x-x-Leu (también mencionados como motivos
inhibidores basados en tirosina de inmuno-receptor o ITIM) identificados en KIR (recetores de Ig de células citoliticas
naturales) como sitios de unién para la proteina tirosina fosfatasa SHP-1.

Los motivos inhibidores basados en tirosina de inmuno-receptor putativos en la region citoplasmatica de ILT3
sugieren una funcién inhibidora de ILT3. Por tanto, ILT3 se comporta como un receptor inhibidor cuando se
entrecruza con un receptor estimulador.

La secuencia de acido nucleico de ILT3 humano (hILT3) se expone en la SEC ID N° 17 y la secuencia de
aminoacidos se expone en la SEC ID N° 18.

La expresion "molécula de uniéon" como se usa en este documento incluye moléculas que contienen al menos un
sitio de unién a antigeno que se une especificamente a ILT3. Por "se une especificamente" se entiende que las
moléculas de unidon muestran unién esencialmente de fondo a moléculas no ILT3. Una molécula aislada de unién
que se une especificamente a ILT3 puede, sin embargo, tener reactividad cruzada con moléculas ILT3 de otras
especies.

Las moléculas de unién de la invencién pueden comprender una cadena pesada de inmunoglobulina de cualquier
isotipo (por ejemplo, 19G, IgE, IgM, IgD, IgA, e IgY), clase (por ejemplo, 1gG 1, 19G2, IgG3, IgG4, IgAl e I1gA2) o
subclase de molécula inmunoglobulina. Las moléculas de unién pueden tener tanto una cadena pesada como una
cadena ligera. Como se usa en este documento, la expresion molécula de unién también incluye, anticuerpos
(incluyendo anticuerpos de longitud completa), anticuerpos monoclonales (incluyendo anticuerpos monoclonales de
longitud completa), anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos),
anticuerpos humanos, humanizados o quiméricos, y fragmentos de anticuerpo, por ejemplo, fragmentos Fab,
fragmentos F(ab'), fragmentos productos por una biblioteca de expresion de Fab, fragmentos de unién a epitopos de
cualquiera de los anteriores, y formas modificadas por ingenieria de anticuerpos, por ejemplo, moléculas scFv,
siempre que muestren la actividad deseada, por ejemplo, unién a ILT3.

Un "antigeno" es una entidad (por ejemplo, una entidad proteica o péptido) al cual se une especificamente una
molécula de union.

El término "epitopo” o "determinante antigénico" se refiere a un sitio en un antigeno al cual se une especificamente
una molécula de union. Los epitopos pueden formarse tanto a partir de aminoacidos contiguos como de aminoacidos
no contiguos yuxtapuestos por plegamiento terciario de una proteina. Los epitopos formados a partir de aminoacidos
contiguos se retienen normalmente en exposicion a disolventes desnaturalizantes mientras que los epitopos
formados por plegamiento terciario normalmente se pierden en tratamiento con disolventes desnaturalizantes. Un
epitopo normalmente incluye al menos 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 o 15 aminoacidos en una conformacién
espacial Unica. Los métodos para determinar la conformacion espacial de los epitopos incluyen, por ejemplo,
cristalografia de rayos X y resonancia magnética nuclear bidimensional. Véase, por ejemplo, Epitope Mapping
Protocols in Methods in Molecular Biology, Vol. 66, G. E. Morris, Ed. (1996).

Las moléculas de union que reconocen el mismo epitopo pueden identificarse en un inmunoensayo simple que
muestra la capacidad de un anticuerpo de bloquear la unién de otro anticuerpo a un antigeno diana, es decir, un
ensayo de unidon competitiva. La unién competitiva se determina en un ensayo en que la molécula de unién que se
ensaya inhibe la union especifica de una molécula de unién de referencia a un antigeno coman, tal como ILT3. Se
conocen numerosos tipos de ensayos de unién competitiva, por ejemplo: radioinmunoensayo directo o indirecto en
fase sélida (RIA); ensayo de competicion tipo sandwich de inmunoensayo enzimatico directo o indirecto en fase
sdlida (EIA) (véase Stahli et al., Methods in Enzymology 9:242 (1983)); EIA directo en fase sdlida de biotina-avidina
(véase Kirkland et al., J. Immunol. 137:3614 (1986)); ensayo marcado directo en fase sélida, ensayo tipo sandwich
marcado directo en fase sélida (véase Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press
(1988)); RIA con marcador directo en fase sdlida usando marcador 1-125 (véase Morel et al., Mol. Immunol. 25(1):7
(1988)); EIA directo en fase solida con biotina-avidina (Cheung et al., Virology 176:546 (1990)); y RIA marcado
directo (Moldenhauer et al., Scand. J. Immunol. 32:77 (1990)). Tipicamente, dicho ensayo implica el uso de antigeno
purificado unido a una superficie sélida o células que albergan cualquiera de éstos, una molécula de union de
ensayo no marcada y una molécula de unién de referencia marcada. La inhibicién competitiva se mide determinando
la cantidad de marcador unido a la superficie sélida o células en presencia de la molécula de unién de ensayo.
Habitualmente la molécula de unién de ensayo esta presente en exceso. Habitualmente, cuando esta presente una
molécula de unién competidora en exceso, inhibira la unién especifica de una molécula de unién de referencia a un
antigeno comuan en al menos un 50-55 %, 55-60 %, 60-65 %, 65-70 % 70-75 % o mas.

También se reconoce un epitopo por células inmunolégicas, por ejemplo, células B y/o células T. El reconocimiento
celular de un epitopo puede determinarse por ensayos in vitro que miden la proliferacién dependiente de antigeno,
determinada por incorporacion de 3H-timidina, por secrecion de citoquinas, por secrecion de anticuerpos, o por
eliminacion dependiente de antigeno (ensayo de linfocitos T citotdxicos).
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La expresion "molécula monoclonal de uniéon" como se usa en este documento se refiere a una molécula de union
obtenida de una poblacién de moléculas de unién sustancialmente homogéneas. Las moléculas monoclonales de
unién son altamente especificas, estando dirigidas contra un Unico sitio antigénico. Ademas, en contraste con las
preparaciones de moléculas policlonales de uniéon que normalmente incluyen diferentes moléculas de union dirigidas
contra diferentes determinantes (epitopos), cada molécula monoclonal de unién estd dirigida contra un Unico
determinante en el antigeno. El modificador "monoclonal” indica el caracter de la molécula de unién como obtenida
de una poblacién sustancialmente homogénea de moléculas de unién, y no debe entenderse como que requiere
produccién de la molécula de unién por ninglin método particular. Por ejemplo, las moléculas monoclonales de unién
pueden prepararse por el método de hibridoma descrito por primera vez por Kohler, et al., Nature 256:495 (1975), o
pueden prepararse por método de ADN recombinante (véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos N°
4.816.567). Las "moléculas monoclonales de unién" también pueden aislarse de bibliotecas de anticuerpos en fagos
usando las técnicas descritas en Clackson, et al., Nature 352:624-628 (1991) y Marks et al., J. Mol Biol. 222:581-597
(1991), por ejemplo.

La expresion "molécula quimérica de unidn" se refiere a una molécula de unidon que comprende secuencias de
aminoacidos derivadas de diferentes especies. Las moléculas quiméricas de unién pueden construirse, por ejemplo
por ingenieria genética, a partir de segmentos génicos de moléculas de unién que pertenecen a diferentes especies.

Las moléculas monoclonales de unién en este documento incluyen especificamente moléculas "quiméricas" de union
en que una parte de la cadena pesada y/o ligera es idéntica a u homéloga a secuencias correspondientes en
moléculas de unién derivadas de una especie particular o pertenecientes a una clase o subclase particular de
anticuerpo, mientras que el resto de la cadena o cadenas es idéntico a u homdlogo a secuencias correspondientes
en moléculas de unién derivadas de otra especie o0 pertenecientes a otra clase o subclase de anticuerpo, asi como
fragmentos de dichas moléculas de unién, siempre que muestren la actividad biolégica deseada (patente de Estados
Unidos N° 4.816.567; y Morrison, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855 (1984)), por ejemplo, union a ILT3
humano (hILT3).

Las cadenas tanto ligera como pesada estan divididas en regiones de homologia estructural y funcional. Las
expresiones "constante" y "variable" se usan de forma funcional. A este respecto, se apreciara que los dominios
variables de ambas partes de cadena ligera (VL) y pesada (VH) determinan el reconocimiento y especificidad de
antigeno. A la inversa, los dominios constantes de la cadena ligera (CL) y la cadena pesada (CH1, CH2 o CH3)
confieren importantes propiedades biol6gicas tales como secrecidn, movilidad transplacentaria, unién a receptor Fc,
unién al complemento, y similares. Por convencién, la numeracién de los dominios de la region constante aumenta
segun quedan mas distales del sitio de union a antigeno o extremo amino-terminal del anticuerpo. El extremo N-
terminal es una region variable y en el extremo C-terminal hay una regién constante; los dominios CH3 y CL
realmente comprenden el extremo carboxi-terminal de la cadena pesada y ligera, respectivamente.

Una "region variable" cuando se usa en referencia a una molécula de unién se refiere a la parte amino terminal de
una molécula de unién que confiere unién a antigeno en la molécula y que no es la regién constante. El término
incluye regiones determinantes de complementariedad y regiones flanqueantes. El término también incluye
fragmentos funcionales de las mismas que mantienen algo de o toda la funcién de unién de la regién variable
completa.

La expresion "region hipervariable" cuando se usa en este documento se refiere a las regiones de un dominio
variable de molécula de union que son hipervariables en secuencia y/o forman bucles definidos estructuralmente. La
region hipervariable comprende restos de aminoacido de una "regién determinante de complementariedad" o "CDR".

Como se usa en este documento, la expresién "CDR" o "regidon determinante de complementariedad” significa los
sitios no contiguos de combinacion de antigeno encontrados dentro de la regién variable tanto de la cadena pesada
como de la ligera. Estas regiones particulares se han descrito por Kabat, et al., J. Biol. Chem. 252, 6609-6616 (1977)
y Kabat, et al., Sequences of protein of immunological interest. (1991), y por Chotia, et al., J. Mol. Biol. 196:901-917
(1987) y por MacCallum, et al., J. Mol. Biol. 262:732-745 (1996) donde las definiciones incluyen solapamiento o
subconjuntos de restos de aminoacido cuando se comparan entre si. Preferiblemente, se usa la definicion de Kabat
para describir una CDR de una molécula de unidn de la invencion. No obstante, la aplicacién de cualquier definicion
para hacer referencia a una CDR de una molécula de unién o molécula de unién injertada o variantes de la misma
esta dentro del alcance of el término definido y usado en este documento.

Como se usa en este documento, la expresion "region flanqueante” o "FR" significa cada dominio de la parte
flanqueante que esta separado por las CDR. Por lo tanto, una parte flanqueante de regién variable es entre
aproximadamente 100-120 aminodacidos de longitud pero se refiere solamente a aquellos aminoacidos fuera de las
CDR.

Las formas "humanizadas" de moléculas de unién no humanas (por ejemplo, murinas) son anticuerpos quiméricos
gue contienen secuencia minima derivada de una molécula de unién no humana. En su mayor parte, las moléculas
de unién humanizadas son moléculas de unién humanas (molécula de union aceptora/receptora) en que los restos
de una region hipervariable estan remplazados por restos de una region hipervariable de una especie no humana
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(molécula de unién donante) tal como ratén, rata, conejo o primate no humano que tiene la especificidad, afinidad, y
capacidad deseadas. En algunos casos, estan alterados los restos de la regién flanqueante (FR) Fv de la molécula
de unién humana, por ejemplo, remplazados por, sustituidos, o retromutados a los correspondientes restos no
humanos. Ademas, moléculas de unién humanizadas pueden comprender restos que no se encuentran en la
molécula de union receptora o en la molécula de union donante. Estas modificaciones generalmente se hacen para
refinar adicionalmente el funcionamiento de la molécula de union. En general, la molécula de unién humanizada
comprendera sustancialmente todo de al menos uno, y normalmente dos, dominios variables, en que todos o
sustancialmente todos los bucles hipervariables corresponden con aquellos de una molécula de unién no humana y
todas o sustancialmente todas las regiones FR son aquellas de una secuencia de molécula de unién humana. La
molécula de unién humanizada opcionalmente también comprendera al menos una parte de una regién constante de
molécula de unién (Fc), normalmente la de una molécula de unién humana. Para detalles adicionales, véase Jones,
et al., Nature 321:522-525 (1986); Riechmann, et al., Nature 332:323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol.
2:593-596 (1992).

Una molécula de unién descrita comprende al menos una CDR seleccionada entre el grupo que consiste en la SEC
ID N° 3 (GFAFSSYDMS (CDR1 de VH)), SEC ID N° 4 (TISSSGSYTYYPDSVKG (CDR2 de VH)), SEC ID N° 5
(LWGAMDY (CDR3 de VH)), SEC ID N° 6 (RASQGLTNDLH (CDR1 de VL)), SEC ID N° 7 (YASQSIS (CDR2 de VL)),
y SEC ID N° 8 (QQSNSWPFT (CDR3 de VL)).

La expresion molécula de unidon "modificada por ingenieria” o "recombinante”, como se usa en este documento
incluye moléculas de unién que se preparan, expresan, crean o aislan por medios recombinantes, tales como
moléculas de unién expresadas usando un vector de expresién recombinante transfectado en una célula
hospedadora, moléculas de unién aisladas de una biblioteca de molécula de unién recombinantes y combinatorias,
moléculas de unién aisladas de un animal (por ejemplo, un ratén) que es transgénico para genes de inmunoglobulina
humana (véase por ejemplo, Taylor, L.D., et al. (1992) Nucl. Acids Res. 20:6287-6295) o moléculas de union
preparadas, expresadas, creadas o aisladas por cualquier otro medio que implique corte y ayuste de secuencias
génicas de la molécula de unién humana con otras secuencias de ADN. En ciertas realizaciones, sin embargo,
dichas moléculas de unién humanas recombinantes se someten a mutagénesis in vitro (0, cuando se usa un animal
transgénico para secuencias de Ig humana, mutagénesis somatica in vivo) y por tanto las secuencias de
aminoacidos de las regiones VH y VL de las moléculas de unién recombinantes son secuencias que, aunque
derivadas de y relacionadas con las secuencias de VH y VL de la linea germinal humana, pueden no existir de forma
natural dentro del repertorio de la linea germinal de la molécula de unién human in vivo.

Una "molécula de unién aislada”, como se usa en este documento, se refiere a una molécula de unién que esta
sustancialmente libre de otras moléculas de unién que tienen diferentes especificidades antigénicas (por ejemplo,
una molécula de unién aislada que se une especificamente a ILT3 esta sustancialmente libre de moléculas de unién
gue se unen especificamente a antigenos diferentes de ILT3). Ademas, una molécula de union aislada puede estar
sustancialmente libre de otro material celular y/o agentes quimicos. Una molécula de unién "aislada" es una que se
ha identificado y separado y/o recuperado de un componente de su entorno natural. Los componentes
contaminantes de su entorno natural incluyen, por ejemplo, materiales que interferirian con los usos de diagnéstico o
terapéuticos para la molécula de union, y pueden incluir enzimas, hormonas, y otros solutos proteicos o no proteicos.
En realizaciones preferidas, la molécula de union se purificara (1) a mas del 95 % en peso de molécula de union
determinada por el método de Lowry, y mas preferiblemente mas del 99 % en peso, (2) hasta un grado suficiente
para obtener al menos 15 restos de secuencia de aminoacidos N-terminal o interna mediante el uso de un
secuenciador de cubeta de centrifugacion, o (3) hasta homogeneidad por SDS-PAGE en condiciones reductoras o
no reductoras usando azul de Coomassie o0, preferiblemente, tincion con plata. Las moléculas de unién aisladas
incluyen moléculas de union in situ dentro de células recombinantes ya que al menos un componente del entorno
natural de la molécula de union no estara presente. Habitualmente, sin embargo, las moléculas de union aisladas se
prepararan por al menos una etapa de purificacion.

Como se usa en este documento la expresion "constante de unién", "(kd)", también mencionada como "constante de
afinidad”, es una medida del grado de asociacion reversible entre dos especies moleculares e incluye tanto la
afinidad de unién real asi como la afinidad de unién aparente. La afinidad de union real se determina calculando la
proporcion de la Kasoc en M1S1 a la Kdisoc en St y tiene las unidades "M™*". Por lo tanto, conferir u optimizar la
afinidad de unidn incluye alterar cualquiera de estos componentes o ambos para conseguir el nivel deseado de
afinidad de union. La afinidad aparente puede incluir, por ejemplo, la avidez de la interaccion. Por ejemplo, un
fragmento de unién de regién variable heteromérico bivalente puede mostrar afinidad de unién alterada u optimizada
debido a su valencia. La afinidad de unién puede determinarse por medicién de resonancia de plasmon superficial,
por ejemplo, usando un sistema BlAcore.

La expresion "molécula de acido nucleico”, como se usa en este documento, incluye moléculas de ADN y moléculas
de ARN. Una molécula de acido nucleico puede ser monocatenaria o bicatenaria, pero preferiblemente es ADN
bicatenario.

La expresion "molécula aislada de acido nucleico”, como se usa en este documento en referencia a acidos nucleicos
que codifican moléculas de union que se unen a ILT3, se refiere a una molécula de acido nucleico en que las
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secuencias de nucleétidos que codifican la molécula de unién estan libres de otras secuencias de nuclettidos que
pueden flanquear de forma natural el acido nucleico en el ADN gendmico humano. Estas secuencias pueden incluir
opcionalmente secuencias de nucleétidos 5' 0 3' importantes para la regulacion o estabilidad proteica.

El término "vector', como se usa en este documento, se refiere a una molécula de acido nucleico capaz de
transportar otra molécula de acido nucleico a la que se ha unido. Un tipo de vector es un "plasmido"”, que se refiere a
un bucle de ADN bicatenario circular en que pueden ligarse segmentos adicionales de ADN. Otro tipo de vector es
un vector viral, donde pueden ligarse segmentos adicionales de ADN en el genoma viral. Ciertos vectores tienen
capacidad de replicacion auténoma en una célula hospedadora en que se introducen (por ejemplo, vectores
bacterianos que tienen un origen bacteriano de replicacion y vectores episémicos de mamifero). Otros vectores (por
ejemplo, vectores no episomicos de mamifero) pueden integrarse en el genoma de una célula hospedadora tras su
introduccion en la célula hospedadora, y de ese modo se replican junto con el genoma hospedador. Ademas, ciertos
vectores son capaces de dirigir la expresion de genes a los que estan unidos de forma funcional. Dichos vectores se
mencionan en este documento como "vectores de expresién recombinantes" (o simplemente, "vectores de
expresion”). En general, los vectores de expresion de utilidad en técnicas de ADN recombinante estan a manudo en
forma de plasmidos. En la presente memoria descriptiva, "plasmido"” y "vector" pueden usarse de forma
intercambiable ya que el plasmido es la forma mas habitualmente usada de vector. Sin embargo, se describen
adicionalmente otras formas de vectores de expresion, tales como vectores virales (por ejemplo, retrovirus
deficientes en replicacién, adenovirus y virus adeno-asociados), que ejercen funciones equivalentes.

La expresion "célula hospedadora recombinante” (o simplemente "célula hospedadora’), como se usa en este
documento, se refiere a una célula en que se ha introducido un vector de expresion recombinante. Debe entenderse
gue dichas expresiones pretenden hacer referencia no solamente a la célula objeto particular sino a la descendencia
de dicha célula. Como pueden suceder ciertas modificaciones en las sucesivas generaciones debido a mutacion o
influencias ambientales, dicha descendencia puede no ser idéntica, de hecho, a la célula parental, pero aun se
incluye dentro del alcance de la expresién "célula hospedadora” como se usa en este documento.

Como se usa en este documento, la expresion "célula T" (es decir, linfocito T) incluye células dentro del linaje de
células T, incluyendo timocitos, células T inmaduras, células T maduras y similares, de un mamifero (por ejemplo,
ser humano). Preferiblemente, las células T son células T maduras que expresan CD4 o CD8, pero no ambos, y un
receptor de células T. Las diversas poblaciones de células T descritas en este documento pueden definirse
basandose en sus perfiles de citoquinas y su funcién.

Como se usa en este documento, una "célula presentadora de antigeno profesional" o "APC" es una célula que
puede presentar antigeno en una forma en que puede reconocerse por células. Las células que pueden "presentar”
antigenos incluyen células B, monocitos, macréfagos y células dendriticas.

Como se usa en este documento, la expresion "célula dendritica” o "DC" incluye APC capaces de activar células T
virgenes y estimular el crecimiento y diferenciacion de células B. Las DC son células de linaje negativo, es decir,
carecen de marcadores de superficie celular para células T, células B, células NK, y monocitos/macrofagos, sin
embargo expresan fuertemente diversas moléculas co-estimuladoras (por ejemplo, CD86, CD80, CD83, y HLA-DR)
y/o moléculas de adhesion. Las células dendriticas pueden subdividirse en dos tipos celulares principales,
concretamente "células dendriticas derivadas mieloides" ("MDDC") y "células dendriticas derivadas plasmacitoides”
("PDDC"). Los marcadores de superficie celular, tales como ILT3, pueden usarse para distinguir los dos linajes de
células dendriticas, asi como la capacidad proliferativa limitada de PDDC. Véase, por ejemplo, Santiago-Schwartz,
F. (2004) Rheum. Dis. Clin. Noth Am. 30:115-134. Ademas, las DC también pueden dividirse en "DC inmaduras" y
"DC maduras". Las DC inmaduras estan especializadas en la captura y procesamiento de antigeno, mientras que las
DC maduras presentan antigeno y tienen una capacidad estimuladora aumentada de células T. Las DC inmaduras
pueden madurarse usando técnicas reconocidas en la técnica, tales como cultivo en presencia de un cdctel de
citoquinas inflamatorias.

