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DESCRIPCION
Anticuerpos para KIR3DL2 humanizados
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona anticuerpos o fragmentos de anticuerpo que se unen a polipéptido de KIR3DL2,
que comprenden: (a) una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 31; y (b) una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NOS: 25 o0 26. Los anticuerpos son adecuados para el tratamiento de trastornos caracterizados por células que
expresan KIR3DL2, particularmente células T CD4+, incluyendo enfermedades malignas tales como micosis
fungoide y sindrome de Sezary, y trastornos autoinmunitarios que expresan KIR3DL2.

ANTECEDENTES

Los receptores inmunoglobulinicos agresores (KIR) son una familia de receptores que, junto con los receptores de
lectina tipo C (CD94-NKG2), son usados por células NK humanas y subgrupos de linfocitos para reconocer
especificamente moléculas del MHC clase |. Ciertos KIR inhibidores y activadores tienen dominios extracelulares
muy similares y son reconocidos por el mismo anticuerpo monoclonal, p. ej. KIR2DL1 y KIR2DS1 son ambos
reconocidos por EB6, y 2DL2 y 2DS2 por GL183. Se han usado tres criterios (numero de dominios
inmunoglobulinicos extracelulares (dominios DO, D1, D2), longitud de la cola citoplasmica y analogia de secuencias)
para clasificar las proteinas de KIR en 13 grupos, a saber KIR3DL1-2, KIR3DS1, KIR2DL1-5 y KIR2DS1-5. La
nomenclatura 2D para 2 dominios o 3D para 3 dominios da el nimero de dominios inmunoglobulinicos; los
receptores con dominios citoplasmicos largos o cortos se clasifican adicionalmente como L o S. (Pascal V. y cols.,
2007 J. Immunol. 179:1625-1633). Los receptores inhibidores poseen colas citoplasmicas largas (L) (es decir,
KIR2DL o KIR3DL) que contienen un ITIM candnico que se fosforila con tirosina tras el acoplamiento con KIR de sus
ligandos del HLA clase I. El ITIM fosforilado incorpora las proteina tirosina fosfatasas que contienen el dominio de
homologia 2 del Src, fosfatasa 1 que contiene el dominio de homologia 2 del Src y/o fosfatasa 2 que contiene el
dominio de homologia 2 del Src, que desfosforilan sustratos celulares, abortando asi la sefial de activacion de NK,
es decir, reservando células diana con expresion apropiada del MHC clase | propio. Los receptores con colas
citoplasmicas cortas (S) carecen de ITIMs (es decir, KIR2DS o KIR3DS). Estos KIR activadores contienen un residuo
cargado dentro de su dominio transmembranario que facilita la interaccidon con la cadena de sefalizacién
KARAP/DAP12. Se ha mostrado que el acoplamiento de la familia KIR2DS de receptores conduce a una cascada de
episodios de sefializacion mediados por KARAP/DAP12 que culminan en un incremento de la actividad citolitica de
células NK y la produccién de citocinas proinflamatorias tales como IFN-y (Pascal y cols. 2007) J. Immunol. 179:
1625-1633). Se predice que las células NK maduras adquieren al menos un receptor inhibidor especifico para una
molécula del MHC clase | propia, que generalmente prevalece funcionalmente sobre moléculas activadoras
potencialmente autorreactivas. Se propone que la respuesta de células NK representa el rendimiento integrado de la
sefalizacion tanto activadora como inhibidora por KIR y otros receptores.

KIR3DL2 se ha estudiado como una diana para el tratamiento de enfermedades malignas que implican células T
CD4+ que expresan receptores de KIR3DL2, particularmente células T CD4+, incluyendo enfermedades malignas
tales como micosis fungoide y sindrome de Sézary (véanse, p. ej., las publicaciones PCT W02010/081890 y
W002/50122). Un ligando de KIR3DL2, HLA-B27, esta fuertemente asociado con la espondiloartritis (SpA), un grupo
de trastornos artriticos inflamatorios debilitantes tipificados por la espondilitis anquilosante (AS). La ligacion de
KIR3DL2 mediante dimeros de B27 promueve la supervivencia de subgrupos de células Th17 y NK (Bowness, y
cols. (2011) Journal of immunology 186:2672-2680; Chan, y cols. (2005) Arthritis Rheum 52:3586-3595). Se ha
mostrado que existen proporciones incrementadas de subgrupos de células Th17 y NK patégenos que expresan
KIR3DL2 en pacientes con SpA. Los estudios sugieren fuertemente que las interacciones KIR3DL2-B27 tienen un
papel fundamental que representar en la SpA y que KIR3DL2 es una diana terapéutica prometedora.

Se ha presentado la existencia de anticuerpos reactivos contra diversos polipéptidos de KIR3D. Se ha presentado la
existencia de dos anticuerpos anti-KIR3DL2: Q241 y Q66 (Pende, y cols. (1996) J Exp Med 184:505-518). Sin
embargo, estos dos anticuerpos son del isotipo IgM (pentameros) y no son muy adecuados para uso farmacéutico;
por otra parte, si sus regiones variables se situaran en el contexto de un anticuerpo de tipo IgG bivalente, se
esperaria que su afinidad fuera baja. Se presentaron células denominadas "AZ158" que producen un anticuerpo
adicional (Parolini, S., y cols. (2002) en Leucocyte typing VII. D. Mason, editor. Oxford University Press, Oxford. 415-
417; PCT publicacion WO2010/081890). El anticuerpo 5.133 esta disponible de Miltenty Biotech (Auburn CA).
Ambos anticuerpos AZ158 y 5.133 se unen a KIR3DL2 asi como KIR3DL1 (y ademas el KIR3DS1 altamente
homélogo). KIR3DL2 y KIR3DL1 comparten una identidad de amino&cidos relativamente alta y diversos ligandos de
HLA que se unen a KIR3DL2 también son reconocidos por KIR3DL1. A pesar de las inmunizaciones que dan lugar a
AZ158, Q241 y Q66, existe una necesidad de anticuerpos mejorados en aplicaciones terapéuticas y otras.
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SUMARIO DE LA INVENCION

El alcance de la presente invenciéon esta definido por las reivindicaciones y cualquier informacién que no se
encuentre dentro de las reivindicaciones se proporciona solamente para informacion.

En un aspecto, se proporcionan anticuerpos anti-KIR3DL2 con armazones humanos que tienen tanto unién al
antigeno con alta afinidad como estabilidad en formulaciones farmacéuticas. Los inventores desarrollaron
anticuerpos con diferentes armazones humanos monogénicos y de mosaico y descubrieron que ciertos aminoacidos
en el residuo 39 en la cadena pesada y 38 en la cadena ligera (Abnum) proporcionan una estabilidad fisica muy
incrementada.

Los anticuerpos ejemplares se han desarrollado usando regiones de combinacién a antigeno del anticuerpo 2B12.
Las CDRs del anticuerpo 2B12 se describen en la solicitud PCT numero PCT/EP2013/069302 presentada el 17 de
septiembre de 2013. El mAb 2B12 anti-KIR3DL2 tiene la propiedad ventajosa de no unirse al KIR3DL1
estrechamente relacionado (por homologia), ni provocar la internalizacion de KIR3DL2. La internalizacion de
KIR3DL2 dificulta mucho los enfoques basados en ADCC. Los anticuerpos son capaces de mediar en la ADCC
cuando son de isotipo apropiado (p. ej. 1IgG1), pero también son capaces de inhibir interacciones del dimero
KIR3DL2-HLA B27 con KIR3DL2. Notablemente, el bloqueo del ligando se puede conseguir sin provocar la
internalizacion del receptor. Los anticuerpos que bloquean uno o mas ligandos naturales de KIR3DL2 son asi muy
adecuados para tratar o prevenir trastornos inflamatorios, como un formato de mAb bien agotador o bien no
agotador. Se han determinado los epitopos en KIR3DL2 unido por el anticuerpo, como pérdidas de anticuerpo 2B12
que se unen a mutantes de KIR3DL2 que tienen sustituciones en los residuos 160 y G62.