Como se usa en este documento, la expresién "células T virgenes" incluye células T que no se han expuesto a
antigeno afin y por tanto no son células activadas o de memoria. Las células T virgenes no estan en ciclo y las
células T virgenes humanas son CD45RA+. Si las células T virgenes reconocen antigeno y reciben sefiales
adicionales dependiendo, aunque sin limitacién, de la cantidad de antigeno, via de administracién y cronologia de
administracion, pueden proliferar y diferenciarse en diversos conjuntos de células T, por ejemplo, células T
efectoras.

Como se usa en este documento, la expresion "célula T de memoria" incluye linfocitos que, tras exposicién al
antigeno, se convierten en funcionalmente quiescentes y que son capaces de sobrevivir durante largos periodos en
ausencia de antigeno. Las células T de memoria humanas son CD45RA-.

Como se usa en este documento, la expresion "célula T efectora" o "célula Tefe" incluye células T que funcionan
eliminando antigeno (por ejemplo, produciendo citoguinas que modulan la activacién de otras células o por actividad
citotdxica). La expresion "célula T efectora” incluye células T auxiliares (por ejemplo, células Thly Th2) y células T
citotéxicas. Las células Thl median respuestas de hipersensibilidad retardada (DTH) y activacién de macréfagos
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(por ejemplo, respuestas inmunes celulares) mientras que las células Th2 proporcionan ayuda a células B y son
criticas en la respuesta alérgica (por ejemplo, respuestas inmunes humorales) (Mosmann y Coffman, 1989, Annu.
Rev. Immunol. 7, 145-173; Paul y Seder, 1994, Cell 76, 241-251; Arthur y Mason, 1986, J. Exp. Med. 163, 774-786;
Paliard, et al., 1988, J. Immunol. 141, 849-855; Finkelman, et al., 1988, J. Immunol. 141, 2335-2341).

Como se usa en este documento, la expresion "respuesta de células T auxiliares tipo 1" (respuesta Thl) se refiere a
una respuesta que se caracteriza por la produccion de una o mas citoquinas seleccionadas entre IFN-y, IL-2, TNF, y
linfotoxina (LT) y otras citoquinas producidas preferentemente o exclusivamente por células Thl en lugar de por
células Th2. Como se usa en este documento, una "respuesta de células T auxiliares tipo 2" (respuesta Th2) se
refiere a una respuesta por células T CD4+ que se caracteriza por la produccién de una o mas citoquinas
seleccionadas entre IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, y que esta asociada con la "ayuda" eficaz de células B proporcionada por
las células Th2 (por ejemplo, produccién potenciada de IgG1 y/o IgE).

Como se usa en este documento, la expresion "célula T reguladora™ o "célula Treg" incluye células T que producen
niveles bajos de IL-2, IL-4, IL-5, y IL-12. Las células T reguladoras producen TNFa, TGF, IFN-y, e IL-10, aunque a
niveles inferiores que las células T efectoras. Aunque TGFf es la citoquina predominante producida por células T
reguladoras, la citoquina se produce a niveles menores que o iguales a los producidos por células Thl o Th2, por
ejemplo, un orden de magnitud menor que en células Thl o Th2. Las células T reguladoras pueden encontrarse en
la poblacion CD4+CD25+ de células (véase, por ejemplo, Waldmann y Cobbold. 2001. Immunity. 14:399). Las
células T reguladoras suprimen activamente la proliferacién y produccion de citoquinas de células Thl, Th2, o T
virgenes que se han estimulado en cultivo con una sefial activadora (por ejemplo, antigeno y células presentadoras
de antigeno o con una sefial que imita el antigeno en el contexto de MHC, por ejemplo, anticuerpo anti-CD3, mas
anticuerpo anti-CD28).

Como se usa en este documento, el término "energia” o "tolerancia” incluye refractividad a estimulacién mediada por
receptor activador. Dicha refractividad es generalmente especifica de antigeno y persiste después de haber cesado
la exposicion al antigeno de tolerancia. Por ejemplo, la tolerancia se caracteriza por la ausencia de produccion de
citoquinas, por ejemplo, IL-2. Existe tolerancia cuando las células se exponen a antigeno y reciben una primera
sefial (un receptor de células T o sefial mediada por CD-3) en ausencia de una segunda sefial (una sefal co-
estimuladora) o por modulacion, por ejemplo, modulacién positiva de una sefial inhibidora desde un receptor
inhibidor tal como, por ejemplo, ILT3. En estas condiciones, la re-exposicion de las células al mismo antigeno
(incluso si la re-exposicion sucede en presencia de un polipéptido co-estimulador) provoca el fallo en la produccion
de citoquinas y, por tanto, el fallo en la proliferacién. Por ejemplo, la tolerancia se caracteriza por la ausencia de
produccioén de citoquinas, por ejemplo, IL-2, o puede evaluarse mediante el uso de un ensayo de cultivo de linfocitos
mixtos. Puede aparecer tolerancia a auto-antigenos o a antigenos foraneos.

Como se usa en este documento, la expresion "sefial inhibidora" se refiere a una sefial transmitida mediante un
receptor inhibidor (por ejemplo, ILT3), por ejemplo, en una célula inmune, tal como una DC, por ejemplo, MDDC.
Dicha sefial antagoniza una sefial mediante un receptor activador (por ejemplo, mediante un polipéptido TCR, CDS3,
BCR, o Fc). La transduccién de una sefial mediante un receptor inhibidor provoca la "modulacién negativa de la
activacion de células inmunes" in vitro. La transmision de una sefial reguladora puede provocar, por ejemplo,
inhibicion de la generacion del segundo mensajero; la inhibicion de la proliferaciéon; la inhibicion de la funcion
efectora en la célula inmune, por ejemplo, fagocitosis reducida, produccién reducida de anticuerpo, citotoxicidad
celular reducida, el fallo de la célula inmune de producir mediadores (tales como citoquinas (por ejemplo, IL-2) y/o
mediadores de respuestas alérgicas); o el desarrollo de tolerancia.

Como se usa en este documento, la modulacién negativa de la activacion de células inmunes in vitro modula
negativamente una respuesta aloinmune. Como se usa en este documento, una "respuesta aloinmune" se refiere a
una respuesta inmune que sucede entre células antigénicamente distintas. Una respuesta aloinmune puede medirse
utilizando un "cultivo de linfocitos mixtos" o "reaccion de linfocitos mixtos" ("MLC" o "MLR") que es un tipo de ensayo
de proliferacién de linfocitos en que los linfocitos, es decir, los linfocitos en reposo, es decir, los linfocitos que no se
han estimulador, de dos individuos (un estimulador y un respondedor), es decir, linfocitos alogénicos, se cultivan
juntos y la respuesta proliferativa ("reaccion de linfocitos mixtos") se mide por captacion de timidina marcada con 3H
y/o produccién de citoquinas. Como se usa en este documento, el MLC es un MLC primario, es decir, en que se
mezclan células respondedoras con células estimuladoras, que pueden haberse activado o no por, por ejemplo,
irradiacion gamma y se cultivan durante, por ejemplo, 3 dias. Como se usa en este documento, el MLC es un MLC
secundario, es decir, en que las células respondedoras se cultivan inicialmente en un MLC primario con células
estimuladoras que pueden haberse activado o no por, por ejemplo, irradiacion gamma, y posteriormente las células
viables se recuperan y re-estimulan con nuevas células estimuladoras, que pueden haberse activado o no por, por
ejemplo, irradiacion gamma, y se cultivan adicionalmente durante, por ejemplo, 3, 4, 5, 6, 7 dias.

Como se usa en este documento, la modulacién negativa de activacién de células inmunes provoca la modulacién
negativa de la expresion de moléculas co-estimuladoras en una célula, por ejemplo, una célula dendritica, 0 una
amortiguaciéon en el aumento en la expresion de moléculas co-estimuladoras. Como se usa en este documento, la
modulacioén negativa de la activacién de células inmunes in vitro provoca la modulacién negativa del flujo intracelular.
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Como se usa en este documento, el estado de activacion de MDDC esta modulado negativamente in vitro. En una
realizacién, las MDDC se obtienen de monocitos cultivados en presencia de, por ejemplo, GM-CSF e IL-4 afiadidos
en, por ejemplo, los dias cero y tres. En una realizacion, las MDDC se obtienen de monocitos cultivados en
presencia de una molécula de unién de la invencion afiadida en, por ejemplo, los dias cero y tres. En otra realizacion
el estado de activacion de las células dendriticas maduras estd modulado negativamente. En una realizacion, las
células dendriticas maduras se obtienen de células dendriticas sanguineas cultivadas en presencia de, por ejemplo,
IL-6, IL-1 beta, TNF-alfa, y PGE afiadidos en, por ejemplo, el dia uno. En otra realizacion el estado de activacion de
monocitos estd modulado negativamente.

Como se usa en este documento "modulacion positiva de una respuesta inmune” se refiere a un aumento en una
respuesta inmune mediada por células T y/o células B in vivo. Las respuestas inmunes ejemplares incluyen
respuestas de células T, por ejemplo, producciéon de citoquinas, y citotoxicidad celular. Ademas, la expresion
respuesta inmune incluye produccion de anticuerpos (respuestas humorales) y la activacion de células del sistema
inmune innato, por ejemplo, células sensibles a citoquinas tales como macréfagos.

Como se usa en este documento, las diversas formas del término "modular”" incluyen estimulaciéon (por ejemplo,
aumentar, modular positivamente, o regular positivamente una respuesta o actividad particular) e inhibicién (por
ejemplo, disminuir, modular negativamente, o regular negativamente una respuesta o actividad particular).

"Tratamiento”" se refiere a tanto tratamiento terapéutico como medidas profilacticas o preventivas. Aquellos en
necesidad de tratamiento pueden incluir aquellos que ya tienen un trastorno asi como aquellos que adn no tienen un
trastorno.

Un "trastorno” es cualquier afeccién que se beneficiaria del tratamiento con las moléculas de unién de la presente
invencion. Esto incluye trastornos o enfermedades cronicas y agudas o afecciones patolégicas asociadas con
respuestas inmunes que son demasiado elevadas o demasiado bajas.

Se describen diversos aspectos de la invencién en detalle adicional en las siguientes subsecciones.
Il. Moléculas de union a ILT3

La presente invencion proporciona moléculas aisladas de uniéon a ILT3. Moléculas ejemplares de union de la
presente invencién incluyen el anticuerpo 9B11, o una parte de unién del mismo. El anticuerpo 9B11 es un
anticuerpo anti-ILT3 que se une a ILT3 en APC, por ejemplo, monocitos, macrofagos, células dendriticas, por
ejemplo, MDDC, por ejemplo, células humanas, con alta afinidad. Las moléculas de union de la invencién se
caracterizan por la unién a hILT3 con alta afinidad y modulacién negativa de respuestas inmunes in vitro, por
ejemplo, modulaciéon negativa de respuestas aloinmunes; la produccion de citoquinas inflamatorias por células
dendriticas, por ejemplo, células dendriticas derivadas de monaocitos (MDDC); la regulacion positiva de moléculas
co-estimuladoras por DC, por ejemplo, MDDC; y/o el flujo de calcio en monocitos. Ademas, las moléculas de unién
regulan positivamente la expresion de receptores inhibidores en células dendriticas, por ejemplo, células dendriticas
inmaduras. Sorprendentemente, estas mismas moléculas de unién que modulan negativamente las respuestas
inmunes in vitro, son inmunoestimuladoras in vivo Por ejemplo, las moléculas de unién estimulan respuestas
inmunes in vivo tales como respuestas inmunes celulares, por ejemplo, respuestas DTH. Una molécula de unién
tiene secuencias VL y VH mostradas en las Figuras 8A-8D; la secuencia de aminoacidos de la regién VH de 9B11
también se muestra en la SEC ID N° 1; la secuencia de aminoacidos de la regién VL de 9B11 se muestra en la SEC
ID N° 2.

En un aspecto, se describen moléculas de unién a 9B11 y otras moléculas de unién con propiedades equivalentes a
9B11, tales como unién a hILT3 con alta afinidad y modulacion negativa de la activacion de células inmunes in vitro,
por ejemplo, modulacién negativa de respuestas aloinmunes; la producciéon de citoquinas inflamatorias por células
dendriticas, por ejemplo, células dendriticas derivadas de monocitos (MDDC); la regulacion positiva de moléculas
co-estimuladoras por DC, por ejemplo, MDDC; y/o el flujo de calcio en monocitos; y regulacién positiva de la
expresion de receptores inhibidores en células dendriticas, por ejemplo, células dendriticas inmaduras y
estimulacion de respuestas inmunes in vivo, tales como respuestas inmunes Thl. Por consiguiente, moléculas de
unién equivalentes por ejemplo, generan una sefial negativa en una célula mediante ILT3 o bloquean la generacion
de una sefial estimuladora mediante un receptor activador in vitro, mientras que son inmunoestimuladoras in vivo,
por ejemplo, secuestran o modulan negativamente ILT3 para evitar su asociacién con un receptor activador,
evitando de ese modo la modulacién negativa de una respuesta inmune.

Se describe adicionalmente una molécula de unién humana aislada con una regioén variable de cadena ligera (VL)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 2 y una region variable de cadena pesada (VH) que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 1. Se entendera que aunque algunas de las secuencias de
moléculas de unién descritas en este documento incluyen secuencias lider, una molécula de unién también puede
excluir la secuencia lider, que es opcional. Por ejemplo, en una realizacién, una molécula de unién de la invencién
comprende la secuencia de aminoacidos de la proteina madura mostrada en la SEC ID N° 1, por ejemplo, los
aminoécidos 20-135 de la SEC ID N° 1.
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En ciertas realizaciones de la invencioén, las moléculas de unién de la invenciéon comprenden una region constante
de cadena pesada, tal como una regidn constante de IgG1l, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgA, IgE, IgM o IgD. En una
realizacion, la regién constante de cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEC ID
N° 28, o la regién constante de cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEC ID N°
29.

Ademas, la molécula de unién puede comprender una regién constante de cadena ligera, sea una regiéon constante
de cadena ligera kappa o una regién constante de cadena ligera lambda. Preferiblemente, la molécula de unién
comprende una regién constante de cadena ligera kappa.

Descrita en este documento, la cadena VL comprende una secuencia lider y/o sefial, por ejemplo, los restos de
aminoacido 1-20 de la SEC ID N° 2, o la cadena VH comprende una secuencia lider y/o sefial, por ejemplo, los
restos de aminoéacido 1-19 de la SEC ID N°1, o una molécula de unién no comprende una secuencia lider y/o sefial.

En una realizacion, una molécula de unién de la invencion comprende una regién constante de cadena pesada
expuesta en la SEC ID N° 28. En una realizacién, una molécula de unién de la invencion comprende una regién
constante de cadena pesada expuesta en la SEC ID N° 29. En una realizacién, una molécula de unién de la
invencién comprende una regidn constante de cadena ligera expuesta en la SEC ID N° 30.

En otra realizacion, la invencion proporciona una molécula de union que tiene dominios CDR de VL relacionados con
9B11, por ejemplo, una molécula de unién que tiene una region variable de cadena ligera (VL) con dominios CDR
gue comprenden las secuencias de aminoacidos que consisten en las SEC ID N° 6, SECID N° 7,y SECID N° 8, y
una region variable de cadena pesada (VH) tiene al menos dos dominios CDR que comprenden una secuencia de
aminoéacidos seleccionada entre el grupo que consiste en las SEC ID N° 3, SEC ID N° 4, y SEC ID N° 5. En otra
realizacién mas, una region variable de cadena pesada (VH) tiene dominios CDR que comprenden las secuencias
de aminoacidos que consisten en las SEC ID N° 3, SEC ID N° 4, y SEC ID N° 5.

Una molécula de union puede derivatizarse o unirse a otra molécula funcional (por ejemplo, otro péptido o proteina).
Por consiguiente, las moléculas de union descritas incluyen formas derivatizadas y modificadas de otro modo de las
moléculas de union anti-ILT3 descritas en este documento, incluyendo moléculas de inmunoadhesion. Por ejemplo,
una molécula de unién puede unirse funcionalmente (por acoplamiento quimico, fusion genética, asociacion no
covalente o de otro modo) a una o0 mas entidades moleculares diferentes, tales como otra molécula de unién (por
ejemplo, para formar un anticuerpo biespecifico o un diacuerpo), un agente detectable, un agente citotéxico, un
agente farmacéutico, y/o una proteina o péptido que puede mediar la asociacion de la molécula de unién con otra
molécula (tal como una regién central de estreptavidina o una marca de polihistidina).

Un tipo de molécula de unién derivatizada se produce por entrecruzamiento de dos o mas moléculas de unién (del
mismo tipo o de diferentes tipos, por ejemplo, para crear anticuerpos biespecificos). Los agentes de
entrecruzamiento adecuados incluyen aquellos que son heterobifuncionales, que tienen dos grupos distintamente
reactivos separados por un espaciador apropiado (por ejemplo, éster de m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida) u
homobifuncionales (por ejemplo, suberato de disuccinimidilo). Dichos enlazadores estan disponibles en Pierce
Chemical Company, Rockford, IL.

Los agentes detectables utiles con que puede derivatizarse una molécula de uniéon de la invencién incluyen
compuestos fluorescentes. Agentes detectables fluorescentes ejemplares incluyen fluoresceina, isotiocianato de
fluoresceina, rodamina, cloruro de 5-dimetilamina-1-naptalenosulfonilo, ficoeritrina y similares. Una molécula de
unién también puede derivatizarse con enzimas detectables, tales como fosfatasa alcalina, peroxidasa de rabano
rusticano, glucosa oxidasa y similares. Cuando una molécula de unién se derivatiza con una enzima detectable, se
detecta afiadiendo reactivos adicionales que la enzima usa para producir un producto de reaccién detectable. Por
ejemplo, cuando estéa pres el agente detectable peroxidasa de rabano rusticano, la adicién de peroxido de hidrégeno
y diaminobenzidina conduce a un producto de reaccién coloreado, que es detectable. Una molécula de union
también puede derivatizarse con biotina, y detectarse a través de medicién indirecta de la unién de avidina o
estreptavidina.

I1l. Produccién de moléculas de unién

La presente invencion describe moléculas de unién que tienen especificidad por ILT3, por ejemplo, ILT3 humano,
Dichas moléculas de union pueden usarse en la formulacién de diversas composiciones terapéuticas de la invencion
o, preferiblemente, proporcionan regiones determinantes de complementariedad para la produccion de moléculas
humanizadas o quiméricas de unién (descritas en detalle a continuacién). La produccion de moléculas no humanas
de unién, por ejemplo, moléculas monoclonales de union, por ejemplo, anticuerpos monoclonales, por ejemplo,
murinos, de cobaya, primate, conejo o rata, puede realizarse por, por ejemplo, inmunizaciéon del animal con una
molécula de acido nucleico que codifica hILT3. Por ejemplo, pueden prepararse anticuerpos que se unen a ILT3
inmunizando animales con ILT3 o una parte del mismo o colocando el gen que codifica ILT3 humano en un vector de
expresion e inmunizando animales con el vector. También puede usarse un polipéptido mas largo que comprende
ILT3 o un fragmento inmunogénico de ILT3 o moléculas de unién anti-idiotipicas de ILT3. (Véase, por ejemplo,
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Harlow y Lane, supra). Dicho inmundégeno puede obtenerse de una fuente natural, por sintesis peptidica o por
expresion recombinante. Opcionalmente, el inmunédgeno puede administrarse fusionado o formado en complejo de
otra manera con una proteina vehiculo, como se describe a continuacién. Opcionalmente, el inmundgeno puede
administrarse con un adyuvante. El término "adyuvante" se refiere a un compuesto que aumenta, estimula, activa,
potencia, o0 modula positivamente la respuesta inmune a nivel celular o humoral. Los agentes clasicos (adyuvante de
Freund, BCG, Corynebacterium parvum, etc.) contienen antigenos bacterianos. Los adyuvantes pueden aumentar
una respuesta inmune mediante varios mecanismos incluyendo reclutamiento de linfocitos, estimulacion de células B
y/o T, y estimulacién de macrofagos. Pueden usarse varios tipos de adyuvante como se describe a continuacion. Los
adyuvantes alternativos incluyen, por ejemplo, Titermax de Hunter, Adyuvante Gerbu, y Adyuvantes de Ribi.

Tipicamente se usan conejos o0 cobayas para preparar moléculas policlonales de unién, por ejemplo, anticuerpos
policlonales. La preparacién ejemplar de moléculas policlonales de unién, por ejemplo, para proteccién pasiva,
puede realizarse del siguiente modo. Los animales se inmunizan con 100 pug de ILT3, mas adyuvante, y se sacrifican
a los 4-5 meses. Se recoge sangre y se separa la IgG de otros componentes sanguineos. Las moléculas de unién
especificas para el inmundgeno pueden purificarse parcialmente por cromatografia de afinidad. Se obtiene un
promedio de aproximadamente 0,5-1,0 mg de molécula de unién especifica de inmundgeno por animal, dando un
total de 60-120 mg.

Tipicamente se usan ratones para preparar moléculas monoclonales de unién. Los monoclonales pueden prepararse
contra un fragmento inyectando el fragmento o forma mas larga de ILT3 en un ratén, preparando hibridomas y
seleccionando los hibridomas para una molécula de unidon que se una especificamente a ILT3. Opcionalmente, las
moléculas de unién se seleccionan por su unién a una regién especifica o fragmento deseado de ILT3 sin union a
otros fragmentos no solapantes de ILT3. La Ultima seleccién puede realizarse determinando la union de una
molécula de unién a una colecciéon de mutantes de delecién de un péptido ILT3 y determinando los mutantes de
delecion que se unen a las moléculas de unién. La unién puede evaluarse, por ejemplo, por transferencia de
Western o ELISA. El fragmento mas pequefio que muestra unién especifica a las moléculas de union define el
epitopo de las moléculas de unién. Como alternativa, la especificidad de epitopo puede determinarse mediante un
ensayo de competicién en que una molécula de unién de ensayo y referencia compiten por la unién a ILT3. Si las
moléculas de unién de ensayo y referencia compiten, entonces se unen al mismo epitopo (0 epitopos
suficientemente proximales) de modo que la unién de una molécula de unién interfiere con la unién de la otra. El
isotipo preferido para dichas moléculas de unién es isotipo de ratén IgG2a o isotipo equivalente en otras especies. El
isotipo de ratén IgG2a es el equivalente del isotipo humano IgG1.