En un aspecto, la divulgaciéon proporciona un anticuerpo 2B12 humanizado. En un aspecto, la divulgacion
proporciona un anticuerpo 2B12 humanizado que tiene un armazén humano de mosaico en una cadena ligera y/o
cadena pesada. Se proporcionan residuos o secuencias de regiones determinantes de la complementariedad (CDR)
y/o sitios para sustituciones de aminoacidos en la region de armazén (FR) de estos anticuerpos humanizados que
tienen propiedades mejoradas tales como, p. €j., inmunogenicidad inferior, unién a antigeno mejorada u otras
propiedades funcionales, y/o propiedades fisicoquimicas mejoradas tales como, p. €j., mejor estabilidad. En un
aspecto, la secuencia de armaz6n humana comprende una retromutacion.

El armazoén y las regiones variables proporcionados en la presente confieren a 2B12 una alta estabilidad fisica y una
baja propension a la agregacion bajo condiciones encontradas en formulaciones farmacéuticas. En particular, se
proporcionan anticuerpos que tienen las regiones de combinacién a antigeno para 2B12, con regiones de armazén
sustancialmente humanas, en donde el anticuerpo comprende en su cadena pesada una glutamina (Q) en la
posicion 39 y en su cadena ligera una glutamina en la posicién 38 (numeracion de Abnum). Sin querer limitarse por
una teoria, se cree que cuando esta presente una glutamina en la cadena ligera en el residuo 38 (numeracion de
Abnum), se construyen enlaces de H entre VH_Q39 y VL_Q38 (véase la Figura 1), dando como resultado una mayor
estabilidad fisica del anticuerpo. Estos enlaces de H pueden estabilizar la estructura cuaternaria del mAb, evitando la
exposicion de porciones hidroéfobas que son responsables de la agregacién de proteinas.

En un aspecto, el anticuerpo tiene armazones aceptores de VH y VL humanos, en donde el anticuerpo comprende
en su cadena pesada un residuo de glutamina en el residuo 39 y en su cadena ligera un residuo de glutamina en el
residuo 38. Un armazdn aceptor humano de VH y/o VL puede comprender una retromutacion (p. €j. una, dos, tres o
cuatro sustituciones de aminoacidos con respecto al correspondiente residuo donante en una o mas de las regiones
de armazon) en comparacién con un armazoén aceptor humano presente en la naturaleza. Opcionalmente, el
anticuerpo se une al mismo epitopo que los anticuerpos 2B12.

En un aspecto, el anticuerpo comprende armazones de cadena pesada 1 (FW1) y 2 (FW2) derivados del subgrupo
VH7 humano. Opcionalmente, el anticuerpo comprende el armazdon de cadena pesada 3 (FW3) derivado del
subgrupo VH7 humano. Opcionalmente, el anticuerpo comprende el armazén de cadena pesada 4 (FW4) que se
deriva de un subgrupo JH6. En un aspecto, el anticuerpo comprende armazones aceptores de cadena ligera del
subgrupo VK1 y/o VK4, opcionalmente combinados con un subgrupo JK4. Opcionalmente, el anticuerpo comprende
FW1 de cadena ligera del subgrupo VK1 humano y FW2 de cadena ligera y FW3 de cadena ligera derivados del
subgrupo VK4 humano. Opcionalmente, el anticuerpo comprende FW4 de cadena ligera derivado de un subgrupo
JK4.

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo monoclonal aislado que se une a KIR3DL2 que comprende una cadena
pesada que comprende las CDR1, 2 y 3 de cadena pesada del anticuerpo 2B12 y un armazoén aceptor de cadena
pesada humano del subgrupo VH7 humano, opcionalmente combinado con un subgrupo JH6, y una cadena ligera
que comprende las CDR1, 2 y 3 de cadena ligera del anticuerpo 2B12, un armazén aceptor de cadena ligera
humano del subgrupo VK1 y/o VK4, opcionalmente combinado con un subgrupo JK4. En un aspecto, los armazones
de cadena pesada comprenden una o mas retromutaciones. En un aspecto, los armazones de cadena ligera
comprenden una o mas retromutaciones. En un aspecto, los armazones de cadena pesada comprenden



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2747799 T3

(colectivamente) una, dos o tres retromutaciones. En un aspecto, los armazones de cadena ligera comprenden
(colectivamente) una o dos retromutaciones.