La presente invencion también destaca moléculas quiméricas y/o humanizadas de union (es decir, inmunoglobulinas
quiméricas y/o humanizadas) especificas para ILT3. Las moléculas quiméricas y/o humanizadas de union tienen la
misma o similar especificidad y afinidad de uniéon que una moléculas de unién de ratén u otra no humana que
proporciona el material de partida para la construccion de una molécula quimérica 0 humanizada de unién.

Una molécula quimérica de unién es una cuyos genes de cadena ligera y pesada se han construido, normalmente,
por ingenieria genética, a partir de segmentos génicos de inmunoglobulina que pertenecen a diferentes especies.
Por ejemplo, los segmentos variables (V) de los genes de una molécula monoclonal de unién de ratén puede unirse
a segmentos constantes (C) humanos, tales como IgG1 e IgG4. Se prefiere el isotipo humano IgG1. Una molécula
quimérica de union tipica es por tanto una proteina hibrida que consiste en el dominio V o de unién a antigeno de
una molécula de unién de raton y el dominio C o efector de una molécula de unién humana.

La expresion "molécula de union humanizada" se refiere a una molécula de uniéon que comprende al menos una
cadena que comprende restos flanqueantes de region variable sustancialmente de una cadena de molécula de unién
humana (mencionada como inmunoglobulina o molécula de unién aceptora) y al menos una region determinante de
complementariedad sustancialmente de una molécula de unién de ratén (mencionada como inmunoglobulina o
molécula de unién donante). Véase, Queen et al., Proc: Natl. Acad. Sci. USA 86:10029-10033 (1989), documento
US 5.530.101, documento US 5.585.089, documento US 5.693.761, documento US 5.693.762, Selick et al.,
documento WO 90/07861, y Winter, documento US 5.225.539. La region o regiones constantes, si estan presentes,
también son sustancial o completamente de una inmunoglobulina humana.

La sustitucién de las CDR de ratdén en una region flanqueante de dominio variable humano muy probablemente
provoque la retenciéon de su correcta orientacién espacial si la region flanqueante de dominio variable humano
adopta la misma o similar conformacién a la regién flanqueante variable de ratén de la cual se originaron las CDR.
Esto se consigue obteniendo los dominios variables humanos de moléculas de unién humanas cuyas secuencias
flanqueantes muestran un alto grado de identidad de secuencia con los dominios flanqueantes variables murinos de
los cuales se obtuvieron las CDR. Las regiones flanqueantes variables de cadena pesada y ligera pueden obtenerse
de la misma o diferentes secuencias de molécula de unién humana. Las secuencias de molécula de unién humana
pueden ser las secuencias de moléculas de unién humanas de origen natural o pueden ser secuencias consenso de
varias moléculas de unién humanas. Véase Kettleborough et al., Protein Engineering 4:773 (1991); Kolbinger et al.,
Protein Engineering 6:971 (1993) y Carter et al., documento WO 92/22653.
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Habiendo identificado las regiones determinantes de complementariedad de la inmunoglobulina donante murina y las
inmunoglobulinas aceptoras humanas apropiadas, la siguiente etapa es determinar qué restos, si los hay, de estos
componentes deben sustituirse para optimizar las propiedades de la molécula humanizada de union resultante. En
general, la sustitucion de restos de aminoacido humanos con murinos se minimiza preferiblemente, porque la
introduccion de restos murinos aumenta el riesgo de que la molécula de union provoque una respuesta humana anti-
anticuerpo de ratén (HAMA) en seres humanos. Pueden realizarse métodos reconocidos en la técnica para
determinar la respuesta inmune para controlar una respuesta HAMA en un paciente particular o durante ensayos
clinicos. A los pacientes a los que se les han administrado moléculas humanizadas de union se les puede
proporcionar una evaluacién inmunoldgica al inicio y durante toda la administracion de dicha terapia. La respuesta
HAMA se mide, por ejemplo, detectando anticuerpos contra el reactivo terapéutico humanizado, en muestras de
suero del paciente usando un método conocido para los especialistas en la técnica, incluyendo tecnologia de
resonancia de plasmén superficial (BIACORE) y/o analisis ELISA en fase sdlida.

Se seleccionan ciertos aminoacidos de los restos flanqueantes de region variable humana para sustitucién
basandose en su posible influencia sobre la conformacion de CDR y/o unién a antigeno. La yuxtaposicion no natural
de regiones CDR murinas con region flanqueante variable humana puede provocar restricciones conformacionales
no naturales que, salvo que se corrijan por sustitucion de ciertos restos de aminoacido, conduce a pérdida de
afinidad de union.

La seleccion de restos de aminoacido para sustitucion puede determinarse, en parte, por modelado informatico. En
general, se producen modelos moleculares partiendo de estructuras resueltas para cadenas de inmunoglobulina o
dominios de las mismas. Las cadenas o modelar se comparan para la similitud de secuencia de aminoacidos con
cadenas o dominios de estructuras tridimensionales resueltas, y las cadenas o dominios que muestran la mayor
similitud de secuencia se seleccionan como puntos de partida para la construccion del modelo molecular. Las
cadenas o dominios que comparten al menos un 50 % de identidad de secuencia se seleccionan para modelado, y
preferiblemente se seleccionan aquellos que comparten al menos el 60 %, 70 %, 80 %, 90 % de identidad de
secuencia 0 mas para el modelado. Las estructuras de partida resueltas se modifican para permitir diferencias entre
los aminoacidos reales en las cadenas o dominios de inmunoglobulina que se estan modelando, y aquellos en la
estructura de partida. Las estructuras modificadas después se ensamblan en una inmunoglobulina compuesta.
Finalmente, el modelo se refina por minimizacion de energia y verificando que todos los atomos estan dentro de
distancias apropiadas entre si y que las longitudes y angulos de enlace estan dentro de limites quimicamente
aceptables.

La seleccion de restos de aminoacido para sustitucion también puede determinarse, en parte, examinando las
caracteristicas de los aminoacidos en localizaciones particulares, u observacion empirica de los efectos de
sustitucion o mutagénesis de aminoacidos particulares. Por ejemplo, cuando un aminoéacido difiere entre un resto
flanqueante de region variable murina y un resto flanqueante de region variable humana seleccionado, el aminoacido
flanqueante humano debe habitualmente sustituirse por el aminoacido flanqueante equivalente de la molécula de
unién de ratén cuando se espere razonablemente que el aminoacido: (1) se una no covalentemente al antigeno
directamente, (2) esté adyacente a una region CDR, (3) interaccione de otro modo con una regién CDR (por
ejemplo, esté en aproximadamente 3-6 A de una regién CDR determinada por modelado informatico), o (4) participe
en la superficie de contacto VL-VH.

Los restos que "se unen no covalentemente al antigeno directamente” incluyen aminoacidos en posiciones en
regiones flanqueantes que tienen una buena probabilidad de interaccionar directamente con aminoéacidos en el
antigeno de acuerdo con fuerzas quimicas establecidas, por ejemplo, por enlaces de hidrégeno, fuerzas de Van der
Waals, interacciones hidréfobas, y similares.

Las CDR y regiones flanqueantes son como se define por Kabat et al. o Chotia et al., supra. Cuando los restos
flanqueantes, definidos por Kabat et al., supra, constituyen restos de bucle estructural como se define por Chotia et
al., supra, los aminoéacidos presentes en la molécula de union de ratdn pueden seleccionarse para sustitucion en la
molécula humanizada de unién. Los restos que estan "adyacentes a una region CDR" incluyen restos de aminoacido
en posiciones inmediatamente adyacentes a una o mas de las CDR en la secuencia primaria de la cadena de
inmunoglobulina humanizada, por ejemplo, en posiciones inmediatamente adyacentes a una CDR como se define
por Kabat, o una CDR como se define por Chotia (véase por ejemplo, Chotia y Lesk JMB 196:901 (1987)). Estos
aminoacidos particularmente tienen probabilidad de interaccionar con los aminoacidos en las CDR vy, si se eligen del
aceptor, de distorsionas las CDR donantes y reducir la afinidad. Ademas, los aminoacidos adyacentes pueden
interaccionar directamente con el antigeno (Amit et al., Science, 233:747 (1986)) y puede ser deseable seleccionar
estos aminoéacidos del donante para mantener todos los contactos del antigeno que proporcionan afinidad en la
molécula de unién original.

Los restos que "interaccionan de otro modo con una regién CDR" incluyen aquellos que determinados por analisis de
estructura secundaria estan en una orientacion espacial suficiente para lograr una region CDR. En una realizacion,
los restos que "interaccionan de otro modo con una regién CDR" se identifican analizando un modelo tridimensional
de la inmunoglobulina donante (por ejemplo, un modelo generado por ordenador). Un modelo tridimensional,
normalmente de la molécula de unién donante original, muestra que ciertos aminoacidos fuera de las CDR estan
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cerca de las CDR vy tienen una buena probabilidad de interaccionar con aminoacidos en las CDR por enlaces de
hidrégeno, fuerzas de Van der Waals, interacciones hidréfobas, etc. En esas posiciones de aminoacido, puede
seleccionarse el aminoacido de inmunoglobulina donante en lugar del aminoacido de inmunoglobulina. Los
aminoacidos de acuerdo con este criterio generalmente tendran un atomo de cadena lateral en aproximadamente 3
A de algin atomo en las CDR y deben contener un atomo que podria interaccionar con los atomos de las CDR de
acuerdo con fuerzas quimicas establecidas, tales como las enumeradas anteriormente.

En el caso de atomos que pueden formar un enlace de hidrégeno, los 3 A se miden entre sus nucleos, pero para
atomos que no forman un enlace, los 3 A se miden entre sus superficies de Van der Waals. Por tanto, en el tltimo
caso, los nicleos deben estar en aproximadamente 6 A (3 A mas la suma de los radios de Van der Waals) para que
los 4&tomos se consideren capaces de interaccionar. En muchos casos los ntcleos estaran de 4 0 5 a 6 A separados.
En la determinacién de si un aminoacido puede interaccionar con las CDR, se prefiere no considerar los ultimos 8
aminoacidos de la CDR2 de cadena pesada como parte de las CDR, porque desde un punto de vista estructural,
estos 8 aminoacidos se comportan mas como parte de la regién flanqueante.

Los aminoacidos que son capaces de interaccionar con aminoacidos en las CDR, pueden identificarse de otra forma
mas. El area superficial accesible a disolvente de cada aminoacido flanqueante se calcula de dos formas: (1) en la
molécula de unidn intacta, y (2) en una molécula hipotética que consiste en la molécula de unién con sus CDR
eliminadas. Una diferencia significativa entre estos niimeros de aproximadamente 10 angstrom cuadrados o mas
muestra que el acceso del aminoéacido flanqueante al disolvente esta al menos parcialmente bloqueado por las CDR,
y por lo tanto que el aminoacido esta haciendo contacto con las CDR. El area superficial accesible a disolvente de
un aminoacido puede calcularse basandose en un modelo tridimensional de una molécula de unién, usando
algoritmos conocidos en la técnica (por ejemplo, Connolly, J. Appl. Cryst. 16:548 (1983) y Lee y Richards, J. Mol.
Biol. 55:379 (1971)). Los aminoécidos flanqueantes también pueden interaccionar ocasionalmente con las CDR
indirectamente, afectando a la conformacién de otro aminoacido flanqueante que a su vez contacta con las CDR.

Se sabe que los aminoacidos en varias posiciones en la region flanqueante son capaces de interaccionar con las
CDR en muchas moléculas de unién (Chotia y Lesk, supra, Chotia et al., supra y Tramontano et al., J. Mol. Biol.
215:175 (1990)). De forma notable, se sabe que los aminoacidos en las posiciones 2, 48, 64 y 71 de la cadena ligera
y 26-30, 71 y 94 de la cadena pesada (numeracion de acuerdo con Kabat) son capaces de interaccionar con las
CDR en muchas moléculas de unién. Los aminoacidos en las posiciones 35 en la cadena ligera 'y 93 y 103 en la
cadena pesada también tienen probabilidad de interaccionar con las CDR. En todas estas posiciones numeradas, se
prefiere la eleccion del aminoacido donante en lugar del aminoacido aceptor (cuando difieren) a estar en la
inmunoglobulina humanizada. Por otro lado, a veces pueden elegirse ciertos restos capaces de interaccionar con la
regién CDR, tales como los primeros 5 aminoacidos de la cadena ligera, de la inmunoglobulina aceptora sin pérdida
de afinidad en la molécula humanizada de unién.

Los restos que "participan en la superficie de contacto VL-VH" o "restos de relleno” incluyen aquellos restos en la
superficie de contacto entre VL y VH como se define, por ejemplo, por Novotny y Haber, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
82:4592-66 (1985) o Chotia et al, supra. Generalmente, deben retenerse restos de relleno inusuales en la molécula
humanizada de unién si difieren de los de las regiones flanqueantes humanas.

En general, se sustituye uno o mas de los aminoacidos que cumplen los criterios anteriores. Descrito en algunas
realizaciones, se sustituyen todos o la mayoria de los aminoacidos que cumplen los criterios anteriores.
Ocasionalmente, existe alguna ambigliedad acerca de si un aminoacido particular cumple los criterios anteriores, y
se producen inmunoglobulinas variantes alternativas, una de las cuales tiene esa sustitucion particular, la otra de las
cuales no. Pueden ensayarse inmunoglobulinas variantes alternativas asi producidas en cualquiera de los ensayos
descritos en este documento para la actividad deseada, y seleccionarse la inmunoglobulina preferida.

Habitualmente las regiones CDR en moléculas humanizadas de unién son sustancialmente idénticas, y mas
habitualmente, idénticas a las correspondientes regiones CDR de la molécula de unién donante. Aunque no es
habitualmente deseable, a veces es posible hacer una o0 mas sustituciones conservativas de aminoacidos de los
restos de las CDR sin afectar de forma apreciable la afinidad de unién de la molécula humanizada de unién
resultante. Por sustituciones conservativas se entiende combinaciones tales como gly, ala; val, ile, leu; asp, glu; asn,
gln; ser, thr; lys, arg; y phe, tyr.

Candidatos adicionales para sustitucion son aminoacidos flanqueantes humanos aceptores que son inusuales o
"raros" para una inmunoglobulina humana en esa posicion. Estos aminoacidos pueden sustituirse con aminoacidos
de la posicion equivalente de la molécula de uniéon donante de ratén o de las posiciones equivalentes de
inmunoglobulinas humanas mas tipicas. Por ejemplo, puede ser deseable una sustitucién cuando el aminoacido en
una region flanqueante humana de la inmunoglobulina aceptora es raro para esa posiciéon y el correspondiente
aminoacido en la inmunoglobulina donante es comun para esa posicién en secuencias de inmunoglobulina humana;
o cuando el aminoacido en la inmunoglobulina aceptora es raro para esa posicion y el correspondiente aminoacido
en la inmunoglobulina donante también es raro, respecto a otras secuencias humanas. Este criterio ayuda a
asegurar que un aminoacido atipico en la region flanqueante humana no altere la estructura de la molécula de unién.
Ademas, remplazando un aminoacido aceptor humano inusual con un aminoacido de la molécula de unién donante

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2547463 T3

que resulta ser tipico para moléculas de unién humanas, la molécula humanizada de unién puede hacerse menos
inmunogénica.

El término "raro", como se usa en este documento, indica un aminoacido que existe en esa posicion en menos del 20
% pero habitualmente menos de aproximadamente el 10 % de secuencias en una muestra representativa de
secuencias, y el término "comun”, como se usa en este documento, indica un aminoacido que existe en mas de
aproximadamente el 25 % pero habitualmente mas de aproximadamente el 50 % de secuencias en una muestra
representativa. Por ejemplo, todas las secuencias de region variable de cadena ligera y pesada humana estan are
respectivamente agrupadas en "subgrupos" de secuencias que son especialmente homologas entre si y tienen los
mismos aminodcidos en ciertas posiciones criticas (Kabat et al., supra). Cuando se decide si un aminoacido en una
secuencia aceptora humana es "raro" o "comin" entre secuencias humanas, a menudo sera preferible considerar
solamente aquellas secuencias humanas en el mismo subgrupo que la secuencia aceptora.

Candidatos adicionales para sustitucién son aminoacidos flanqueantes humanos aceptores que se identificarian
como parte de una regiéon CDR en la definicion alternativa propuesta por Chotia et al., supra. Candidatos adicionales
para sustitucién son aminoacidos flanqueantes humanos aceptores que se identificarian como parte de una region
CDR en las definiciones de AbM y/o contacto. De forma notable, la CDR1 en la cadena pesada variable se define
como incluyendo los restos 26-32.

Candidatos adicionales para sustitucion son restos flanqueantes aceptores que corresponden a un resto flanqueante
donante raro o inusual. Los restos flanqueantes donantes raros o inusuales son aquellos que son raros o inusuales
(como se define en este documento) para moléculas de unién murinas en esa posicion. Para moléculas de unién
murinas, el subgrupo puede determinarse de acuerdo con Kabat y las posiciones de restos identificadas que difieren
del consenso. Estas diferencias especificas de donante pueden apuntar a mutaciones somaticas en la secuencia
murina que potencian la actividad. Los restos inusuales que se predice que afectaran a la unién se retienen,
mientras que los restos que se predice que seran no importantes para la unién pueden sustituirse.

Candidatos adicionales para sustitucion son restos no de la linea germinal que existen en una region flanqueante
aceptora. Por ejemplo, cuando se alinea una cadena de molécula de unién aceptora (es decir, una cadena de
molécula de unién humana que comparte una identidad de secuencia significativa con la cadena de molécula de
unién donante) con una cadena de molécula de unién de la linea germinal (que comparte asimismo una identidad de
secuencia significativa con la cadena donante), los restos que no coinciden entre la regiéon flanqueante de cadena
aceptora y la region flanqueante de cadena de la linea germinal pueden sustituirse con restos correspondientes de la
secuencia de la linea germinal.

Diferente a las sustituciones de aminoacidos especificos analizadas anteriormente, las regiones flanqueantes de
moléculas humanizadas de unién habitualmente son sustancialmente idénticas, y mas habitualmente, idénticas a las
regiones flanqueantes de las moléculas de uniéon humanas de las que se obtuvieron. Por supuesto, muchos de los
aminoacidos en la regién flanqueante hace poco o ninguna contribucion directa a la especificidad o afinidad de una
molécula de unién. Por tanto, pueden tolerarse muchas sustituciones conservativas individuales de restos
flanqueantes sin cambio apreciable de la especificidad o afinidad de la molécula humanizada de union resultante.
Por tanto, en una realizacion la region flanqueante variable de la molécula humanizada de unién comparte al menos
un 85 % de identidad de secuencia con una secuencia de regién flanqueante variable humana o consenso de dichas
secuencias. En otra realizacion, la regiéon flanqueante variable de la molécula humanizada de uniéon comparte al
menos un 90 %, preferiblemente un 95 %, mas preferiblemente un 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % de identidad de
secuencia con una secuencia de region flanqueante variable humana o consenso de dichas secuencias. En general,
sin embargo, dichas sustituciones son indeseables.

Las moléculas humanizadas de union preferiblemente muestran una afinidad de unién especifica por el antigeno de
al menos 107, 108 10° o 10%® M. Habitualmente el limite superior de afinidad de unién de las moléculas
humanizadas de union por el antigeno esta dentro de un factor de tres, cuatro o cinco el de la molécula de unién
donante. A menudo el limite inferior de afinidad de union esta también dentro de un factor de tres, cuatro o cinco el
de la molécula de unién donante. Como alternativa, la afinidad de union puede compararse a la de una molécula
humanizada de unién que no tiene sustituciones (por ejemplo, una molécula de unién que tiene CDR donantes y FR
aceptoras, pero no sustituciones de FR). En dichos casos, la union de la molécula de unién optimizada (con
sustituciones) es preferiblemente al menos dos a tres veces mayor, o tres a cuatro veces mayor, que la de la
molécula de unién sin sustituir. Para hacer comparaciones, la actividad de las diversas moléculas de unién puede
determinarse, por ejemplo, por BIACORE (es decir, resonancia de plasmén superficial usando reactivos no
marcados) o ensayos de unién competitiva.

Habiendo seleccionado conceptualmente los componentes CDR vy flanqueantes de las moléculas humanizadas de
union, esta disponible diversos métodos para producir dichas moléculas de union. A causa de la degeneracion del
cadigo, diversas secuencias de acido nucleico codificara cada secuencia de aminoacidos de molécula de unién. Las
secuencias de acido nucleico deseadas pueden producirse por sintesis de ADN en fase sélida de novo o por
mutagénesis por PCR de una variante previamente preparada del polinucleétido deseado. La mutagénesis mediada
por oligonucle6tido es un método preferido para preparar variantes de sustitucion, delecién e insercién de ADN del
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polipéptido diana. Véase Adelman et al., DNA 2:183 (1983). En resumen, el ADN del polipéptido diana se altera
hibridando un oligonucleétido que codifica la mutacion deseada con un molde de ADN monocatenario. Después de
la hibridacion, se usa una ADN polimerasa para sintetizar una segunda hebra complementaria completa del molde
que incorpora el cebador oligonucleotidico, y codifica la alteracién seleccionada en el ADN del polipéptido diana.