En un aspecto, el anticuerpo comprende una cadena pesada que comprende las CDR1, 2 y 3 de cadena pesada del
anticuerpo 2B12 y un armazoén aceptor de cadena pesada humano, en donde los armazones 1 (FW1) y 2 (FW2) se
derivan del subgrupo VH7 humano. Opcionalmente, el armazéon 3 (FW3) se deriva del subgrupo VH7 humano.
Opcionalmente, el armazoén 4 (FW4) se deriva de un subgrupo JH6. Opcionalmente, el anticuerpo comprende una
cadena ligera que comprende las CDR1, 2 y 3 de cadena ligera del anticuerpo 2B12 y un armazén aceptor de
cadena ligera humano del subgrupo VK1 y/o VK4, opcionalmente combinado con un subgrupo JK4. Opcionalmente,
el FW1 de cadena ligera se deriva del subgrupo VK1 humano y el FW2 de cadena ligera y el FW3 de cadena ligera
se derivan del subgrupo VK4 humano. Opcionalmente, el FW4 de cadena ligera se deriva de un subgrupo JK4. En
un aspecto, los armazones de cadena pesada comprenden una o mas retromutaciones. En un aspecto, los
armazones de cadena ligera comprenden una o mas retromutaciones. En un aspecto, los armazones de cadena
pesada comprenden (colectivamente) una, dos o tres retromutaciones. En un aspecto, los armazones de cadena
ligera comprenden (colectivamente) una o dos retromutaciones.

En un aspecto, el gen del subgrupo VH7 es IGHV7-4 (p. ej. IGHV7-4-1*02, un gen que codifica la secuencia de
aminodcidos mostrada en SEQ ID NO: 53). En un aspecto, el gen del subgrupo VK1 es IGKV1-39, p. €j., un gen que
codifica la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 44. En un aspecto, el gen del subgrupo VK4 es
IGKV4-1, p. €j., un gen que codifica la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 45.

En un aspecto, el anticuerpo comprende un armazoén aceptor de cadena pesada humano del subgrupo VH1 y/o VH7
combinado con un subgrupo JH6, y un armazén de cadena ligera humano del subgrupo VK1 y/o VK4 combinado con
un subgrupo JK4

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un anticuerpo humanizado aislado que se une a un polipéptido de
KIR3DL2 humano y comprende una CDR-L1, una CDR-L2, una CDR-L3, una CDR-H1, una CDR-H2 y una CDR-HS;
un residuo de glutamina (Q) en la posicion 39 del dominio VH dominio y una glutamina en la posiciéon 38 del dominio
VL. El residuo de glutamina (Q) en la posicion 39 puede existir naturalmente en la secuencia del armazon de VH
humana, o se puede introducir mediante sustitucion de aminoacidos u otra modificacion de la secuencia.

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo humanizado que comprende las CDR1, 2 y 3 de las cadenas pesada y
ligera del anticuerpo 2B12. En un aspecto, se proporciona un anticuerpo que comprende un armazén aceptor
humano que se une a un polipéptido de KIR3DL2 sin unirse sustancialmente a un polipéptido de KIR3DL1, en donde
el anticuerpo comprende las CDR1, 2 y 3 de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo 2B12, en donde una o mas
de las regiones del armaz6n humano comprenden una sustitucion de aminoacidos. Opcionalmente, la sustitucion es
una retromutacion. Opcionalmente, la sustitucién es una sustitucién divulgada en la presente. Opcionalmente, el
anticuerpo comprende en su cadena pesada una glutamina en el residuo 39 y en su cadena ligera una glutamina en
el residuo 38.

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo monoclonal 2B12 humanizado que comprende:

(a) una CDR 1, 2 y 3 de cadena pesada (HCDR1, HCDR2, HCDR3) que comprende una secuencia de SEQ ID NOS:
18 (HCDRH1), SEQ ID NOS: 19 (HCDR2) y SEQ ID NO: 20 (HCDR83), respectivamente, y

(b) una CDR 1, 2 y 3 de cadena ligera (LCDR1, LCDR2, LCDR3) que comprende una secuencia de SEQ ID NO: 21,
22 y 23, respectivamente. Opcionalmente, el anticuerpo tiene un armazén aceptor de cadena pesada humano del
subgrupo VH1 y/o VH7 combinado con un subgrupo JH6, y un armazén aceptor de cadena ligera humano del
subgrupo VK1 y/o VK4 combinado con un subgrupo JK4. Opcionalmente, los armazones aceptores de las cadenas
ligera y/o pesada humanos comprenden una sustitucion (p. €j. una retromutacion).

Opcionalmente, en cualesquiera aspectos de la presente de un anticuerpo 2B12, el armazén de cadena pesada
puede tener una o mas sustituciones en una posicién o posiciones seleccionadas del grupo que consiste en:
residuos 2, 38, 39, 40, 43, 48, 68, 72c, 9 y 108 (numeracion de Abnum), incluyendo cualesquiera de sus
combinaciones. Opcionalmente, en cualesquiera aspectos de la presente de un anticuerpo 2B12, el armazén de
cadena ligera tiene una o mas sustituciones en una posicién o posiciones seleccionadas del grupo que consiste en:
residuos 3, 8, 9, 21, 43, 71, 78 y 104 (numeracion de Abnum), incluyendo cualesquiera de sus combinaciones. En un
aspecto, una sustitucién o sustituciones son una retromutacién.

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo monoclonal 2B12 humanizado que comprende:

(a) una regién variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo
que consiste en 2B12-HO, -H1, -H2, -H3 y -H4; y
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(b) una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en 2B12-L0, -L1, -L2, -L3 y -L4.

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo monoclonal 2B12 humanizado que comprende:

(a) una regién variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en SEQ ID NOS: 29-33, y

(b) una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NOS: 24-28.

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo monoclonal 2B12 humanizado que comprende:

(a) una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID N: 29, y
(b) una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID N: 24.

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo monoclonal 2B12 humanizado que comprende:

(a) una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID N: 31,y
(b) una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25.

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo monoclonal 2B12 humanizado que comprende:

(a) una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 31,y
(b) una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 26.

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo monoclonal 2B12 humanizado que comprende:

(a) una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 32, y
(b) una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 26.

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo monoclonal 2B12 humanizado que comprende:

(a) una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 33, y
(b) una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 26.

En un aspecto, una region variable de cadena pesada comprende una o mas retromutaciones en una, dos, tres o
cuatro de sus regiones de armazon. En un aspecto, una region variable de cadena ligera comprende una o mas
retromutaciones en una, dos, tres o cuatro de sus regiones de armazén.

En un aspecto, se proporciona una formulacién farmacéuticamente aceptable y activa que comprende (a) de
aproximadamente 0,05 mg/ml a aproximadamente 10 mg/ml de una molécula de anticuerpo de IgG que comprende
una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en 2B12-
HO, -H1, -H2, -H3 y -H4; y una ligera que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en 2B12-L0, -L1, -L2, -L3 y -L4; (b) un sistema tamponador, p. ej. fosfato sodico, citrato sddico, borato
sddico; (c) un agente isoténico, opcionalmente NaCl; y (d) polisorbato 80, a un pH de entre 6,5 y 8, opcionalmente
aproximadamente 7,4. En un aspecto, se proporciona una formulacion farmacéuticamente aceptable y activa que
comprende (a) de aproximadamente 0,05 mg/ml a aproximadamente 10 mg/ml de anticuerpo; (b) aproximadamente
10 mM de tampén, p. ej. fosfato sédico, citrato sédico, borato sédico; (c) un agente isoténico, opcionalmente
aproximadamente 9 mg/ml de NaCl; y (d) polisorbato 80, a un pH de entre 6,5 y 8, opcionalmente aproximadamente
7,4.

En un aspecto, los anticuerpos se unen a 1, 2, 3, 4 o 5 de los alelos *002, *003, *005, *007 y/o *008 de los
polipéptidos de KIR3DL2. Opcionalmente, los anticuerpos tienen una EC50 de no mas de 5 pg/ml, opcionalmente no
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mas de 3 pg/ml, no mas de 2 pg/ml, no mas de 1 pg/ml o no mas de 0,5 pg/ml para la unién a células realizada para
expresar en su superficie un alelo de KIR3DL2 particular (p. ej. los alelos _*001, *002, *003, *005, *007 y/o *008). En
un aspecto, se proporcionan anticuerpos que se unen al polipéptido de KIR3DL2 en la regiéon de unién del ligando
(HLA) (p. €j. el bolsillo de unién del HLA) o al menos parcialmente en la cara de union del HLA de la proteina de
KIR3DL2.