Los segmentos variables de moléculas de unién producidos como se ha descrito supra (por ejemplo, las regiones
variables de cadena pesada y ligera de moléculas de unién quiméricas, humanizadas, o humanas) se unen
normalmente a al menos una parte de una region constante de inmunoglobulina (Fc), normalmente la de una
inmunoglobulina humana. Pueden aislarse secuencias de ADN de regién constante humana de acuerdo con
procedimientos bien conocidos a partir de diversas células humanas, pero preferiblemente células B inmortalizadas
(véase Kabat et al., supra, y Liu et al.,, documento WO87/02671). Normalmente, la molécula de unién contendra
ambas regiones constantes de cadena ligera y cadena pesada. La region constante de cadena pesada
habitualmente incluye las regiones CH1, bisagra, CH2, CH3, y CH4. Las moléculas de union descritas en este
documento incluyen anticuerpos que tienen todos los tipos de regiones constantes, incluyendo IgM, 1gG, IgD, IgA e
IgE, y cualquier isotipo, incluyendo IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4. La eleccién de la regién constante depende, en parte, 0
de si se desea toxicidad mediada por el complemento y/o celular dependiente de la molécula de unién. Por ejemplo,
los isotipos 1gG1 e 1gG3 tienen actividad de complemento y los isotipos IgG2 e IgG4 no. Cuando se desea que la
molécula de union (por ejemplo, molécula humanizada de unién) muestre actividad citotéxica, el dominio constante
es habitualmente un dominio constante de fijacion del complemento y la clase es normalmente IgG1. Cuando dicha
actividad citotoxica no es deseable, el dominio constante puede ser, por ejemplo, de la clase IgG2. La eleccion del
isotipo también puede afectar al paso del anticuerpo al interior del cerebro. Se prefiere el isotipo humano IgG1. Las
regiones constantes de cadena ligera pueden ser lambda o kappa. La molécula humanizada de unién puede
comprender secuencias de mas de una clase o isotipo. Las moléculas de unién pueden expresarse como tetrameros
que contienen dos cadenas ligeras y dos pesadas, como cadenas pesadas y cadenas ligeras separadas, como Fab,
Fab' F(ab")2, y Fv, o como moléculas de unién de cadena sencilla en que los dominios variables de cadena pesada y
ligera estan unidos a través de un espaciador.

IV. Expresion de moléculas de unién

Una molécula de unién de la invencién puede prepararse por expresion recombinante de genes de cadena ligera y
pesada de inmunoglobulina en una célula hospedadora. Para expresar una molécula de unién de forma
recombinante, se transfecta una célula hospedadora con uno o mas vectores de expresion recombinante que portan
fragmentos de ADN que codifican las cadenas ligera y pesada de inmunoglobulina de la molécula de uniéon de modo
que las cadenas ligera y pesada se expresen en la célula hospedadora y, preferiblemente, se secreten en el medio
en que se cultivan las células hospedadoras, medio del cual pueden recuperarse las moléculas de unién. Se usan
metodologias convencionales de ADN recombinante para obtener genes de cadena pesada y ligera de anticuerpo,
incorporar estos genes en vectores de expresion recombinante e introducir los vectores en células hospedadoras,
tales como los descritos en Sambrook, Fritsch y Maniatis (eds), Molecular Cloning; A Laboratory Manual, Segunda
Edicion, Cold Spring Harbor, N.Y., (1989), Ausubel, F.M. et al. (eds.) Current Protocols in Molecular Biology, Greene
Publishing Associates, (1989) y en la patente de Estados Unidos N° 4.816.397 de Boss et al.

Para expresar las moléculas de unién de la invencion, se insertan los ADN que codifican cadenas ligeras y pesadas
parciales o de longitud completa en vectores de expresién de modo que los genes estén unidos de forma funcional a
secuencias de control de la transcripcion y la traduccion. En este contexto, la expresion "unido de forma funcional”
pretende indicar que un gen de molécula de union estéa ligado en un vector de modo que las secuencias de control
de la transcripcion y la traduccion dentro del vector logren su funcién pretendida de regulacion de la transcripcion y
la traduccién del gen de molécula de unién. El vector de expresion y las secuencias de control de la expresion se
eligen para que sean compatibles con la célula hospedadora de expresion usada. El gen de cadena ligera de la
molécula de union y el gen de cadena pesada de la molécula de unién pueden insertarse en vectores diferentes o,
mas normalmente, ambos genes se insertan en el mismo vector de expresion. Los genes de la molécula de union se
insertan en el vector de expresién por métodos convencionales (por ejemplo, ligamiento de sitios de restriccion
complementarios en el fragmento o vector del gen de la molécula de unién, o ligamiento de extremos romos si no
hay sitios de restriccion presentes). Antes de la insercion de las secuencias de cadena ligera o pesada de la
molécula de unién, el vector de expresion ya puede portar secuencias de region constante de la molécula de unién.
Por ejemplo, un enfoque para convertir secuencia VH y VL en genes de molécula de union de longitud completa es
insertarlos en vectores de expresion que ya codifican regiones constantes de cadena pesada y de cadena ligera,
respectivamente, de modo que el segmento VH se una de forma funcional al segmento o segmentos CH dentro del
vector y el segmento VL se una de forma funcional al segmento CL dentro del vector. Ademas o como alternativa, el
vector de expresion recombinante puede codifican un péptido sefial que facilite la secrecion de la cadena de la
molécula de unién desde una célula hospedadora. El gen de la cadena de la molécula de unién puede clonarse en el
vector de modo que el péptido sefial se una en fase al extremo amino del gen de la cadena de la molécula de union.
El péptido sefial puede ser, por ejemplo, un péptido sefial de inmunoglobulina o un péptido sefial heterélogo (es
decir, un péptido sefial de una proteina no inmunoglobulina).

Ademas de los genes de cadena de la molécula de union, los vectores de expresién recombinante de la invencion
portan secuencias reguladoras que controlan la expresién de los genes de cadena de la molécula de unién en una
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célula hospedadora. La expresion "secuencia reguladora" pretende incluir promotores, potenciadores y otros
elementos de control de la expresion (por ejemplo, sefiales de poliadenilacién) que controlan la transcripcion o
traduccion de los genes de cadena de la molécula de unidn. Dichas secuencias reguladoras se describen, por
ejemplo, en Goeddel; Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA
(1990). Los especialistas en la técnica apreciaran que el disefio del vector de expresion, incluyendo la seleccién de
secuencias reguladoras puede depender de factores tales como la eleccién de la célula hospedadora a transformar,
el nivel deseado de expresién de proteina, etc. Las secuencia reguladoras preferidas para expresion en células
hospedadoras de mamifero incluyen elementos viricos que dirigen altos niveles de expresion de proteina en células
de mamifero, tales como promotores y/o potenciadores derivados de citomegalovirus (CMV) (tal como el
promotor/potenciador de CMV), virus 40 de simio (SV40) (tal como el promotor/potenciador de SV40), adenovirus,
(por ejemplo, el promotor tardio principal de adenovirus (AdMLP)) y polioma. Para una descripciéon adicional de
elementos reguladores de virus, y secuencias de los mismos, véase por ejemplo, la patente de Estados Unidos N°
5.168.062 de Stinski, la patente de Estados Unidos N° 4.510.245 de Bell et al. y la patente de Estados Unidos N°
4.968.615 de Schaffner et al.

Ademas de los genes de cadena de la molécula de unién y las secuencia reguladoras, los vectores de expresion
recombinante de la invenciéon pueden portar secuencias adicionales, tales como secuencias que regulan la
replicacién del vector en células hospedadoras (por ejemplo, origenes de replicacion) y genes marcadores de
selecciéon. El gen marcador de seleccion facilita la seleccion de células hospedadoras en que el vector se ha
introducido (véanse por ejemplo, las patentes de Estados Unidos N° 4.399.216, 4.634.665 y 5.179.017, todas de
Axel et al.). Por ejemplo, normalmente el gen marcador de seleccién confiere resistencia a farmacos, tales como
G418, higromicina o metotrexato, en una célula hospedadora en que el vector se ha introducido. Los genes
marcadores de seleccion preferidos incluyen el gen de la dihidrofolato reductasa (DHFR) (para su uso en células
hospedadoras dhfr- con seleccién/amplificacién con metotrexato) y el gen neo (para seleccién con G418).

Para la expresion de las cadenas ligera y pesada, el o los vectores de expresion que codifican las cadenas pesada y
ligera de la molécula de union se introducen por transfeccién en una célula hospedadora por técnicas
convencionales. Las diversas formas del término "transfeccién” pretenden abarcar una amplia diversidad de técnicas
habitualmente usadas para la introduccién de ADN exdgeno en una célula hospedadora procariota o eucariota, por
ejemplo, electroporacion, precipitacion con fosfato célcico, transfeccion con DEAE-dextrano y similares. Es posible
expresar las moléculas de unién de la invencion en células hospedadoras procariotas o eucariotas, la expresion de
moléculas de unidn en células eucariotas, y mas preferiblemente células hospedadoras de mamifero, es la mas
preferida porque dichas células eucariotas, y en particular las células de mamifero, tienen mayor probabilidad que
las células procariotas de ensamblar y secretar una molécula de unidon apropiadamente plegada e
inmunolégicamente activa.

Habitualmente, los vectores de expresion contienen marcadores de seleccién (por ejemplo, resistencia a ampicilina,
resistencia a higromicina, resistencia a tetraciclina o resistencia a neomicina) para permitir la deteccion de aquellas
células transformadas con las secuencias deseadas de ADN (véase, por ejemplo, Itakura et al., patente de Estados
Unidos 4.704.362).

E. coli es un hospedador procariota particularmente Util para clonar los polinucleétidos (por ejemplo, secuencias de
ADN) de la presente invencion. Otros hospedadores microbianos adecuados para su uso incluyen bacilos, tales
como Bacillus subtilus, y otras enterobacteriaceae, tales como Salmonella, Serratia, y diversas especies de
Pseudomonas. En estos hospedadores procariotas, también pueden prepararse vectores de expresion, que
normalmente contendran secuencias de control de la expresion compatibles con la célula hospedadora (por ejemplo,
un origen de replicaciéon). Ademas, estara presente cualquier cantidad de diversos promotores bien conocidos, tales
como el sistema promotor de lactosa, un sistema promotor de triptéfano (trp), un sistema promotor de beta-
lactamasa, 0 un sistema promotor del fago lambda. Los promotores normalmente controlardn la expresion,
opcionalmente con una secuencia operadora, y tendran secuencias de sitio de union al ribosoma y similares, para
iniciar y completar la transcripcion y traduccion.

Otros microbios, tales como las levaduras, también son Utiles para la expresion. Saccharomyces es una levadura
hospedadora preferida, teniendo los vectores adecuados secuencias de control de la expresion (por ejemplo,
promotores), un origen de replicacion, secuencias de terminacion y similares segin se desee. Los promotores
tipicos incluyen de la 3-fosfoglicerato quinasa y otras enzimas glucoliticas. Los promotores inducibles de levadura
incluyen, entro otros, promotores de la alcohol deshidrogenasa, isocitocromo C, y enzimas responsables de la
utilizacién de maltosa y galactosa.

Ademas de microorganismos, también puede usarse cultivo celular de tejido de mamifero para expresar y producir
los polipéptidos de la presente invencion (por ejemplo, polinucleétidos que codifican moléculas de unién). Véase
Winnacker, From Genes to Clones, VCH Publishers, N.Y., N.Y. (1987). Las células eucariotas son realmente
preferidas, porque se han desarrollado varias lineas adecuadas de células hospedadora capaces de secretar
proteinas heterélogas (por ejemplo, moléculas de unién intactas) en la técnica, e incluyen lineas celulares CHO,
diversas lineas celulares Cos, células Hela, preferiblemente, lineas celulares de mieloma, o células B transformadas
o hibridomas. Preferiblemente, las células son no humanas. Los vectores de expresion para estas células pueden
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incluir secuencias de control de la expresion, tales como un origen de replicaciéon, un promotor, y un potenciador
(Queen et al., Immunol. Rev. 89:49 (1986)), y sitios necesarios de procesamiento de informacion, tales como sitios
de unidn al ribosoma, sitios de corte y ayuste del ARN, sitios de poliadenilacion, y secuencias terminadoras de la
transcripcion. Las secuencias preferidas de control de la expresidon son promotores derivados de genes de
inmunoglobulina, SV40, adenovirus, virus del papiloma bovino, citomegalovirus y similares. Véase Co et al., J.
Immunol. 148:1149 (1992).

Como alternativa, pueden incorporarse secuencias codificantes de la molécula de unién en transgenes para su
introduccion en el genoma de un animal transgénico y su posterior expresion en la leche del animal transgénico
(véase, por ejemplo, Deboer et al., documento US 5.741.957, Rosen, documento US 5.304.489, y Meade et al.,
documento US 5.849.992). Los transgenes adecuados incluyen secuencias codificantes para cadenas ligeras y/o
pesadas en union funcional con un promotor y potenciador de un gen especifico de la glandula mamaria, tal como
caseina o beta lactoglobulina.

Las células hospedadoras de mamifero preferidas para expresar las moléculas recombinantes de union de la
invencioén incluyen células de ovario de hamster chino (células CHO) (incluyendo células CHO dhfr-, descritas en
Urlaub y Chasin, (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216-4220, usadas con un marcador de seleccion DHFR, por
ejemplo, como se describe en R.J. Kaufman y P.A. Sharp (1982) Mod. Biol. 159:601-621), células de mieloma NSO,
células COS y células SP2. Cuando se introducen vectores de expresion recombinante que codifican genes de la
molécula de unién en células hospedadoras de mamifero, las moléculas de unién se producen cultivando las células
hospedadoras durante un periodo de tiempo suficiente para permitir la expresion de la molécula de unién en las
células hospedadoras o, mas preferiblemente, la secrecion de la molécula de unién en el medio de cultivo en que las
células hospedadoras han crecido. Las moléculas de union pueden recuperarse del medio de cultivo usando
métodos convencionales de purificacion de proteinas.

Los vectores que contienen las secuencias polinucleotidicas de interés (por ejemplo, las secuencias que codifican la
molécula de unién y secuencias de control de la expresion) pueden transferirse a la célula hospedadora por métodos
bien conocidos, que varian dependiendo del tipo de hospedador celular. Por ejemplo, la transfeccion con cloruro
célcico se utiliza cominmente para células procariotas, mientras que el tratamiento con fosfato calcico, la
electroporacion, la lipofeccion, la biolistica o la transfeccion basada en virus pueden usarse para otros hospedadores
celulares. (Véase en lineas generales Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor
Press, 22 ed., 1989). Otros métodos usados para transformar células de mamifero incluyen el uso de polibreno,
fusién de protoplastos, liposomas, electroporacion, y microinyeccion (véase en lineas generales, Sambrook et al.,
supra).

Cuando se clonan las cadenas pesada y ligera en vectores de expresion diferentes, los vectores se co-transfectan
para obtener la expresion y ensamblaje de moléculas de unién intactas. Una vez expresada, la molécula de unién
completa, sus dimeros, cadenas ligera y pesada individuales, u otras formas de inmunoglobulina de la presente
invencion pueden purificarse de acuerdo con procedimientos convencionales de la técnica, incluyendo precipitacion
con sulfato de amonio, columnas de afinidad, cromatografia en columna, purificacién por HPLC, electroforesis en gel
y similares (véase en lineas generales Scopes, Protein Purification (Springer-Verlag, N.Y., (1982)). Se prefieren
moléculas de unién sustancialmente puras de al menos aproximadamente el 90 al 95 % de homogeneidad, y son
mas preferidas del 98 al 99 % o mas de homogeneidad, para usos farmacéuticos.

Las células hospedadoras también pueden usarse para producir partes de moléculas de unién intactas, tales como
fragmentos Fab o moléculas scFv. Puede ser deseable transfectar una célula hospedadora con ADN codificante de
la cadena ligera o la cadena pesada (pero no ambas) de una molécula de union descrita. También puede usarse la
tecnologia de ADN recombinante para retirar algo, o todo el ADN codificante de cualquiera de las cadenas ligera y
pesada o ambas que no es necesario para la unién a ILT3. Las moléculas expresadas a partir de dichas moléculas
truncadas de ADN también estan abarcadas por las moléculas de union de la invencion. Ademas, pueden producirse
moléculas bifuncionales de unién en que una cadena pesada y una ligera son una molécula de unién descrita y la
otra cadena pesada y ligera son especificas para un antigeno diferente a ILT3 por entrecruzamiento de una
molécula de unién descrita con una segunda molécula de unién por métodos convencionales de reticulacion
quimica.

En vista de lo anterior, otro aspecto de la invencion se refiere a composiciones de acido nucleico, vector y célula
hospedadora que pueden usarse para la expresidon recombinante de las moléculas de unién de la invencion. La
secuencia de nucledtidos que codifica la region variable de cadena ligera de 9B11 se muestra en la Figura 6 y la
SEC ID N° 10. El dominio CDR1 de la VL abarca los nucleétidos 130-162, el dominio CDR2 abarca los nucleétidos
208-228, y el dominio CDR3 abarca los nucle6tidos 325-351 de la SEC ID N° 10. La secuencia de nucledtidos que
codifica la region variable de cadena pesada de 9B11 también se muestra en la Figura 6 y la SEC ID N° 9. El
dominio CDR1 de la VH abarca los nuclettidos 133-162, el dominio CDR2 abarca los nucleétidos 205-255, y el
dominio CDR3 abarca los nucle6tidos 352-372 de la SEC ID N° 9. Los especialistas en la técnica apreciaran que las
secuencias de nucleétidos que codifican la molécula de unién relacionada con 9B11 pueden obtenerse de las
secuencias de nucledtidos que codifican la VL y VH de 9B11 usando el cédigo genético y técnicas convencionales
de biologia molecular.
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Una descripcion proporciona acidos nucleicos aislados que codifican un dominio CDR relacionado con 9B11, por
ejemplo, que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste en: SEC ID N° 3,
SECID N°4, SECIDN°5, SECIDN°6, SECIDN°7,y SEC ID N° 8.

Se describe un acido nucleico aislado que codifica una regién variable de cadena ligera de la molécula de unién que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 2, aunque los especialistas en la técnica apreciaran que
debido a la degeneracion del cédigo genético, otras secuencias de nucledtidos pueden codificar la secuencia de
aminoéacidos de la SEC ID N° 2. El acido nucleico puede codificar solamente la LCVR o también puede codificar una
regién constante de cadena ligera de la molécula de unién, unida de forma funcional a la LCVR. Este acido nucleico
puede estar en un vector de expresion recombinante.

Se describe un acido nucleico aislado que codifica una regién variable de cadena pesada de la molécula de unién
gue comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 1, aunque los especialistas en la técnica apreciaran
gue debido a la degeneracion del cddigo genético, otras secuencias de nucledtidos pueden codifican la secuencia de
aminoacidos de la SEC ID N° 1. El acido nucleico puede codificar solamente la VH o puede codificar también una
regién constante de cadena pesada, unida de forma funcional a la VH. Por ejemplo, el acido nucleico puede
comprender una region constante de IgG1l o IgG2. Este acido nucleico puede estar en un vector de expresion
recombinante.

La invencion también proporciona vectores de expresion recombinante que codifican una cadena pesada de la
molécula de union y/o una cadena ligera de la molécula de unién. Por ejemplo, en una realizacién, la invencion
describe un vector de expresion recombinante que codifica:

a) una cadena ligera de la molécula de unién que tiene una region variable que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEC ID N° 2; y

b) una cadena pesada de la molécula de unién que tiene una region variable que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEC ID N° 1.

La invencion también proporciona células hospedadoras en que se ha introducido uno o mas de los vectores de
expresion recombinante de la invencion. Preferiblemente, la célula hospedadora es una célula hospedadora de
mamifero.

Mas adicionalmente la invencion proporciona un método para sintetizar una molécula de unién recombinante de la
invencion cultivando una célula hospedadora de la invencion en un medio de cultivo adecuado hasta que se sintetice
una molécula de unién recombinante de la invencion. El método describe adicionalmente aislar la molécula de union
recombinante del medio de cultivo.

V. Usos de las moléculas de unién de la invencion

Dada su capacidad de unirse a ILT3, las moléculas de unién de la invencién pueden usarse para detectar ILT3 (por
ejemplo, en una muestra biolégica, tal como suero o plasma), usando un inmunoensayo convencional, tal como un
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), un radioinmunoensayo (RIA) o inmunohistoquimica tisular. La
invencion describe un método para detectar hILT3 en una muestra biolégica que comprende poner en contacto una
muestra biolégica con una molécula de union de la invencién y detectar la molécula de unién unida a hILT3 o la
molécula de unién no unida, para detectar de ese modo hILT3 en la muestra biolégica. La molécula de unién esta
marcada directa o indirectamente con una sustancia detectable para facilitar la deteccion de la molécula de unién
unida o no unida. Las sustancias detectables adecuadas incluyen diversas enzimas, grupos prostéticos, materiales
fluorescentes, materiales luminiscentes y materiales radiactivos. Ejemplos de enzimas adecuadas incluyen
peroxidasa de rabano rusticano, fosfatasa alcalina, -galactosidasa, o acetilcolinesterasa; ejemplos de complejos
adecuados de grupo prostético incluyen estreptavidina/biotina y avidina/biotina; ejemplos de materiales fluorescentes
adecuados incluyen umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina, diclorotriazinilamina
fluoresceina, cloruro de dansilo o ficoeritrina; un ejemplo de un material luminiscente incluye luminol; y ejemplos de
material radiactivo adecuado incluyen 25|, 131|, 355 o 3H.

Alternativo al marcaje de la molécula de unién, puede ensayarse hILT3 en fluidos bioldgicos mediante un
inmunensayo de competicion utilizando patrones de ILT3 marcados con una sustancia detectable y una molécula de
unién anti-hILT3 no marcada. En este ensayo, la muestra bioldgica, los patrones marcados de ILT3 y la molécula de
union anti-hILT3 se combinan y se determina la cantidad de patron marcado de ILT3 unido a la molécula de unién no
marcada. La cantidad de hILT3 en la muestra bioloégica es inversamente proporcional a la cantidad de patrén
marcado de ILT3 unido a la molécula de unién anti-hILT3.