En un aspecto, se proporcionan anticuerpos que se unen a un epitopo que comprende los residuos 160 y/o G62
(con referencia a SEQ ID NO: 1), y/o los anticuerpos tienen unién reducida a un polipéptido de KIR3DL2 que tiene
una mutacion en los residuos 160 y/o G62 (con referencia a SEQ ID NO: 1, p. €j. I6ON, G62S).

En otros aspectos, la divulgacion proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden estos agentes y un
portador, y conjugados que comprenden estos agentes conjugados a, p. €j., un agente citotoxico o detectable. En
otros aspectos, la divulgacion proporciona acidos nucleicos y vectores que codifican estos agentes, y células
hospedadoras que contienen estos acidos nucleicos y/o vectores. También se proporcionan métodos recombinantes
para producir los agentes al cultivar estas células hospedadoras de modo que se produzcan los acidos nucleicos. En
otros aspectos, la divulgacion proporciona articulos de fabricacién que comprenden un recipiente que comprende
estos agentes e instrucciones que se dirigen a un usuario para tratar un trastorno tal como cancer o una enfermedad
autoinmunitaria en un paciente. Opcionalmente, el articulo puede comprender otro recipiente que contiene otro
agente, en donde las instrucciones se dirigen al usuario para tratar el trastorno con el anticuerpo en combinacién con
el agente. La divulgacion también proporciona métodos para usar los agentes de la divulgacién en el tratamiento de
trastornos tales como cancer, un trastorno inflamatorio o un trastorno autoinmunitario en un paciente, opcionalmente
junto con otro agente anticanceroso o antiinflamatorio.

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

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 muestra el modelado de la estructura del anticuerpo, mostrando que cuando esta presente una
glutamina en la cadena ligera en el residuo 38 y la cadena pesada en el residuo 39, se pueden construir enlaces de
H entre VH_Q39 y VL_Q838, lo que puede explicar la mayor estabilidad fisica de estos anticuerpos.

La Figura 2 muestra curvas de supervivencia de ratones CB17-SCID injertados con Raji-KIR3DL2 de alto contenido
5 M IV y tratados IP con una respuesta a la dosis de anticuerpo 2B12-H2L1 (n=8/grupo). Los tratamientos se
iniciaban el dia 1. El final del experimento era a los 58 dias.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Introduccién

Los anticuerpos de la divulgaciéon son capaces de elegir como diana directamente y especificamente células que
expresan KIR3DL2, notablemente células T CD4+, KIR3DL2+, sin elegir como diana otras células tales como células
KIR3DL1+ (o células KIR3DL2+ KIR3DL1+, células KIR3DS1+; o células KIR3DS1 KIR3DL2+), y no se internalizan
en células KIR3DL2+. Ademas, se proporcionan anticuerpos que inhiben la unién de ligandos naturales de KIR3DL2
(o la senalizacion de KIR3DL2 inducida por ligandos). La divulgaciéon proporciona anticuerpos que tienen estas
propiedades, y que compiten entre si con respecto a la unién a una regién de KIR3DL2+ que incluye dominios 0
definidos por los residuos de aminoacido 1-98 de los polipéptidos de KIR3DL2 maduros de SEQ ID NO: 1.