También puede usarse una molécula de union anti-ILT3 de la invencion para detectar ILT3 de especies diferentes a
seres humanos, en particular ILT3 de primates (por ejemplo, chimpancé, babuino, titi, cynomolgus y rhesus).
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Métodos para modular negativamente respuestas inmunes in vitro e in vivo

Como se describe en los ejemplos adjuntos, las moléculas de unién de la invencion pueden usarse como
composiciones inmunoinhibidoras in vitro para inhibir la activacién de células inmunes, tales como una respuesta
aloinmune (por ejemplo, una MLC), por células. Las células se tratan con una molécula de unién a ILT-3 in vitro, por
ejemplo, durante uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete dias, por ejemplo, para reducir su estado de activacién
antes de su infusion en un sujeto.

Por consiguiente, en una realizacion, la invencion proporciona un método para modular, por ejemplo, modular
negativamente, la activacion de células inmunes, por ejemplo, una respuesta aloinmune, in vitro. En otra realizacion,
la invencion proporciona un método para modular negativamente la activacién de células inmunes in vivo que
comprende introducir células tratadas in vitro con una molécula de unién a ILT-3 en un sujeto. La modulacién de una
respuesta aloinmune puede ensayarse usando técnicas reconocidas en la técnica, por ejemplo, midiendo la
capacidad de la molécula de unién de modular la actividad proliferativa de células T, por ejemplo, en una reaccién de
linfocitos mixtos.

Las moléculas de unién de la invencion también pueden usarse para modular negativamente la producciéon de
citoquinas inflamatorias, por ejemplo, IL12p40, IL12p70, y TNFa, por DC, por ejemplo, MDDC, in vitro, por ejemplo,
antes de su introduccién en un sujeto. La modulacién negativa de la produccién de citoquinas inflamatorias por DC
puede ensayarse, por ejemplo, por ELISA.

En otra realizacion, las moléculas de unién de la invencion también pueden usarse para modular negativamente la
regulacion positiva de moléculas co-estimuladoras, por ejemplo, CD86, CD80, CD83, y HLA-DR, por DC, por
ejemplo, MDDC, in vitro, por ejemplo, antes de su introduccidn en un sujeto. La modulacion negativa de la regulacién
positiva de moléculas co-estimuladoras por DC puede ensayarse, por ejemplo, por analisis FACS.

Las moléculas de union de la invencion también pueden usarse para modular negativamente el flujo de calcio en
monaocitos in vitro, por ejemplo, antes de su introduccién en un sujeto. El flujo de calcio en monocitos puede medirse,
por ejemplo, por analisis FACS o por espectrofotometria de luminiscencia con quelacion de calcio. Véase, por
ejemplo, Rabin, et al. (1999) J Immunol.162:3840-3850, Youn, B. S., et al. (1998) Blood 91:3118, y Youn, B.S., et al.
(2997) J. Immunol. 159:5201.

En una realizacion, las moléculas de unién de la invenciéon pueden usarse para regular positivamente la expresion
de receptores inhibidores en una célula, tal como una célula dendritica, por ejemplo, una célula dendritica inmadura.
Los receptores inhibidores ejemplares cuya expresion esta regulada positivamente por las moléculas de unién de la
invencion incluyen, aunque sin limitacién, CD200R, CD40L e IDO (indolamina).

En un aspecto, la invencién describe un agente de unién a ILT-3 para su uso en un método para prevenir en un
sujeto, una enfermedad o afeccién asociada con activacion indeseada de células inmunes que comprende tratar las
células in vitro con un agente de unién a ILT-3 e introducirlas en un sujeto compatible o reintroducirlas en el mismo
sujeto. Los sujetos en riesgo de una enfermedad que se beneficiaria del tratamiento con los agentes o métodos
reivindicados pueden identificarse, por ejemplo, por cualquiera de o una combinacién de ensayos de diagnostico o
pronostico conocidos en la técnica. La administraciéon de un agente profilactico puede suceder antes de la
manifestacion de sintomas asociados con una respuesta inmune indeseada o menos que deseable.

Las enfermedades o afecciones patoldgicas que se beneficiarian de la modulacion negativa de la actividad de ILT3
en APC, por ejemplo, monocitos, macroéfagos, y DC, por ejemplo, MDDC, incluyen situaciones de trasplante de
tejidos, piel y 6rganos o enfermedad de injerto contra hospedador (GVHD). Por ejemplo, el bloqueo de la activacion
de células inmunes provoca destruccion tisular reducida en trasplante de tejido. Tipicamente, en trasplantes de
tejido, el rechazo del trasplante se inicia a través de su reconocimiento como foraneo por células inmunes, seguido
de una reaccién inmune que destruye el trasplante. Las células tratadas in vitro con una molécula de union anti-ILT3
pueden administrarse solas o junto con otro agente que modula negativamente fia activacién de células inmunes,
antes de o en el momento del trasplante para reducir la activacion de células inmunes contra el trasplante (por
ejemplo, terapia hormonal, inmunoterapia, por ejemplo, terapia inmunosupresora, antibiéticos, e inmunoglobulina).
Generalmente, se prefiere la administracion de productos de un origen de especie o reactividad de especie (en el
caso de moléculas de union) que es la misma especie que la del paciente. También puede ser deseable bloquear la
funcién co-estimuladora de otros polipéptidos. Por ejemplo, puede ser deseable bloquear la funcion de B7-1, B7-2, o
B7-1y B7-2 administrando una forma soluble de una combinacién de péptidos que tienen una actividad de cada uno
de estos antigenos, anticuerpos de bloqueo contra estos antigenos o moléculas pequefias de bloqueo (por separado
0 juntos en una Unica composicion) antes de o en el momento del trasplante. Otros agentes de modulacion negativa
que pueden usarse en relacion con los métodos de modulacién negativa de la invencion incluyen, por ejemplo,
agentes que transmiten una sefial inhibidora mediante CTLA4, formas solubles de CTLA4, anticuerpos que activan
una sefial inhibidora mediante CTLA4, anticuerpos de blogueo contra otros marcadores de células inmunes o formas
solubles de otros pares receptor-ligando (por ejemplo, agentes que alteran la interaccion entre CD40 y el ligando de
CD40 (por ejemplo, anticuerpos anti-ligando de CD40)), anticuerpos contra citoquinas, o farmacos
inmunosupresores.
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Ademas, la modulacién de ILT3, y/o la inhibicidon de sefiales co-estimuladoras, y/o la regulacion positiva de otros
receptores inhibidores, también puede ser suficiente para anergizar las células inmunes, induciendo de ese modo
tolerancia en un sujeto. La induccién de tolerancia a largo plazo mediante la modulacién de ILT3 puede evitar la
necesidad de administracion repetida de estos reactivos de bloqueo.

Por consiguiente, la molécula de union de la invencion puede usarse para tratar a un sujeto que sufre un trastorno,
poniendo en contacto una célula de un sujeto con una molécula de unién de la invencién de modo que se module
negativamente una respuesta inmune. Preferiblemente, el sujeto es un sujeto humano. Como alternativa, el sujeto
puede ser un mamifero que expresa ILT3 con que puede reaccionar de forma cruzada una molécula de union de la
invencion.

Métodos para modular positivamente respuestas inmunes in vivo

Como se describe en los ejemplos adjuntos, las moléculas de unién de la invencion pueden usarse como
composiciones inmunoestimuladoras, por ejemplo, solas 0 como parte de una vacuna, para promover la activacion
de células B, y/o células T, por ejemplo, la activacién de células Thl o Th2, en un sujeto. Es decir, las moléculas de
unién de la invencién pueden servir como adyuvantes usados en combinacidon con un antigeno de interés para
potenciar una respuesta inmune contra ese antigeno de interés in vivo. Por ejemplo, para estimular una respuesta
inmune de anticuerpos o celular contra un antigeno de interés (por ejemplo, con fines de vacunacion), el antigeno y
las moléculas de union de la invencién pueden co-administrarse (por ejemplo, co-administrase a la misma vez en la
misma composicion o composiciones diferentes, o secuencialmente en el tiempo de modo que suceda una
respuesta inmune potenciada). El antigeno de interés y las moléculas de unién pueden formularse juntos en una
Unica composicion farmacéutica o en composiciones diferentes. En una realizacion preferida, el antigeno de interés
y la molécula de unién se administran simultdneamente al sujeto. Como alternativa, en ciertas situaciones puede ser
deseable administrar el antigeno primero y después la molécula de union o viceversa (por ejemplo, en el caso de un
antigeno que provoca de forma natural una respuesta Thl, puede ser beneficioso administrar primero el antigeno
solo para estimular una respuesta Thl y después administrar una molécula de unién, sola o junto con un refuerzo de
antigeno, para desplazar la respuesta inmune a una respuesta Th2). En realizaciones preferidas, una molécula de
unién a ILT3 de la invencidon se administra en el momento de la sensibilizacion con antigeno, es decir, en el
momento de la primera administracion de antigeno. Por ejemplo, el dia -3, -2, -1, 0, +1, +2, +3. Un dia
particularmente preferido de administracion de una molécula de unién a ILT3 de la invencion es el dia -1.

En una realizacion, se administra una molécula de unién a ILT-3 con un antigeno de interés. Un antigeno de interés
es uno contra el que se desea una respuesta inmune. Por ejemplo, uno capaz de proporcionar protecciéon en un
sujeto contra exposicién por un agente infeccioso del cual se obtuvo el antigeno. En otra realizacion, la invencién se
refiere a la administracion de una molécula de unién a ILT-3 de la invencidn para aumentar las respuestas inmunes
sin tener que administrar un antigeno.

Los antigenos ejemplares de interés, por lo tanto, incluyen aquellos derivados de agentes infecciosos, donde una
respuesta inmune dirigida contra el antigeno sirve para prevenir o tratar la enfermedad causada por el agente.
Dichos antigenos incluyen, aunque sin limitacién, proteinas viricas, bacterianas, fingicas o parasitarias y cualquier
otra proteina, glucoproteina, lipoproteina, glucolipido, y similares. Los antigenos de interés también incluyen
aquellos que proporcionan beneficio a un sujeto que esta en riesgo de adquirir o que esta diagnosticado como que
tiene un tumor. El sujeto es preferiblemente un mamifero y mas preferiblemente, es un ser humano.

Los antigenos tipicos de interés pueden clasificarse del siguiente modo: antigenos proteicos, tales como
ceruloplasmina y albumina sérica; antigenos bacterianos, tales como acidos teicoicos, antigenos flagelares,
polisacaridos capsulares, y productos bacterianos extra-celulares y toxinas; glucoproteinas y glucolipidos; virus,
tales como virus de animales, plantas, y bacterias; antigenos conjugados y sintéticos, tales como conjugados
proteina-hapteno, moléculas expresadas preferentemente por tumores, en comparacion con tejido normal;
polipéptidos sintéticos; y acidos nucleicos, tales como acido ribonucleico y acido desoxirribonucleico. La expresion
"agente infeccioso", como se usa en este documento, incluye cualquier agente que exprese un antigeno que
provoca una respuesta inmune celular del hospedador. Ejemplos no limitantes de antigenos viricos que pueden
considerarse utiles incluyen, aunque sin limitacion, la nucleoproteina (NP) del virus de la influenza y las proteinas
Gag de VIH. Otros antigenos heterélogos incluyen, aunque sin limitacion, la proteina Env de VIH o sus partes
componentes gpl120 y gp4l, la proteina Nef de VIH, y las proteinas Pol de VIH, la transcriptasa inversa y proteasa.
Ademas, pueden usarse otros antigenos viricos tales como antigenos del virus Ebola (EBOV), tales como, por
ejemplo, NP o glucoproteina (GP) de EBQOV, de longitud completa o GP delecionada en la regiéon de mucina de la
molécula (Yang Z-Y, et al. (2000) Nat Med 6:886-9, 2000), antigenos del virus de la varicela, hepatitis A, B o C,
rinovirus humano tal como tipo 2 o tipo 14, virus del herpes simple, poliovirus tipo 2 o 3, virus de la fiebre aftosa
(FMDV), virus de la rabia, rotavirus, virus de la influenza, virus coxsackie, virus del papiloma humano (HPV), por
ejemplo el papilomavirus tipo 16, la proteina E7 del mismo, y fragmentos que contienen la proteina E7 o sus
epitopos; y el virus de la inmunodeficiencia de simios (VIS). Los antigenos de interés no tienen que limitarse a
antigenos de origen viral. Se incluyen antigenos parasitarios, tales como, por ejemplo, antigenos de la malaria, asi
como antigenos fungicos, antigenos bacterianos y antigenos tumorales. Ejemplos de antigenos derivados de
bacterias son aquellos derivados de Bordetella pertussis (por ejemplo, proteina P69 y antigenos de hemaglutinina
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filamentosa (FHA)), antigenos de Vibrio cholerae, Bacillus antracis, y E. coli tales como la subunidad de la toxina B
inestable al calor de E. coli (LT-B), antigenos de E. coli K88, y antigenos de E. coli enterotoxigénica. Otros ejemplos
de antigenos incluyen antigenos de glutation S-transferasa de Schistosoma mansoni P28 (antigenos P28) y
antigenos de trematodos, micoplasma, nematodos, tenias, Chlamydia trachomatis, y parasitos de malaria, por
ejemplo, parasitos del género plasmodium o babesia, por ejemplo Plasmodium falciparum, y péptidos que codifican
epitopos de los antigenos mencionados anteriormente.

Por la expresién "antigeno relacionado con tumor”, como se usa en este documento, se entiende un antigeno que
afecta al crecimiento o metastasis tumoral en un organismo hospedador. El antigeno relacionado con tumor puede
ser un antigeno expresado por una célula tumoral, o puede ser un antigeno que se expresa por una célula no
tumoral, pero que cuando se expresa asi, promueve el crecimiento o metastasis de células tumorales. Los tipos de
antigenos tumorales y antigenos relacionados con tumor incluyen cualquier antigeno tumoral conocido o
desconocido hasta ahora, incluyendo, sin limitacién, el antigeno bcr/abl en leucemia, los antigenos HPVEG y E7 del
virus oncogénico asociado con cancer cervical, los antigenos MAGE1 y MZ2-E en o asociados con melanoma, y los
antigenos MVC-1 y HER-2 en o asociados con cancer de mama.

Una infeccion, enfermedad o trastorno que puede tratarse o prevenirse mediante la administracion de una
composicion de la invencién incluye cualquier infeccién, enfermedad o trastorno donde una respuesta inmune del
hospedador actlia previniendo la infeccion, enfermedad o trastorno. Las enfermedades, trastornos, o infecciones que
pueden tratarse o prevenirse mediante la administracion de las composiciones de la invencion incluyen, aunque sin
limitacién, cualquier infeccion, enfermedad o trastorno causado por o relacionado con un hongo, parasito, virus, o
bacteria, enfermedades, trastornos o infecciones causadas por o relacionadas con diversos agentes usados en
bioterrorismo, listeriosis, virus Ebola, SARS, varicela, hepatitis A, hepatitis B, hepatitis C, enfermedades y trastornos
causados por rinovirus humano, VIH y SIDA, Herpes, polio, fiebre aftosa, rabia, enfermedades o trastornos causados
por o relacionados con: rotavirus, influenza, virus coxsackie, virus del papiloma humano, VIS, malaria, cancer, por
ejemplo, tumores, y enfermedades o trastornos causados por o relacionados con infeccion por Bordetella pertussis,
Vibrio cholerae, Bacillus antracis, E. coli, trematodos, micoplasma, nematodos, tenias, Chlamydia trachomatis, y
parasitos de malaria, etc.

Respuestas inmunes contra células tumorales

Las células T reguladoras desempefian un papel importante en el mantenimiento de la auto-tolerancia inmunolégica
suprimiendo las respuestas inmunes contra enfermedades autoinmunes y cancer. Por consiguiente, en una
realizacién, la modulacion positiva de una respuesta inmune seria beneficiosa para potenciar una respuesta inmune
en cancer. Por lo tanto, las moléculas de unioén de la invencion pueden usarse en el tratamiento de neoplasias, para
inhibir el crecimiento o metastasis tumoral. Las moléculas de uniéon pueden administrarse sistémica o localmente al
sitio del tumor.

En una realizacion, la modulacién de la funcion ILT3 puede ser util en la induccién de inmunidad tumoral. Puede
administrarse una molécula de unién a ILT3 a un paciente que tiene células tumorales (por ejemplo, sarcoma,
melanoma, linfoma, leucemia, neuroblastoma, carcinoma) para superar la tolerancia especifica de tumor en el
sujeto.

Como se usa en este documento, la expresion "enfermedad neoplasica" se caracteriza por crecimiento tumoral
maligno o en patologias caracterizadas por células benignas hiperproliferativas e hiperplasicas. El significado médico
comun del término "neoplasia” se refiere a "crecimiento de células nuevas" que provoca una pérdida de sensibilidad
a controles de crecimiento normal, por ejemplo, crecimiento de células neoplasicas.

Como se usa en este documento, los términos "hiperproliferativas”, "hiperplasicas"”, "malignas" y "neoplasicas" se
usan de forma intercambiable, y se refieren a esas células en un estado o condicidon anormal caracterizado por
rapida proliferacion o neoplasia. Se entiende que las expresiones incluyen todos los tipos de crecimiento
hiperproliferativo, crecimiento hiperplasico, crecimientos cancerosos o procesos oncogeénicos, tejidos metastasicos o
células, tejidos, u 6rganos transformados de forma maligna, independientemente del tipo histopatologico o fase de
capacidad invasiva. Una "hiperplasia” se refiere a células que experimentan una tasa anormalmente alta de
crecimiento. Sin embargo, como se usa en este documento, los términos neoplasia e hiperplasia pueden usarse de
forma intercambiable, segin revele su contexto, en referencia generalmente a células que experimentan tasas
anormales de crecimiento celular. Las neoplasias e hiperplasias incluyen "tumores," que puede ser benignos,
premalignos o malignos.

Los términos "neoplasia,” "hiperplasia,” y "tumor" a menudo se refieren cominmente a "cancer”, que es un nombre
general para mas de 100 enfermedades que se caracterizan por crecimiento anormal e incontrolado de células.
Ejemplos de cancer incluyen, aunque sin limitacion: cancer de mama; colon; pulmonar no microcitico, cabeza y
cuello; colorrectal; pulmén; préstata; ovario; renal; melanoma; y gastrointestinal (por ejemplo, pancreatico y de
estdbmago); y sarcoma osteogénico.
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En una realizacion, el cancer se selecciona entre el grupo que consiste en: cancer pancreatico, melanomas, cancer
de mama, cancer pulmonar, cancer de bronquios, cancer colorrectal, cancer de préstata, cancer de pancreas,
cancer de estdbmago, cancer de ovario, cancer de vejiga urinaria, cancer cerebral o del sistema nervioso central,
cancer del sistema nervioso periférico, cancer de eso6fago, cancer cervical, cancer de (tero o endometrial, cancer de
la cavidad oral o faringe, cancer de higado, cancer renal, cancer testicular, cancer del tracto biliar, cancer del
intestino delgado o apéndice, cancer de glandulas salivares, cancer de glandula tiroides, cancer de glandula
suprarrenal, osteosarcoma, condrosarcoma, cancer de tejidos hematoldgicos.

Respuestas inmunes contra agentes infecciosos

La regulacién positiva de respuestas inmunes puede ser en forma de potenciacion de una respuesta inmune
existente o provocacion de una respuesta inmune inicial. Por ejemplo, la potenciacién de una respuesta inmune por
modulacion de ILT3 puede ser Util en casos de infeccion virica. Como las moléculas de unién anti-ILT3 actdan
potenciando las respuestas inmunes, serian terapéuticamente Utiles en situaciones donde seria beneficioso una
eliminacion mas rapida o completa de los agentes patogénicos, por ejemplo, bacterias y virus.

Como se usa en este documento, la expresion "infeccion virica" incluye infecciones con organismos incluyendo,
aunque sin limitacion, VIH (por ejemplo, VIH-1 y VIH-2), herpesvirus humanos, citomegalovirus (esp. humana),
rotavirus, virus de Epstein-Barr, virus Varicella Zoster, virus de la hepatitis, tales como virus de la hepatitis B, virus de
la hepatitis A, virus de la hepatitis C y virus de la hepatitis E, paramixovirus: virus sincitial respiratorio, virus de
parainfluenza, virus del sarampién, virus de las paperas, papilomavirus humanos (por ejemplo HPV6, 11, 16, 18 y
similares), flavivirus (por ejemplo, virus de la fiebre amarilla, virus del Dengue, virus de la encefalitis transmitida por
garrapatas, virus de la encefalitis japonesa) o virus de la influenza.

Como se usa en este documento, la expresion "infecciones bacterianas” incluye infecciones con diversos
organismos bacterianos, incluyendo bacterias gram-positivas y gram-negativas. Ejemplos incluyen, aunque sin
limitacion, Neisseria spp, incluyendo N. gonorrhea y N. meningitidis, Streptococcus spp, incluyendo S. pneumoniae,
S. pyogenes, S. agalactiae, S. mutans; Haemophilus spp, incluyendo H. influenzae tipo B, H. influenzae no tipable,
H. ducreyi; Moraxella spp, incluyendo M catarrhalis, también conocida como Branhamella catarrhalis; Bordetella spp,
incluyendo B. pertussis, B. parapertussis y B. bronchiseptica; Mycobacterium spp., incluyendo M. tuberculosis, M.
bovis, M. leprae, M. avium, M. paratuberculosis, M. smegmatis; Legionella spp, incluyendo L. pneumophila;
Escherichia spp, incluyendo E. coli enterotoxica, E. coli enterohemorragica, E. coli enteropatogénica; Vibrio spp,
incluyendo V. cholera, Shigella spp, incluyendo S. sonnei, S. dysenteriae, S. flexnerii; Yersinia spp, incluyendo Y.
enterocolitica, Y. pestis, Y. pseudotuberculosis, Campylobacter spp, incluyendo C. jejuni y C. coli; Salmonella spp,
incluyendo S. typhi, S. paratyphi, S. choleraesuis, S. enteritidis; Listeria spp., incluyendo L. monocytogenes;
Helicobacter spp, incluyendo H. pylori; Pseudomonas spp, incluyendo P. aeruginosa, Staphylococcus spp.,
incluyendo S. aureus, S. epidermidis; Enterococcus spp., incluyendo E. faecalis, E. faecium; Clostridium spp.,
incluyendo C. tetani, C. botulinum, C. difficile; Bacillus spp., incluyendo B. antracis; Corynebacterium spp.,
incluyendo C. diphtheriae; Borrelia spp., incluyendo B. burgdorferi, B. garinii, B. afzelii, B. andersonii, B. hermsii;
Ehrlichia spp., incluyendo E. equi y el agente de la ehrlichiosis granulocitica humana; Rickettsia spp, incluyendo R.
rickettsii; Chlamydia spp., incluyendo C. trachomatis, C. neumoniae, C. psittaci; Leptsira spp., incluyendo L.
interrogans; Treponema spp., incluyendo T. pallidum, T. denticola, T. hyodysenteriae. Las bacterias preferidas
incluyen, aunque sin limitacion, Listeria, micobacterias, mycobacteria (por ejemplo, tuberculosis), Anthrax,
Salmonella y Listeria monocytogenes.

En otra realizacion, pueden retirarse las células T de un paciente, y ponerse en contacto in vitro con una molécula de
unién anti-ILT3, opcionalmente con una sefial activadora (por ejemplo, antigeno mas APC o un anticuerpo policlonal)
y reintroducirse en el paciente.

Las moléculas de unién anti-ILT3 también pueden usarse profilacticamente en vacunas contra diversos patégenos.
La inmunidad contra un patégeno, por ejemplo, un virus, podria inducirse vacunando con una proteina virica junto
con una molécula de unién a ILT3 (como se ha descrito anteriormente). Como alternativa, puede usarse un vector de
expresion que codifica genes tanto para un antigeno patogénico como para una molécula de unién a ILT3, por
ejemplo, un vector de expresién de virus vaccinia modificado por ingenieria para expresar un acido nucleico que
codifica una proteina virica y un acido nucleico que codifica una molécula de unién a ILT3, para la vacunacion. Los
patégenos para los cuales pueden ser Utiles las vacunas incluyen, por ejemplo, virus de la hepatitis B, hepatitis C,
Epstein-Barr, citomegalovirus, VIH-1, VIH-2, tuberculosis, malaria y esquistosomiasis.

La presente invencidon abarca adicionalmente moléculas de unién conjugadas a un agente de diagnéstico o
terapéutico. Las moléculas de union pueden usarse de forma diagnéstica para, por ejemplo, controlar el desarrollo o
progresion de un tumor como parte de un procedimiento de ensayo clinico para, por ejemplo, determinar la eficacia
de un régimen de tratamiento dado. La deteccién puede facilitarse por acoplamiento del anticuerpo a una sustancia
detectable. Ejemplos de sustancias detectables incluyen diversas enzimas, grupos prostéticos, materiales
fluorescentes, materiales luminiscentes, materiales bioluminiscentes, materiales radiactivos, metales emisores de
positrones usando diversas termografias de emisién de positrones, e iones metalicos paramagnéticos no radiactivos.
La sustancia detectable puede acoplarse o conjugarse directamente a la molécula de unién o indirectamente, a
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través de un intermedio (tal como, por ejemplo, un enlazador conocido en la técnica) usando técnicas conocidas en
la técnica. Véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos N° 4.741.900 para iones metalicos que pueden
conjugarse con moléculas de unién para su uso como agentes de diagndéstico de acuerdo con la presente invencion.
Ejemplos de enzimas adecuadas incluyen peroxidasa de rabano rusticano, fosfatasa alcalina, beta-galactosidasa, o
acetilcolinesterasa; ejemplos de complejos de grupos prostéticos incluyen estreptavidina/biotina y avidina/biotina;
ejemplos de materiales fluorescentes adecuados incluyen umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina,
rodamina, diclorotriazinilamina fluoresceina, cloruro de dansilo o ficoeritrina; un ejemplo de un material luminiscente
incluye luminol; ejemplos de materiales bioluminiscentes incluyen luciferasa, luciferina, y aequorina; y ejemplos de
material radiactivo adecuado 1125, 1131 |11 |n 99Tc,

Ademas, una molécula de unién puede conjugarse con un resto terapéutico tal como una citotoxina, por ejemplo, un
agente citostatico o citocida, un agente terapéutico o un i6n metalico radiactivo, por ejemplo, emisores alfa tales
como, por ejemplo, 213Bi. Un agente de citotoxina o citotdxico incluye cualquier agente que sea perjudicial para las
células. Ejemplos incluyen paclitaxol, citocalasina B, gramicidina D, bromuro de etidio, emetina, mitomicina,
etopdsido, tenopdsido, vincristina, vinblastina, colchicina, doxorrubicina, daunorrubicina, dihidroxi antracina diona,
mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-deshidrotestosterona, glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina,
propranolol, y puromicina y analogos u homoélogos de los mismos. Los agentes terapéuticos incluyen, aunque sin
limitacion, antimetabolitos (por ejemplo, metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5-fluorouracilo
decarbazina), agentes alquilantes (por ejemplo, mecloretamina, tioepaclorambucilo, melfalan, camustina (BSNU) y
lomustina (CCNU), ciclofosfamida, busulfan, dibromomanitol, estreptozotocina, mitomicina C, y cis-diclorodiamina
platino (Il) (DDP) cisplatino), antraciclinas (por ejemplo, daunorrubicina (antiguamente daunomicina) Yy
doxorrubicina), antibidticos (por ejemplo, dactinomicina (antiguamente actinomicina), bleomicina, mitramicina, y
antramicina (AMC)), y agentes anti-mit6ticos (por ejemplo, vincristina y vinblastina).

La presente invencion se refiere adicionalmente a terapias basadas en molécula de unién que implican administrar
moléculas de uniéon de la invencién a un animal, preferiblemente un mamifero, y mas preferiblemente un paciente
humano para tratar, detectar, y/o prevenir una o mas de las enfermedades, trastornos o afecciones descritas. Los
compuestos terapéuticos descritos en este documento incluyen analogos y derivados de moléculas de union de la
invencion y moléculas de unién anti-idiotipicas como se describe en este documento. Las moléculas de union de la
invencion pueden usarse para tratar, diagnosticar, inhibir o prevenir enfermedades, trastornos o afecciones
asociadas con actividad aberrante de ILT3, incluyendo, aunque sin limitacion, una cualquiera o0 mas de las
enfermedades, trastornos, o afecciones descritas en este documento (por ejemplo, pueden proporcionarse
moléculas de union de la invencién en composiciones farmacéuticamente aceptables como se sabe en la técnica o
como se describe en este documento).

Las moléculas de union de esta invencion pueden utilizarse ventajosamente en combinaciéon con otras moléculas
monoclonales o quiméricas de unién, o con linfoquinas o factores de crecimiento hematopoyético (tales como, por
ejemplo, IL-2, IL-3 e IL-7), por ejemplo, que sirven para aumentar la cantidad o actividad de células efectoras que
interaccionan con las moléculas de union.

Las moléculas de unién de la invencién pueden administrarse solas o en combinacién con otros tipos de
tratamientos (por ejemplo, radioterapia, quimioterapia, terapia hormonal, inmunoterapia y agentes anti-tumorales,
antibiéticos, e inmunoglobulina). Generalmente, se prefiere la administracion de productos de un origen de especie o
reactividad de especie (en el caso de moléculas de union) que es la misma especie que la del paciente. Por tanto,
en una realizacion preferida, se administran moléculas de unién humanas, derivados, analogos, o acidos nucleicos,
a un paciente humano para terapia o profilaxis.

Una molécula de union de la invencién puede administrarse a un sujeto humano con fines terapéuticos. Ademas,
una molécula de unién de la invencién puede administrarse a un mamifero no humano que expresa ILT3 con que
reacciona de forma cruzada la molécula de union (por ejemplo, un primate) con fines veterinarios o0 como un modelo
animal de enfermedad humana. Respecto a lo ultimo, dichos modelos animales pueden ser Utiles para evaluar la
eficacia terapéutica de moléculas de union de la invencion (por ejemplo, ensayo de dosificaciones y cursos de
tiempo de administracion).

La presente invencion se refiere adicionalmente a terapias basadas en molécula de unién que implican administrar
moléculas de union de la invencién a un animal, preferiblemente un mamifero, y mas preferiblemente un paciente
humano para tratar, detectar, y/o prevenir una o mas de las enfermedades, trastornos o afecciones descritas. Los
compuestos terapéuticos de la invencién incluyen, aunque sin limitacion, moléculas de union de la invencién
(incluyendo analogos y derivados de las mismas como se describe en este documento) y moléculas de unién anti-
idiotipicas como se describe en este documento. Las moléculas de union de la invencién pueden usarse para tratar,
diagnosticar, inhibir o prevenir enfermedades, trastornos o afecciones asociadas con actividad aberrante de ILT3,
incluyendo, aunque sin limitacién, una cualquiera o mas de las enfermedades, trastornos, o afecciones descritas en
este documento (por ejemplo, pueden proporcionarse moléculas de union de la invencién en composiciones
farmacéuticamente aceptables como se sabe en la técnica o como se describe en este documento).
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VI. Composiciones farmacéuticas

Las moléculas de unién de la invencién pueden incorporarse en composiciones farmacéuticas adecuadas para su
administracion a un sujeto. Tipicamente, la composicion farmacéutica comprende una molécula de union de la
invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Como se usa en este documento la expresiéon "vehiculo
farmacéuticamente aceptable” pretende incluir todos y cada uno de los disolventes, medios de dispersion,
recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isotonicos y retardantes de la absorcién, y similares,
compatibles con la administracién farmacéutica. El uso de dichos medios y agentes para sustancias
farmacéuticamente activas es bien conocido en la técnica. Excepto en la medida en que cualquier medio o agente
convencional sea incompatible con el compuesto activo, se contempla el uso de los mismos en las compaosiciones.
También pueden incorporarse compuestos activos suplementarios en las composiciones.

Una composicién farmacéutica de la invencion se formula para que sea compatible con su via pretendida de
administracion. Ejemplos de vias de administracion incluyen administracion parenteral, por ejemplo, intravenosa,
intradérmica, subcutanea, oral (por ejemplo, inhalacion), transdérmica (topica), transmucosa, y rectal. Las soluciones
0 suspensiones usadas para aplicacion parenteral, intradérmica, o subcutdnea pueden incluir los siguientes
componentes: un diluyente estéril tal como agua para inyeccién, solucion salina, aceites fijos, polietilenglicoles,
glicerina, propilenglicol u otros disolventes sintéticos; agentes antibacterianos tales como alcohol bencilico o metil
parabenos; antioxidantes tales como acido ascorbico o bisulfito sodico; agentes quelantes tales como acido
etilendiaminatetraacético; tampones tales como acetatos, citratos o fosfatos y agentes para el ajuste de la tonicidad
tales como cloruro sédico o dextrosa. El pH puede ajustarse con acidos o bases, tales como acido clorhidrico o
hidroxido sédico. La preparacion parenteral puede encerrarse en ampollas, jeringas desechables o viales de dosis
multiples hechas de vidrio o plastico.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones acuosas estériles (cuando sea
soluble en agua) o dispersiones y polvos estériles para la preparacion improvisada de soluciones inyectables
estériles o dispersion. Para administracion intravenosa, los vehiculos adecuados incluyen solucién salina fisioldgica,
agua bacteriostatica, Cremophor EL™ (BASF, Parsippany, NJ) o solucién salina tamponada con fosfato (PBS). En
todos los casos, la composicion debe ser estéril y debe ser fluida en la medida en que exista una facil fluidez en
jeringa. Debe ser estable en las condiciones de fabricacién y almacenamiento y debe conservarse frente a la accion
contaminante de microorganismos tales como bacterias y hongos. El vehiculo puede ser un disolvente o0 medio de
dispersién que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, y polietilenglicol
liquido, y similares), y mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo,
mediante el uso de un recubrimiento tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula necesario
en el caso de dispersién y mediante el uso de tensioactivos. La prevencion de la accion de microorganismos puede
conseguirse mediante diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol,
acido ascorbico, timerosal, y similares. En muchos casos, es preferible incluir agentes isotdnicos, por ejemplo,
azUcares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol, y cloruro sédico en la composicion. La absorcion prolongada de
las composiciones inyectables puede conseguirse incluyendo en la composiciéon un agente que retarde la absorcion,
por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles pueden prepararse incorporando el compuesto activo en la cantidad necesaria
en un disolvente apropiado con uno o una combinacién de ingredientes enumerados anteriormente, segun lo
necesario, seguido de esterilizacion por filtracion. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando el
compuesto activo en un vehiculo estéril que contiene un medio béasico de dispersion y los otros ingredientes
necesarios entre los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones
inyectables estériles, los métodos preferidos de preparacion son secado al vacio y secado por congelacién que
produce un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente deseado adicional de una solucién previamente
filtrada a esterilidad del mismo.

Las composiciones orales generalmente incluyen un diluyente inerte o un vehiculo comestible. Pueden encerrarse
en capsulas de gelatina o comprimirse en comprimidos. Para propdsitos de administracion terapéutica oral, el
compuesto activo puede incorporarse con excipientes y usarse en forma de comprimidos, trociscos, o capsulas. Las
composiciones orales también pueden prepararse usando un vehiculo fluido para su uso como un enjuague bucal,
donde el compuesto en el vehiculo fluido se aplica por via oral y se remueve y expectora o traga. Los agentes de
unién farmacéuticamente compatibles, y/o materiales adyuvantes pueden incluirse como parte de la composicion.
Los comprimidos, pildoras, céapsulas, trociscos y similares pueden contener cualquiera de los siguientes
ingredientes, 0 compuestos de una naturaleza similar: un aglutinante tal como celulosa microcristalina, goma de
tragacanto o gelatina; un excipiente tal como almidén o lactosa, un agente disgregante tal como acido alginico,
Primogel, o almidén de maiz; un lubricante tal como estearato de magnesio o Sterotes; un emoliente tal como
diéxido de silicio coloidal; un agente edulcorante tal como sacarosa 0 sacarina; o un agente aromatizante tal como
menta, salicilato de metilo, 0 aroma de naranja.

Para administracion por inhalacion, los compuestos se suministran en forma de un pulverizador de aerosol desde un

recipiente presurizado o dispensador que contiene un propulsor adecuado, por ejemplo, un gas tal como didxido de
carbono, o un nebulizador.
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La administracion sistémica también puede ser por medio transmucosa 0 transdérmico. Para administracion
transmucosa o transdérmica, se usan en la formulacién penetrantes apropiados para penetrar la barrera. Dichos
penetrantes son generalmente conocidos en la técnica, e incluyen, por ejemplo, para administracion transmucosa,
detergentes, sales biliares, y derivados de acido fusidico. La administracion transmucosa puede realizarse a través
del uso de pulverizadores nasales o supositorios. Para administracion transdérmica, los compuestos activos se
formulan en pomadas, ungiientos, geles, o cremas como se sabe generalmente en la técnica.

Los compuestos también pueden prepararse en forma de supositorios (por ejemplo, con bases convencionales de
supositorio tales como manteca de cacao y otros glicéridos) o enemas de retencién para suministro rectal.

En una realizacién, las moléculas de union de la invencién se preparan con vehiculos que protegeran al compuesto
contra la rapida eliminacion del cuerpo, tal como una formulacién de liberacién controlada, incluyendo implantes y
sistemas de suministro microencapsulados. Pueden usarse polimeros biodegradables y biocompatibles, tales como
acetato de etilenvinilo, polianhidridos, acido poliglicélico, colageno, poliortoésteres, y acido polilactico. Los métodos
para la preparacion de dichas formulaciones deben ser evidentes para los especialistas en la técnica. Los materiales
también pueden obtenerse en el mercado de Alza Corporation y Nova Pharmaceuticals, Inc. También pueden usarse
suspensiones liposémicas como vehiculos farmacéuticamente aceptables. Estas pueden prepararse de acuerdo con
métodos conocidos para los especialistas en la técnica, por ejemplo, como se describe en la patente de Estados
Unidos N°© 4.522.811.

Es especialmente ventajoso formular composiciones orales o parenterales en forma monodosis por facilidad de
administracion y uniformidad de dosificacion. La forma monodosis como se usa en este documento se refiere a
unidades fisicamente concretas adecuadas como dosificaciones unitarias para el sujeto a tratar; conteniendo cada
unidad una cantidad predeterminada de compuesto activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado en
asociacion con el vehiculo farmacéutico necesario. Las especificaciones para las formas monodosis de la invencién
estan dictaminadas por y dependen directamente de las caracteristicas Unicas del compuesto activo y el efecto
terapéutico particular a conseguir, y las limitaciones inherentes en la técnica para componer dicho compuesto activo
para el tratamiento de individuos.

La toxicidad y eficacia terapéutica de dichos compuestos pueden determinarse por procedimientos farmacéuticos
convencionales en cultivos celulares o animales experimentales, por ejemplo, para determinar la DL50 (la dosis letal
para el 50 % de la poblacion) y la DE50 (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50 % de la poblacién). La proporcion
de dosis entre efectos toxicos y terapéutico es el indice terapéutico y puede expresarse como la proporciéon
DL50/DE50. Se prefieren compuestos que muestran grandes indices terapéuticos. Aunque pueden usarse
compuestos que muestran efectos secundarios toxicos, debe tenerse cuidado de disefiar un sistema de suministro
que dirija dichos compuestos al sitio de tejido afectado para minimizar el dafio potencial a las células no infectadas y,
de ese modo, reducir los efectos secundarios.

Los datos obtenidos de los ensayos de cultivo celular y estudios en animales pueden usarse en la formulacion de un
intervalo de dosificacién para su uso en seres humanos. La dosificacion de dichos compuestos reside
preferiblemente en un intervalo de concentraciones en circulacion que incluyen la DE50 con poca o ninguna
toxicidad. La dosificacion puede variar dentro de este intervalo dependiendo de la forma de dosificacion empleada y
la via de administracion utilizada. Para cualquier compuesto usado en el método de la invencion, la dosis
terapéuticamente eficaz puede estimarse inicialmente a partir de ensayos de cultivo celular. Puede formularse una
dosis en modelos animales para conseguir un intervalo de concentracion en plasma en circulacién que incluya la
CI50 (es decir, la concentracion del compuesto de ensayo que consigue una inhibicién la mitad de la maxima de los
sintomas) determinada en cultivo celular. Dicha informacién puede usarse para determinar de forma mas precisa las
dosis (tiles en seres humanos. Los niveles en plasma pueden medirse, por ejemplo, por cromatografia liquida de
alto rendimiento.

Las composiciones farmacéuticas pueden incluirse en un recipiente, envase, o dispensador junto con instrucciones
para su administracion.

VII. Administracion de moléculas de unién de la invencié n

Las moléculas de union de la invencion se administran a sujetos en una forma biolégicamente compatible adecuada
para administracion terapéutica in vivo. Por "forma biolégicamente compatible adecuada para administracion in vivo"
se entiende una forma del agente a administrar en que cualquier efecto tdxico estd compensado por los efectos
terapéuticos de la molécula de unién.

La administracién de una cantidad terapéuticamente activa de las composiciones terapéuticas de la presente
invencion se define como una cantidad eficaz, a dosificaciones y durante periodos de tiempo necesarios para
conseguir el resultado deseado. Por ejemplo, una cantidad terapéuticamente activa de molécula de union puede
variar de acuerdo con factores tales como la patologia, edad, sexo, y peso del individuo, y la capacidad de la
molécula de union de provocar una respuesta deseada en el individuo. Los regimenes de dosificacion pueden
ajustarse para proporcionar la respuesta terapéutica Optima. Por ejemplo, pueden administrarse varias dosis
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divididas diariamente o la dosis puede reducirse proporcionalmente segun indiquen las exigencias de la situacién
terapéutica.

Las composiciones farmacéuticas de la invenciéon pueden incluir una "cantidad terapéuticamente eficaz" o una
"cantidad profilacticamente eficaz" de una molécula de unién de la invencion. Una "cantidad terapéuticamente eficaz"
se refiere a una cantidad eficaz, a dosificaciones y durante periodos de tiempo necesarios, para conseguir el
resultado terapéutico deseado. Una cantidad terapéuticamente eficaz de la molécula de unién puede variar de
acuerdo con factores tales como la patologia, edad, sexo, y peso del individuo, y la capacidad de la molécula de
unioén de provocar una respuesta deseada en el individuo. Una cantidad terapéuticamente eficaz también es una en
que cualquier efecto téxico o perjudicial de la molécula de unién estd compensado por los efectos terapéuticamente
beneficiosos. Una "cantidad profilacticamente eficaz" se refiere a una cantidad eficaz, a dosificaciones y durante
periodos de tiempo necesarios, para conseguir el resultado profilactico deseado. Tipicamente, como se usa una
dosis profilactica en sujetos antes de o en una fase prematura de la enfermedad, la cantidad profilacticamente eficaz
serd menor que la cantidad terapéuticamente eficaz.

Los regimenes de dosificacion pueden ajustarse para proporcionar la respuesta deseada 6ptima (por ejemplo, una
respuesta terapéutica o profilactica). Por ejemplo, puede administrarse un Unico bolo, pueden administrarse varias
dosis divididas en el tiempo o la dosis puede reducirse o aumentarse proporcionalmente segun indiquen las
exigencias de la situacion terapéutica. Es especialmente ventajoso formular composiciones parenterales en forma
monodosis por facilidad de administracion y uniformidad de dosificacion. La forma monodosis usada en este
documento se refiere a unidades fisicamente concretas adecuadas como dosificaciones unitarias para los sujetos
mamiferos a tratar; conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de compuesto activo calculada para
producir el efecto terapéutico deseado en asociacion con el vehiculo farmacéutico necesario. Las especificaciones
para las formas monodosis de la invencién estan dictaminadas por y dependen directamente de (a) las
caracteristicas Unicas del compuesto activo y el efecto terapéutico o profilactico particular a conseguir, y (b) las
limitaciones inherentes en la técnica para componer dicho compuesto actico para el tratamiento de la sensibilidad en
individuos.