KIR3DL2 (CD158k) es un homodimero conectado por disulfuro de moléculas de tres dominios de Ig de
aproximadamente 140 kD, descrito en Pende y cols. (1996) J. Exp. Med. 184: 505-518. KIR3DL1 (CD158e1) es una
molécula monémera de aproximadamente 70 kD, descrita en Colonna y Samaridis (1995) Science 268 (5209), 405-
408; el bolsillo de unién del HLA se ha descrito en Vivian y cols. (2011) Nature 479: 401-405. Ligandos naturales de
KIR3DL2 incluyen, entre otros, polipéptidos de HLA-A y HLA-B, notablemente HLA-A3 y HLA-A11 (véase Hansasuta
y cols. (2004) Eur. J. Immunol. 34: 1673-1679 y HLA-B27. HLA-B27 (véase, p. ej., Weiss y cols. (1985)
Immunobiology 170(5):367-380 para la organizacion, la secuencia y la expresién del gen HLA-B27, y para
multimeros de HLA-B27 y homodimeros de HLA-B27,, véase Allen y cols. (1999) J. Immunol. 162: 5045-5048 y
Kollnberger y cols (2007) Eur. J. Immunol. 37: 1313-1322. Segun se usa en la presente, "KIR3D" se refiere a
cualquier receptor de KIR3D (p. ej. KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DS1) individualmente o colectivamente, y el término
"KIR3D" se puede sustituir por el término "KIR3DL1, KIR3DL2 y/o KIR3DS1". De forma similar, "KIR3DL" se refiere a
cualquier receptor de KIR3DL (p. ej. KIR3DL1, KIR3DL2) individualmente o colectivamente, y el término "KIR3DL" se
puede sustituir por el término "KIR3DL1 y/o KIR3DL2". Los términos "KIR3D", "KIR3DL", "KIR3DL1", "KIR3DL2",
"KIR3DS1" incluyen cada uno adicionalmente cualquier variante, derivado o isoforma del gen KIR3D o una proteina
o proteinas codificadas a las que se refieren. Se han presentado diversas variantes alélicas para polipéptidos de
KIR3D (p. ej. KIR3DL2), cada una de estas estan abarcadas por los términos respectivos. La secuencia de
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aminodcidos del KIR3DL2 humano maduro (alelo *002) se muestra en SEQ ID NO: 1, correspondiente al nimero de
registro del Genbank AAB52520 en el que se ha omitido la secuencia lider de 21 residuos de aminoacido, y
correspondiente a la base de datos IPD KIR (publicada por the EMBL-EBI, European Bioinformatics Institute, Reino

Unido) nimero de registro KIR00066.

LMGGQDKPFL
MGPVTPAHAG
LOCWSDVMFE
SPYQLSAPSD
HERRLRAVPK
SWPSPTEPSS
TVNRQDSDEQ
SCPRAPQSGL

SARPSTVVPR
TYRCRGSRPH
HFFLHREGIS
PLDIVITGLY
VNRTFQADFP
KSGICRHLHV
DPQEVTYAQL
EGVF

GGHVALQCHY
SLTGWSAPSN
EDPSRLVGQI
EKPSLSAQPG
LGPATHGGTY
LIGTSVVIFL
DHCVFIQRKI

RRGEFNNFMLY
PLVIMVTGNH
HDGVSKANFE'S
PTVQAGENVT
RCFGSFRALP
FILLLFFLLY
SRPSQRPKTP

KEDRSHVPIF
RKPSLLAHPG
IGPLMPVLAG
LSCSSWSSYD
CVWSNSSDPL
RWCSNKKNAA
LTDTSVYTEL

HGRIFQESFEFI
PLLKSGETVI
TYRCYGSVPH
IYHLSREGEA
LVSVTGNPSS
VMDQEPAGDR
PNAEPRSKVV

SEQID NO: 1

El ADNc de KIR3DL2 (alelo *002) se muestra en el n° de registro del Genbank U30272. La secuencia de
aminodcidos precursora (incluyendo la secuencia lider) de un alelo *002 de KIR3DL2 humano se muestra en el n® de
registro del Genbank AAB52520. La secuencia de aminoacidos de un alelo *001 de KIR3DL2 humano se muestra en
el n® de registro de la base de datos IPD KIR KIR00065. La secuencia de aminoacidos de un alelo *003 de KIR3DL2
humano se muestra en el n® de registro del Genbank AAB36593 y el n° de registro de la base de datos IPD
KIR00067. La secuencia de aminoacidos de un alelo *004 de KIR3DL2 humano se muestra en el n® de registro de la
base de datos IPD KIR KIR00068. La secuencia de aminoacidos de un alelo *005 de KIR3DL2 se muestra en el n®
de registro de la base de datos IPD KIR KIR00069. La secuencia de aminoacidos de un alelo *006 (maduro) de
KIR3DL2 humano se muestra en el n® de registro del Genbank AAK30053 y el n® de registro de la base de datos IPD
KIR KIR00070. La secuencia de aminoacidos de un alelo *007 (maduro) de KIR3DL2 humano se muestra en el n® de
registro del Genbank AAK30052 y el n® de registro de la base de datos IPD KIR KIR00071. La secuencia de
aminodcidos de un alelo *008 de KIR3DL2 humano se muestra en el n® de registro del Genbank AAK30054 y el n®
de registro de la base de datos IPD KIR KIR00072. La secuencia de aminoacidos de un alelo *009 de KIR3DL2
humano se muestra en el n® de registro de la base de datos IPD KIR KIR00457. La secuencia de aminoacidos de un
alelo *011 de KIR3DL2 humano se muestra en el n® de registro de la base de datos IPD KIR KIR00544. El ADNc que
codifica un polipéptido de KIR3DL1 (CD158e2) (alelo *00101) se muestra en el n® de registro del Genbank L41269;
la secuencia de aminoacidos codificada se muestra en el n® de registro del Genbank AAA69870. Cuando esté
presente una secuencia lider en una SEQ ID NO particular que describe una secuencia polipeptidica de KIR3DL2,
cualquier referencia a las posiciones de los residuos de amino&cido en la presente seran al polipéptido de KIR3DL
maduro.