Un intervalo no limitante ejemplar para una cantidad terapéutica o profilacticamente eficaz de una molécula de unién
de la invencion es 0,1-20 mg/kg, mas preferiblemente 1,0-10 mg/kg. Debe indicarse que los valores de dosificacion
pueden variar con el tipo y gravedad de la afeccion a aliviar. Debe entenderse adicionalmente que para cualquier
sujeto particular, los regimenes especificos de dosificacion deben ajustarse en el tiempo de acuerdo con la
necesidad individual y el juicio profesional de la persona que administra o supervisa la administracion de las
composiciones, y que los intervalos de dosificacion expuestos en este documento son solamente ejemplares y no
pretenden limitar el alcance o practica de la composicién reivindicada.

La molécula de union puede administrarse de un modo conveniente tal como por inyeccion (subcutanea,
intravenosa, etc.), administracién oral, inhalacién, aplicacion transdérmica, o administracién rectal. Dependiendo de
la via de administracion, el compuesto activo puede recubrirse en un material para proteger el compuesto de la
accion de enzimas, acidos y otras condiciones naturales que pueden inactivar el compuesto. Por ejemplo, para
administrar el agente de forma diferente a administracion parenteral, puede ser deseable recubrir, o co-administrar el
agente con, un material para prevenir su inactivacion.

Las moléculas de union de la presente invencién pueden administrarse por diversos métodos conocidos en la
técnica, aunque para muchas aplicaciones terapéuticas, la via/modo preferido de administracion es inyeccion o
infusion intravenosa. Como apreciaran los especialistas en la técnica, la via y/o modo de administracion variara
dependiendo de los resultados deseados. En ciertas realizaciones, el compuesto activo puede prepararse con un
vehiculo que protegera el compuesto contra la rapida liberacién, tal como una formulacién de liberacion controlada,
incluyendo implantes, parches transdérmicos, y sistemas de suministro microencapsulados. Pueden usarse
polimeros biodegradables y biocompatibles, tales como acetato de etilenvinilo, polianhidridos, acido poliglicélico,
colageno, poliortoésteres, y acido polilactico. Muchos métodos para la preparacién de dichas formulaciones estan
patentados o son generalmente conocidos para los especialistas en la técnica. Véase, por ejemplo, Sustained and
Controlled Release Drug Delivery Systems, J.R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1978.

En ciertas realizaciones, una molécula de unién de la invencion puede administrarse por via oral, por ejemplo, con
un diluyente inerte o un vehiculo comestible asimilable. ElI compuesto (y otros ingredientes, si se desea) también
puede encerrarse en una capsula de gelatina de carcasa dura o blanda, comprimirse en comprimidos, o incorporarse
directamente en la dieta del sujeto. Para administracién terapéutica oral, los compuestos pueden incorporarse con
excipientes y usarse en forma de comprimidos ingeribles, comprimidos bucales, trociscos, capsulas, elixires,
suspensiones, jarabes, obleas, y similares. Para administrar un compuesto de la invencion de forma diferente a
administracion parenteral, puede ser necesario recubrir el compuesto con, o co-administrar el compuesto con, un
material para prevenir su inactivacion.

Las moléculas de unién pueden co-administrarse con inhibidores enzimaticos o en un vehiculo apropiado tal como

liposomas. Los diluyentes farmacéuticamente aceptables incluyen solucién salina y soluciones acuosas
tamponantes. El adyuvante se usa en su sentido mas amplio e incluye cualquier compuesto inhibidor inmune. Los
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adyuvantes contemplados en este documento incluyen resorcinoles, tensioactivos no iénicos tales como oleil éter de
polioxietileno y éter de n-hexadecil polietileno. Los inhibidores enzimaticos incluyen inhibidor de tripsina pancreatica,
diisopropilfluorofosfato (DEEP) y trasilol. Los liposomas incluyen emulsiones de agua-en-aceite-en-agua asi como
liposomas convencionales (Sterna et al. (1984) J. Neuroimmunol. 7:27).

El compuesto activo también puede administrarse por via parenteral o intraperitoneal. También pueden prepararse
dispersiones en glicerol, polietilenglicoles liquidos, y mezclas de los mismos y en aceites. En condiciones normales
de almacenamiento y uso, estas preparaciones pueden contener un conservante para evitar el crecimiento de
microorganismos.

Cuando el compuesto activo estd adecuadamente protegido, como se ha descrito anteriormente, la molécula de
unién puede administrarse por via oral, por ejemplo, con un diluyente inerte o un vehiculo comestible asimilable.

También pueden incorporarse compuestos activos suplementarios en las composiciones. En ciertas realizaciones,
se co-formula una molécula de union de la invencion con y/o se co-administra con uno 0 mas agentes terapéuticos
adicionales que son utiles para tratar trastornos en que la actividad ILT3 es perjudicial. Por ejemplo, puede co-
formularse una molécula de unién anti-ILT3 de la invencién y/o co-administrarse con una 0 mas moléculas de union
adicionales que se unen a otras dianas por ejemplo, moléculas de unién que se unen a otras citoquinas o que se
unen a moléculas de superficie celular. Dichas terapias de combinacién pueden utilizar ventajosamente
dosificaciones inferiores de los agentes terapéuticos administrados, evitando por tanto posibles toxicidades o
complicaciones asociadas con las diversas monoterapias.

En una realizacion, un agente de la invenciéon es un anticuerpo. Como se define en este documento, una cantidad
terapéuticamente eficaz de anticuerpo (es decir, una dosificacién eficaz) varia de aproximadamente 0,001 a 30,0
mg/kg de peso corporal, preferiblemente de aproximadamente 0,01 a 25,0 mg/kg de peso corporal, mas
preferiblemente de aproximadamente 0,1 a 20 mg/kg de peso corporal, e incluso mas preferiblemente de
aproximadamente 1,0 a 10 mg/kg, de 2 a 9 mg/kg, de 3 a 8 mg/kg, de 4 a 7 mg/kg, o de 5 a 6 mg/kg de peso
corporal. Los especialistas en la técnica apreciaran que ciertos factores pueden incluir en la dosificacion requerida
para tratar de forma eficaz a un sujeto, incluyendo aunque sin limitacion la gravedad de la enfermedad o trastorno,
tratamientos previos, la salud general y/o edad del sujeto, y otras enfermedades presentes. Ademas, el tratamiento
de un sujeto con una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo puede incluir un tratamiento Unico o,
preferiblemente, puede incluir una serie de tratamientos. En un ejemplo preferido, un sujeto se trata con anticuerpo
en el intervalo entre aproximadamente 0,1 a 20 mg/kg de peso corporal, una vez a la semana durante entre
aproximadamente 1 a 10 semanas, preferiblemente entre 2 a 8 semanas, mas preferiblemente entre
aproximadamente 3 a 7 semanas, e incluso mas preferiblemente durante aproximadamente 4, 5 0 6 semanas.
También se apreciara que la dosificacion eficaz de anticuerpo para el tratamiento puede aumentar o disminuir
durante el curso de un tratamiento particular. Pueden producirse cambios en la dosificacion a partir de los resultados
de ensayos de diagnostico.

Esta invencidn se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos.

Ejemplos

Ejemplo 1: Aislamiento y purificacion de 9B11

El gen que codifica ILT3 se clond y usé para inmunizar ratones para la generacion de anticuerpos monoclonales
anti-ILT3. El anticuerpo 9B11 es un anticuerpo IgG1.

El anticuerpo 9B11 se purifico del siguiente modo:

1. Se lavaron 20 ml de Proteina G (Pharmacia HR 10/30) con 5 CV de dPBS

2. Se carg6 1 | (ejecucion 1) o 2 | (ejecucién 2) de sobrenadante mILT3

3. Se lavaron con 10 CV de dPBS

4. Se eluyeron con citrato 100 mM, pH 2,8 directamente en Tris 1 M (20-25 % v:v)
5. Se quitaron con citrato 100 mM, pH 2,8, NaCl 0,3 M

El anticuerpo 9B11 demostro reaccionar de forma cruzada con monocitos de mono cynomolgus y babuino.

Ejemplo 2: Células dendriticas tratadas in vitro con 9B11 tienen expresién inferior de moléculas co-
estimuladoras de superficie celular

Se obtuvieron MDDC en presencia de IL-10 o mAb anti-ILT3 (5A1, 9B11, o 9G3). Se usaron células dendriticas
inmaduras y maduras como controles. Ademas también se obtuvieron MDDC en presencia de TRX1 como control
negativo. Los resultados se muestran en la Figura 1 que demuestra que las MDDC diferenciadas en presencia de
9B11 tienen expresion inferior de moléculas co-estimuladoras de superficie celular, tales como CD86, CD80, CD83 y
HLA-DR medidas por citometria de flujo.
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Como se ha mostrado anteriormente, las células que se diferenciaron en presencia de 9B11 muestran un patrén de
expresion disminuida en superficie celular de moléculas co-estimuladoras. Por lo tanto, es probable que estas
células sean incapaces de generar una respuesta alogénica de células T en una reaccion de linfocitos mixtos. Como
se muestra en la Figura 2, las MDDC diferenciadas en presencia de 9B11 provocan estimulacién de células T
anérgicas en una reaccion de linfocitos mixtos. Se afiadieron DC a 500 o 1000 células a 2 x 10° células T. Las
células se estimularon durante 3 dias antes de la adicién de 3H-timidina.

Ademas, las MDDC obtenidas en presencia de 9B11 son incapaces de producir IL-12, TNF-a o IL-1a cuando se
estimulan con LPS. Los monocitos se trataron con GM-CSF e IL-4 en los dias 0 y 3. Se afadieron IL-10 o ILT3
(9B11; 10 g/ml) en el dia 0 y 3. En el dia 5 las células se lavaron y se afiadiéo LPS (5 g/ ml) y a los cultivos
maduros. El fluido sobrenadante se recogié 48 horas después de la adicion de LPS. Las citoquinas se midieron por
ELISA (Pierce Endogen). Se usaron dos donantes de monocitos diferentes (donante n° 26 y donante n° 5) (Figura 3).

Células dendriticas sanguineas recién aisladas incubadas con 9B11 fueron incapaces de regular positivamente de
forma completa la expresién de moléculas co-estimuladoras cuando se usé un cdéctel de citoquinas (IL-6, IL-1 beta,
TNF-alfa, y PGE) para madurar las células. Las células dendriticas sanguineas recién aisladas se incubaron con
9B11 24 horas antes de la adicion del coctel de maduracion. Las células se fenotiparon 48 horas después para
determinar si el tratamiento con 9B11 provoca expresion disminuida de moléculas co-estimuladoras. Como se
muestra en la Figura 4, el tratamiento de monocitos con 9B11 provocé expresion disminuida tanto de CD86 como de
HLA-DR.

9B11 también inhibe el flujo de Ca*? en monocitos inducidos por el motivo de activacion basado en tirosina de
inmuno-receptor activador (ITAM), CD32. Los monocitos se trataron con anti-CD32 seguido de un anticuerpo de
carba anti-lgG, IgM de ratén para entrecruzamiento, que provocara un flujo significativo de Ca*?. Sin embargo, la
incubacion con 9B11 antes de la adicion de CD32 y entrecruzamiento provocé un flujo disminuido de Ca*? por estos
monaocitos. Esto fue especifico para los anticuerpos contra ILT3 ya que un control de isotipo (IgG1 de ratén) produjo
menos inhibicion de flujo de Ca*? (Figura 5).

Se realizaron estudios de flujo de calcio intracelular usando analisis de citometria de flujo como se describe por
Rabin, et al. (J Immunol. (1999) 162:3840-3850). En resumen, se suspendieron células dendriticas derivadas de
monocitos (2 x 107) en HBSS-HEPES (HBSS suplementado con HEPES 10 mM, Ca**, Mg**, y suero de ternera fetal
al 1 %). Se afiadieron Indo-1 y detergente pleuronic (Molecular Probes, Eugene, OR) a concentraciones finales de 5
UM y 300 ug/ml, respectivamente. La suspensidn celular se incubé a 30 °C durante 45 minutos con agitacion suave.
Las células después se lavaron dos veces con HBSS-HEPES, se tifieron con anti-CD1a, y se lavaron de nuevo. El
flujo de calcio para células dendriticas CDla* se realizé usando un citdbmetro de flujo FACSVantage (Becton
Dickinson) equipado con un laser de argon sintonizado a 488 nM y un laser de kriptdn sintonizado a 360 nM. Se
analizé la fluorescencia de Indo-1 a 390/20 nM y 530/20 nM para calcio unido y libre, respectivamente. Antes de la
estimulacion, las suspensiones celulares se calentaron a 37 °C durante 3 minutos. La poblacién de células CD1a* se
habilité, y se recogieron las proporciones fluorescentes iniciales durante 30 segundos. Las células después se
estimularon con fMLP (10° M), péptido T-20 (10 M), o péptido F (10° M) seguido de fMLP (10-® M). Las recogidas
continuacion hasta que el flujo de calcio volvié a los niveles basales. Los cambios en la fluorescencia de Indo-1 se
expresaron como la proporciéon de calcio intracelular unido a libre, y los diagramas de dispersion representaron la
poblacién celular CDla* completa en el momento de la estimulaciéon. El andlisis de datos se realizdé usando el
software Flowjo (Tree Star, San Carlos, CA).

Ejemplo 3: Células dendriticas tratadas  in vitro con 9B11 tienen mayor expresion de receptores inhib idores
de superficie celular

9B11 también demostré modular positivamente la expresion de receptores inhibidores, por ejemplo, receptores que
generan una inhibicién negativa en una célula. Se aislaron monocitos usando tecnologia de separaciéon de perlas
magnéticas. Los monocitos se trataron en dias alternos con 9B11, GM-CSF e IL4. En el dia 5, se madur6 una parte
de estas células usando IL1b, IL6, TNFa, y PGE2. Las células se incubaron durante siete dias adicionales y después
se prepar6 el ARN de las células dendriticas inmaduras (iDC) (células no tratadas con IL1b, IL6, TNFa, y PGE2) y
las células dendriticas maduras (mDC). EI ARN se us6 para generar ADNc para QPCR. Los datos se expresan
respecto al gen constitutivo de ARN 18s. Se us6 una IgG1 de ratdon como control de isotipo y ambos anticuerpos se
usaron a una concentracion de 10 g/ ml.

Los resultados muestran que el cultivo de monocitos de modo que se desarrollen en células dendriticas en presencia
de una molécula de unién a ILT3 causa que algunas moléculas inhibidoras se regulen positivamente. La IDO
(indolamina) se sobre-expresa de forma extrema en células tratadas con molécula de unién a ILT3. Esta molécula
esta asociada con la generacién de tolerancia. Las células dendriticas tolerogénicas también han demostrado
expresar CD200R y han demostrado ser tolerogénicas in vivo. CD200R y CD40L también estaban elevados en
células tratadas con molécula de unién a ILT3 en comparacion con controles de isotipo, y aunque el tratamiento con
9B11 aumentd la expresion de FCGRIIb y FCGRIla, todas las muestras tuvieron expresion igual de FCGRIla en
comparacion con FCGRIIb. El efecto es especifico para DC inmaduras, ya que la expresion de los mismos
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receptores en DC maduras no es diferente del control de isotipo.
Ejemplo 4: Caracterizacion invivo de 9B11

Se inmunizaron macacos rhesus con 9B11 durante la fase de sensibilizacion por ejemplo, en los dias -1, 0, y +1, de
un protocolo de vacunacién usando Mycobacterium tuberculosis como antigeno. La posterior exposicion con
antigeno en el dia +18 provocé la exacerbacion de una respuesta DTH cutanea. Estos resultados indican que 9B11
actia como adyuvante util en la potenciacién de respuestas inmunes (por ejemplo, en el caso de infeccion y/o
neoplasia) con menor morbilidad asociada en comparacién con adyuvantes existentes.

Ejemplo 5: Preparacion de una molécula quiméricade u  nién anti-ILT3

La region de cadena ligera variable de 9B11 se injertd en una region constante de cadena ligera humana usando
técnicas convencionales de biologia molecular. Se uso6 la regién constante de cadena ligera de IgG1l. La secuencia
de aminoacidos de la cadena ligera quimérica completa de la molécula de unién a GITR se muestra a continuacion:

DIVLTQSPATLSVTPGDSVSLSCRASQGLTNDLHWYQQKPHESPRLLIKYASQSISGIPSR
FSGSGSGTDFTLTINSVETEDFGVFFCQQSNSWPFTFGAGTKLEIK
RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQ
DSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEC ID N° 25).

También se injert6 la cadena pesada variable de 9B11 en una region constante de cadena pesada humana usando
técnicas convencionales de biologia molecular. Se uso la regién constante de cadena pesada de IgG1. La secuencia
de aminoacidos de la cadena pesada quimérica completa de la molécula de unién a ILT3 se muestra a continuacion
(también mencionada como "Gly"):

EVBXVESGGDLVKPGGSLKLSCAASGFAFSSYDMSWVRQTPEBCRLEWVATISSSGSYTY
YPDSVKGRFTISRDNARNTLYLQMSSLRSEDTALYYCERLWGAMDYWGQGTLVTVSS
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSWTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVBCFNWYVDGVEVFINAKTKPREEQY
NSTYRWSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSR
DELTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDK
SRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEC ID N° 26).

Como la secuencia de aminoacidos NX(S/T) es una secuencia consenso putativa para un sitio de glucosilacion que
puede afectar a la produccion de la molécula de unién, y la region constante de IgG1 de la cadena pesada de 9B11
tiene la secuencia NST, se prepar6 una segunda version de la region constante de cadena pesada para sustituir de
forma conservativa una glutamina por una asparagina en el resto de aminoacido 296 (en negrita y subrayada
anteriormente) de la SEC ID N° 27. Por consiguiente, se injertd una segunda regién constante humana en la regién
variable de cadena pesada de 9B11. La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada quimérica completa de la
molécula de unién a ILT3 se muestra a continuacion (también mencionada como "Agly"):

EVKLVESGGDLVKPGGSLKISCAASGFAFSSYDMSWRQTPEKRLEWVATISSSGSYTY
YPDSVKGRFTISRDNARNTLYLQMSSLRSEDTALYYCERLWGAMDYWGQGTLVTVSS
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHICPSNTKVDKKVEPKSCDKTFfTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
ASTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSR
DELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDK
SRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEC ID N° 27).

Lista de secuencias

Expediente del mandatario N°: TLN-030PC

SEC ID N° 1 (region variable de cadena pesada de 9B11)

MEFGLSLVFLVLILKGVQCEVKLVESGGDLVKPGGSLKLSCAASGFAFSSYDMSWVRQTPEKRLEWVATISSSGSY
TYYPDSVKGRFTISRDNARNTLYLOMSSLRSEDTALYYCERLWGAMDYWGQGTLVTVSS

SEC ID N° 2 (region variable de cadena ligera de 9B11)

METDTILLWVLLLWVPGSTGDIVLTQSPATLSVTPGDSVSLSCRASQGLTNDLHWYQQKPHESPRLLIKYASQSIS
GIPSRFSGSGSGTDFTLTINSVETEDFGVFFCQOSNSWPFTFGAGTKLEIK
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SEC ID N° 3 (CDR1 de cadena pesada de 9B11)
GFAFSSYDMS

SEC ID N°4 (CDR2 de cadena pesada de 9B11)
TISSSGSYTYYPDSVKG

SEC ID N° 5 (CDR3 de cadena pesada de 9B11)
LWGAMDY

SEC ID N° 6 (CDR1 de cadena ligera de 9B11)
RASQGLTNDLH

SEC ID N° 7 (CDR2 de cadena ligera de 9B11)
YASQSIS

SEC ID N° 8 (CDR3 de cadena ligera de 9B11)
QQSNSWPFT

SEC ID N° 9 (region variable de cadena pesada de 9B11)

ATGGAGTTCGGGTTAAGCTTGGTTTTCCTTGTCCTAATTTTAAAAGGTGTCCAGTGTGAAGTGAAGCTGGTGGAGT
CTGGGGGAGACTTAGTGAAGCCTGGGGGGTCCCTGAAACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCGCTTTCAGTAGCTA
TGACATGTCTTGGGTTCGCCAGACTCCGGAGAAGAGGCTGGAATGGGTCGCAACCATTAGTAGTAGTGGTAGTTAC
ACCTACTACCCAGACAGTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATGCCAGGAACACCCTGTACCTGCA :
AATGAGCAGTCTGAGGTCTGAGGACACGGCCTTGTATTACTGTGAAAGACTATGGGGGGCTATGGACTACTGGGGC
CAAGGGACACTAGTCACAGTCTCCTCA

SEC ID N° 10(region variable de cadena ligera de 9B11)

ATGGAGACAGACACAATCCTGCTATGGGTGCTGCTGCTCTGGGTTCCAGGCTCCACCGGTGACATCGTGCTGACCC
AGTCTCCAGCCACCCTGTCTGTGACTCCAGGAGATAGCGTCAGTCTTTCCTGCAGGGCCAGCCAAGGTCTTACCAA
CGACCTACACTGGTATCAACAAAAACCACATGAGTCTCCAAGGCTTCTCATCAAGTATGCTTCCCAGTCCATCTCT
GGGATCCCCTCCAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACTCTCACTATCAACAGTGTGGAGACTGAAG
ATTTTGGAGTGTTTTTCTGTCAACAGAGTAACAGCTGGCCATTCACGTTCGGAGCTGGGACCAAGCTGGAAATCAA

ACG

SEC ID N° 11 (CDR1 de cadena pesada de 9B11)
GGATTCGCTTTCAGTAGCTATGACATGTCT

SEC ID N° 12 (CDR2 de cadena pesada de 9B11)

ACCATTAGTAGTAGTGGTAGTTACACCTACTACCCAGACAGTGTGAAGGGC

SEC ID N° 13 (CDR3 de cadena pesada de 9B11)
CTATGGGGGGCTATGGACTAC

SEC ID N° 14 (CDR1 de cadena ligera de 9B11)
AGGGCCAGCCAAGGTCTTACCAACGACCTACAC

SEC ID N° 15 (CDR2 de cadena ligera de 9B11)
TATGCTTCCCAGTCCATCTCT

SEC ID N° 16 (CDR3 de cadena ligera de 9B11)
CAACAGAGTAACAGCTGGCCATTCACG

SEC ID N° 17 ILT3 humano
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1 atgatcccca ccttecacgge tctgetctge cteggtgaga tttaaagagg gggaggggag

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2102
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661

acccgagtet
aatctcaggg
aggcgggcgg
gtctctacta
cactcgggag
caagatcgca
aaaaaaaaaa
aaatccctea
gcaggtgatt
ccatgggcag
tcetgggget
tttcttecag
tgggggaact
gataaagagg
gccagattet
cgcagecectg
aggacactca
gcatctcect
acggtgccte
cctettgtga
actttecctte
ggagctcage
acctacaggt
cecectggage
tecegttcatg
cagtggggga
atgctcttet
ggaagctgeca
ccagactetce
acccacaagg
aaagcccgag
gectgggettg
cecaaggcect
ggggagaaac
acccagecagg
agtgaggggc
ctaggttcag
agtttctcca
tecccagetgt
caggggectg
agggeggtag
caggaacaag
ctggaggggt
tgggtggaga
adagaaagac
catccceatt
ggggtcttgg
tggcgtcagg
tggagggtgg
actctgetee
atggaagtgce
aagtgtattt
gttccecagag
gtectccagg
gcecaaagac
cgtatcectee
agaggcagag
gggcaggage
tgtgggacct
ggcagggacc
tctactccecag

tggaggaaat
tagececgggcg
atcacgaggt
aaaatacaaa
gctgaggcag
ccaccgcecact
aaaaaaaaaa
cagggaactc
ctgteccecag
ctgggggagg
gagagctggy
ggcccctecs
ctgtgaccat
aaagcccage
ccatceecate
taggectggte
ggggtcccag
cteacagecee
cttectctect
cctcaggaaa
tgatcaagga
agcaccaggc
gcttcagetc
tecatagtcte
ccctgectgec

ctcagcccte

ccetcaccta
gggcagatat
accctecctet
tccgtetcaa
gectgtctea
cttccacggg
gaggctgggc
cgacctgatg
ccetgaggac
tctgagtggg
gctecctctgg
agtgtaaagg
gcectectgg
tceggteecea
ttcaagacag
ggctgcagct
ctggggcagg
gagggtggca
ccagcacaca
cctgatgtcea
tggtctccat
gaaaacacag
dgctcagggcea
agaaattcce
tttattcttt
tcaggtttce
ctgagactct
ggctgccgag
ctcagactcce
cccaggteca
aaggtgcacc
acaggctagg
cggggacatc
agcaggaatg
caggtgctge

ttgccteaca
cggtggctca
caggagatcg
aaattagcceg
gagaatggeg
ccagcctggyg
atctcagggt
tcttccaggg
ctgtceccagg
agacagcagt
atctgaggge
caaacccace
ctggtgtcag
accctggoac
catgacagag
acagcccagt
ccccaggete
agecetgggg
aggagcctac
gagegtgace
gecgggcagec
tgaattccce
acacggcttc
aggtgaggct
adgagagctc
agaggggagg
gggtccagaa
agggagaggt
tgteccttcta
cagctggtga
agacatgctc
tgtgggagte
tggtgagggg
cggggagcag
cagcccctea
aggtgggcag
aggtggtgat
agagaggect
gagaggaggc
cctgeagcag
tcaggectett
cagactccecg
cgattcccecct
atctcaggtt
cagtaggtgce
tcacgcecaa
cctgettete
gacattgggt
cecagccaaag
agtgagaaaa
cggtttttet
tttectcttg
gtccatctte
ccagagccca
cacccatccc
gcecagetge
tggggtggag
attggtcagg
gcagccectc
agaggtccca
cgtgaagaac
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gccaggecct
cgcctgtaat
agaccatect
ggggtggttg
tgaacccggg
tgacagcgag
aaaaaaagga
ctgagtctgg
tcectectee
tctgggtgac
tgaggaaggt
ctetgggetg
gggaccctgg
agacagaacc
gactatgeag
gacccectgg
tgeccctecagg
atgatgtggg
agtaaaccca
ctgctgtgtc
catcecectac
atgagtcctg
tececactace
cctgaccetg
tgggcaggga
aggacaacag
ggtgccaggt
tcaatttgat
cccaggatce
gtetcagagg
agtggatcta
gggcagcgac
tgagggggtc
ggcagcececa
tgectacagg
ggtctaggog
gtggacagge
gtgggtggga
ctcccaggga
agacggtgac
teccctgeaac
ggtttcectte
ctctgagcct
gcacaactgce
acacacagta
ggtctgagaa
tecctectee
aagtaggaaa
ggactccaga
tctagaaaga
aaacttagaa
acttgcatgt
ccccagcecea
aggacggggyg
aacagccacc
tgacgtccag
ctgggggtcce
gactcaggga
cctgecgttge
gggaacctte
acacagcctg

ggttctttag
cccageactt
ggctaacacyg
caggcgeetg
aggcggagcet
actecgtcte
cctgctcagyg
gcocceccaggac
tcactgggac
tgatgaggat
cttgggatce
agccaggcte
aggcteggga
cactggagce
ggagataccy
agctggtgat
aagggggtca
aggtgggage
ccctttecage
agtcacggag
tgcatctgag
tgacctcagt
tgctgtcaca

tectetetga

tggagggaga
gggcccteec
ggacagagaa
gtggagaccc
ttggagggte
cctctgtceca
agtcctcgtt
ttgggaggca
aaggctgaag
gcectcacat
gtcagtccec
agccaadggt
ccecteccetg
aagttccttt
acctcccaga
ctggggcagg
tctggggett
ccagctctge
cagtttgtge
tgtgagggtt
ggtgtgcaca
ggcactggga
tettectect
ttgggggacc
taggagaggt
agaaaatgaa
agtatttaaa
gcaaggcagyg
gagacaggct
cctacagagg
tcactgtccce
ggagaaaact
caaaatttca
gaagtggtct
agtggcacta
ccaggagatg
aggacggggt

gagactcaaa
tgggaggccg
gtgaaaccct
tggtcecage
tgcagtgagc
aaaaaaaaaa
cttecggggce
ccacatgcag
aaggggecac
gacggggggyg
agcctctgat
tgtgatcage
gtacegtctg
caagaacaag
ctgttactat
gacaggtgag
gctctcaggy
cccatttaac
cctgeccgagt
cccaatggac
atcagagcac
gcacgggggg
cceccagtgac
gctcagtgge
ggggctcagc
‘aggcatgecc
atggtccttg
aagggcaacc
ccaggccecte
gagagtttce
ccaattctca
ccacaggcte
gagatgttge
ccetgtteta
cacagtggtg
gggttetgte
catgggcctc
cagctctgac
cccgattceg
ggaggggagc
ggctctggty
cgcttcectgg
atctgtgaaa
ggaggtaatg
tcaatgacat
ggtactgatc
cctccaacac
cgtgggctga
catcttagaa
‘tgagggagta
acatccttgce
tggttctaac
gatttccaac
-aggtaattct
cttacactcc
tctgtgagtyg
atagcaatgg
gaacccacat
atgggaacag
aacccettge
ggaaatggac



3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801

4861

4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341

actcgggtga
cctgcaggac
cttgtccage
ctcatgggcec
gttagagagc
ggctcccctt
ccccatggga
cgtggtggga
gaacataaac
ggagggctgt
ctaatggacg
gagctcttge
cagagaccag
agattccgtc
ccagggagte
cacgatgaag
gaaatggccet
gcagaagagg
ctceccccace
tgaagccccce
aactgagcct
tctggccatce
ccagaaggca
tgacacagac
ataatatccce
gataaaacaa
atcaaaccaa
ggatccacta

gaacccgccc
ttctectgtee
acgctgectce
tccteceggg
tccecaggcce
cattcattca
gctgcagaca
gacaaaatgc
caggtaaagg
ctgctcagct
agccectgea
aggaaggccyg
aaccacaggg
aggaaaggga

aggaggattce

acccccaggce
ctectceecte
acagacagat
cccaccacgt
caggatgtga
cctcecatcce
cactaatcca
tggaagctge
cactagaaga
tgcattatca
aacagaagtc
tgacatggga
gtte

SEC ID N° 18 ILT3 humano
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ctgtccccag
tecttececece
ctgecctgctg
tcecctteect
tcaggaggat
tctagtgagt
cagcagggag
aaataaatgc
gcagagagtg
gtcatctgag
ggcagaggaa
cgtgaggctyg
agggagcgge
tgtaatcgga
aaggacacce
agtgacgtat
cccactgtct
ggacactgag
tccttceecte
cctacgceccca
aggaaggggc
ggggggaccc
ctccagtaga
ttcecgggaac
aaataaagta
agacaatgtt
aaatgggage

caccaaaggce
ggctctcage
ggacctcact
gctecteate
gacgaataaa
gttcccaggg
caaagccgcc
atcgtgtcca
tggggcagtg
aagcctggac
acagccgtgce
cagccaaatg
cagaccctece
tcaccctggyg
cccaccactg
gccgaggtga
ggggaattcce
gtgagtcctt
tcactetcec
gctgcacagce
ctctccaget
agaccccaca
catcactgaa
gttgggagte
gcagacctct
ttaaattgaa
ttctatgcag

ctcctggtge
atcgtcacgg
ctctectget
ctetgtttgg
tgaaccactc
agctcactgt
cccgectect
ggagtgcaac
gggccagtct
dggagagggce
aaaggccceg
ggcaaggtca
acggecttag
aacagtgggg
tctctcteca
aacactccag
tggacacaaa

‘tcctctecag

ccgctgcagg
tttaccctca
gagcccagtg
agccatggag
cceccagccag
acctgattct
caattcacaa
tgatcatgta
gcaggacaaa

cagatctaat
tggaccccte
gtcctgggac
ccatctggtt
cagtceccctyg
ggatggggct
gagctcacct
gtgctgtaag
gaatggaaag
acgtgatcct
aggcagcage

gagtgaggag

ggcatecectyg
aaaattgact
gcagagccca
acctaggaga
ggacagacag
gcccccagge
ctgctgcatc
gacagaaggc
tctatgccac
actcaggacc
cccagaccce
gcaaagataa
tgagttaact
aatattacac
aaatagaggyg

MIPTFTALLCLGLSLGPRTHMQOAGPLPKPTLWAEPGSVISWGNSVTIWCQOGTLEAREYRLDKEESPAPWDRONPLE
PKNKARFSIPSMTEDYAGRYRCYYRSPVGWSQPSDPLELVMTGAYSKPTLSALPSPLVTSGKSVTLLCQSRSEMDT
FLLIKERAAHPLLHLRSEHGAQQHOAEFPMSPVTSVHGGTYRCFSSHGFSHYLLSHPSDPLELIVSGSLEGPRPSP
TRSVSTAAGPEDQPLMPTGSVPHSGLRRHWEVLIGVLVVSILLLSLLLFLLLQHWRQGKHRTLAQRQADFQRPPGA
AEPEPKDGGLQRRSSPAADVOGENFCAAVKNTQPEDGVEMDTRQSPHDEDPQAVTYAEVKHSRPRREMASPPSPLS
GEFLDTKDRQAEEDRQMDTEAAASEAPQDVTYAQLHSFTLRQKATEPPPSQEGA

SEC ID N° 19 la secuencia génica de Jk2 J (GQGTKLEIKR)

(SEC ID N° 20) (Gly4Ser)3 SEC ID N° 21: secuencia lider y/o sefial de cadena VL, es decir, restos de aminoacido 1-
20 de la SEC ID N° 2

METDTILLWVLLLWVPGSTG

SEC ID N° 22 secuencia lider y/o sefial de cadena VH, es decir, restos de aminoacido 1-19 de la SEC ID N° 1
MEFGLSLVFLVLILKGVQC

SEC ID N° 23. Region constante de cadena ligera de IgG2a murina

ADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDGSERQNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKD
EYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSFNRNE

SEC ID N° 24. (Regién constante de cadena pesada de IgG2a murina)

AKTTPPSVYPLAPGCGDTTGSSVTLGCLVKGYFPESVTVTWNSGSLSSSVHTFPALLOSGLYTMSSSVTVPSSTWP
SQTVTCSVAHPASSTTVDKKLEPSGPISTINPCPPCKECKCPAPNLEGGPSVFIFPPNIKDVIMISLTPKVTCVVV
DVSEDDPDVQI SWFVNNVEVHTAQTQTHREDYNSTIRVVSTLPIQHODWMSGKEFKCKVNNKDLPSPIERTI SKIK
GLVRAQVYILPPPAEQLSRKDVSLTCLVVGFNPGDI SVEWTSNGHTEENYKDTAPVLDSDGSYFIYSKLNMKTSKW
EKTDSFSCNVRHEGLKNYYLKKTISRSPGK
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SEC ID N° 25. IgG1 quimérica de VL de 9B11/CL humana

DIVLTQSPATLSVTPGDSVSLSCRASQG LTNDLHWYQQKPHESPRLLIKYASQSI SGIPSRFSGSGSGTDFTL
TINSVETEDFGVFFCQQSNSWPFTFGAGTKLEIK

RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSK
ADYEKHKVYACEVTHQGLS SPVTKSFNRGEC

SEC ID N° 26. (IgG1 quimérica de VH de 9B11/Gly-CH humana)

EVKLVESGGDLVKPGGSLKLSCAASGFAFSSYDMSWVRQTPEKRLEWVATISSSGSYTYYPDS
VKGRFTISRDNARNTLYLQMSSLRSEDTALYYCERLWGAMDYWGQGTLVTVSS
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSL
GTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVE PKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHE -
DPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEC ID N° 27. (IgG1 quimérica de VH de 9B11/Agly-CH humana).

EVKLVESGGDLVKPGGSLKLSCAASGFAFSSYDMSWVRQTPEKRLEWVATISSSGSYTYYPDS
VKGRFTISRDNARNTLYLQMSSLRSEDTALYYCERLWGAMDYWGQGTLVTVSS 4
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSL
GTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVE PKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHE
DPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYASTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT I SKAKGOPRE
PQVYTLPPSRDELTKNQVSL'I‘CLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK'

10 SEC ID N° 28. (Region constante de cadena pesada Gly de IgG1 humana).

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSL
GTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHE
DPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEC ID N° 29. (Region constante de cadena pesada Agly de IgG1 humana).

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSL
GTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEl
DPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYASTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPRE
PQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

15
SEC ID N° 30. (Regién constante de cadena ligera de IgG1 humana).

RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSK
ADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
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REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo aislado, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, que comprende:

una region determinante de complementariedad 1 (CDR1 de VH) de la region variable de cadena pesada (VH)
gue comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 3;

una region determinante de complementariedad 2 (CDR2 de VH) de la region variable de cadena pesada (VH)
que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 4;

una region determinante de complementariedad 3 (CDR3 de VH) de la region variable de cadena pesada (VH)
que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 5;

una regién determinante de complementariedad 1 (CDR1 de VL) de la region variable de cadena ligera (VL) que
comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 6;

una regién determinante de complementariedad 2 (CDR2 de VL) de la region variable de cadena ligera (VL) que
comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 7; y

una regién determinante de complementariedad 3 (CDR3 de VL) de la region variable de cadena ligera (VL) que
comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 8;

en donde dicho anticuerpo o fragmento de union a antigeno se une a ILT3 humano.

2. Un anticuerpo aislado o un fragmento de unién a antigeno del mismo de la reivindicacion 1 que comprende una
region variable de cadena pesada que comprende los aminoacidos 20-135 de la SEC ID N° 1 y que comprende
adicionalmente una region variable de cadena ligera que comprende los aminoacidos 21-127 de la SEC ID N° 2, en
donde dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno se une a ILT3 humano.

3. Un anticuerpo aislado o un fragmento de unién a antigeno del mismo de la reivindicacion 1 que comprende:
(i) la secuencia de aminoécidos de la SEC ID N° 26 y la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 25; o
(ii) la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 27 y la secuencia de aminoéacidos de la SEC ID N° 25;

en donde dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno se une a ILT3 humano.

4. El anticuerpo aislado o el fragmento de unién a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, que
comprende adicionalmente una region constante de cadena pesada.

5. El anticuerpo aislado o el fragmento de unién a antigeno de la reivindicaciéon 2, en donde dicho anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno:

(i) modula negativamente la produccién de citoquinas inflamatorias por células dendriticas in vitro; o
(i) modula negativamente la regulacion positiva de moléculas co-estimuladoras en células dendriticas in vitro; o
(iif) modula positivamente la expresion de receptores inhibidores en células dendriticas in vitro.

6. El anticuerpo aislado o el fragmento de unién a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1-2 y 4-5 en
donde dicho anticuerpo es un anticuerpo de raton.

7. El anticuerpo aislado o el fragmento de unién a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, siendo
dicho anticuerpo un anticuerpo quimérico o un anticuerpo humanizado.

8. El anticuerpo aislado o el fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 5, en el que la region constante de
cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en una de las SEC ID N° 28 y 29.

9. El fragmento aislado de unién a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, que es un fragmento de
unioén a antigeno seleccionado entre el grupo que consiste en un fragmento Fab y un fragmento F(ab')..

10. El anticuerpo aislado o el fragmento de unién a antigeno de la reivindicacién 4, en el que la regién constante de
cadena pesada es una region constante de cadena pesada de IgG1.

11. El anticuerpo aislado o el fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 4, en el que dicha regién constante
de cadena pesada es una region constante de cadena pesada humana.

12. El anticuerpo aislado o el fragmento de unién a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en el que
al menos una de las regiones variables comprende restos flanqueantes humanos.

13. El anticuerpo aislado o el fragmento de unién a antigeno de la reivindicacién 12, en el que uno o mas de dichos
restos de aminoéacidos flanqueantes humanos esta mutado en el resto de aminoacido murino correspondiente.

14. El anticuerpo aislado o el fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo o el
fragmento de unién a antigeno es un anticuerpo de cadena sencilla.
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15. El anticuerpo aislado o el fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente
una region constante de cadena ligera kappa o lambda.

16. El anticuerpo aislado o el fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 15, en el que dicha region constante
de cadena ligera es una cadena lamba.

17. El anticuerpo aislado o el fragmento de unién a antigeno de la reivindicacién 15, en el que dicha regién constante
de cadena ligera es una cadena kappa.

18. Una composicion que comprende el anticuerpo aislado o el fragmento de unién a antigeno de una cualquiera de
las reivindicaciones 1-17 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

19. El anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, para su uso en
un método para tratar el cancer en un sujeto, que comprende administrar dichos anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno a dicho sujeto de modo que se trate el cancer en el sujeto.

20. El anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno del mismo para su uso de acuerdo con la reivindicacion 19, en
el que el cancer se selecciona entre el grupo que consiste en: cancer pancreatico, melanomas, cancer de mama,
cancer pulmonar, cancer de bronquios, cancer colorrectal, cancer de prostata, cancer de pancreas, cancer de
estdmago, cancer de ovario, cancer de vejiga urinaria, cancer cerebral o del sistema nervioso central, cancer del
sistema nervioso periférico, cancer de eso6fago, cancer cervical, cancer de Gtero o endometrial, cancer de la cavidad
oral o faringe, cancer de higado, cancer renal, cancer testicular, cancer del tracto biliar, cancer del intestino delgado
o apéndice, cancer de glandulas salivares, cancer de glandula tiroides, cancer de glandula suprarrenal,
osteosarcoma, condrosarcoma, y un cancer de un tejido hematoldgico.

21. Una molécula aislada de acido nucleico que comprende:

la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEC ID N° 11, que codifica una regiéon determinante de
complementariedad 1 (CDR1 de VH) de la regién variable de cadena pesada (VH);

la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEC ID N° 12, que codifica una regiéon determinante de
complementariedad 2 (CDR2 de VH) de la regién variable de cadena pesada (VH);

la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEC ID N° 13, que codifica una region determinante de
complementariedad 3 (CDR3 de VH) de la regién variable de cadena pesada (VH);

la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEC ID N° 14, que codifica una region determinante de
complementariedad 1 (CDR1 de VL) de la regién variable de cadena ligera (VL);

la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEC ID N° 15, que codifica una regiéon determinante de
complementariedad 2 (CDR2 de VL) de la regién variable de cadena ligera (VL);y

la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEC ID N° 16, que codifica una regiéon determinante de
complementariedad 3 (CDR3 de VL) de la regién variable de cadena ligera (VL);

en la que dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno se une a ILT3 humano.

22. La molécula aislada de acido nucleico de la reivindicaciéon 21 que comprende:

la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEC ID N° 9, que codifica una regién variable de cadena pesada; y
la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEC ID N° 10, que codifica una regién variable de cadena ligera.

23. Un vector de expresion recombinante que comprende las moléculas de acido nucleico de una cualquiera de las
reivindicaciones 21-22.

24. Un vector de expresion recombinante que comprende una o mas moléculas nucleotidicas que tienen una
secuencia de nucleétidos que codifica el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-4.

25. Una célula hospedadora aislada en la que se ha introducido el vector de expresion recombinante de la
reivindicacion 24.

26. Un método in vitro para producir un anticuerpo o un fragmento de union a antigeno del mismo que se une a ILT3

humano, que comprende cultivar la célula hospedadora de la reivindicacién 25 en un medio de cultivo hasta que se
produzca un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo que se una a ILT3 humano por la célula.
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