Se proporcionan métodos de uso de los compuestos que se unen a antigeno; por ejemplo, un método para inhibir la
proliferacién o la actividad celular, para aportar una molécula a una célula (p. ej. una molécula téxica, un marcador
detectable, etc.), para elegir como diana, identificar o purificar una célula, para agotar, destruir o eliminar una célula,
para reducir la proliferacion celular, comprendiendo el método exponer una célula, tal como una célula T que
expresa un polipéptido de KIR3DL2, a un compuesto que se une a antigeno de la divulgacion que se une a un
polipéptido de KIR3DL2. Se apreciara que para los propdsitos de la presente divulgacién, "proliferacién celular" se
puede referir a cualquier aspecto del crecimiento o la proliferacién de células, p. €j., el crecimiento celular, la divisién
celular o cualquier aspecto del ciclo celular. La célula puede estar en cultivo celular (in vitro) o en un mamifero (in
vivo), p. €j. un mamifero que sufra una patologia que expresa KIR3DL2. También se proporciona un método para
inducir la muerte de una célula o inhibir la proliferaciéon o la actividad de una célula que expresa un polipéptido de
KIR3DL2, que comprende exponer la célula a un compuesto que se une a antigeno que se une a un polipéptido de
KIR3DL2 conectado a un agente téxico, en una cantidad eficaz para inducir la muerte y/o inhibir la proliferacion o la
actividad de la célula. Asi, se proporciona un método para tratar a un mamifero que sufra una enfermedad
proliferativa, y cualquier afeccion caracterizada por una expansién o activacién patégena de células que expresan un
polipéptido de KIR3DL2, comprendiendo el método administrar una cantidad farmacéuticamente eficaz de un
compuesto que se une a antigeno divulgado en la presente al mamifero. Ejemplos de estas afecciones incluyen
sindrome de Sezary, micosis fungoide, CTCL, un linfoma de células T periférico, un PTCL extranodal ortovisceral (p.
€., un linfoma de NK/T o un linfoma de células T asociado a enteropatia (EATL)), un linfoma de células grandes
anaplastico (ALCL), un PTCL-NOS (no especificado de otro modo), y afecciones autoinmunitarias o inflamatorias, p.
ej. artritis, espondilitis anquilosante, una enfermedad cardiovascular.

Se proporcionan métodos para producir y usar anticuerpos y otros compuestos adecuados para el tratamiento de
trastornos (p. ej. canceres, trastornos inflamatorios y autoinmunitarios) en los que seria util eliminar células que
expresan KIR3DL2. Son abarcados anticuerpos, derivados de anticuerpo, fragmentos de anticuerpo y una célula que
los produzca, como también métodos para producir los mismos y métodos para tratar a pacientes usando los
anticuerpos y compuestos.

Puesto que los presentes anticuerpos son especificos para KIR3DL2, se pueden usar para una gama de propdsitos,
incluyendo purificar KIR3DL2 o células que expresan KIR3DL2, modular (p. ej. activar o inhibir) receptores de
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KIR3DL2 in vitro, ex vivo o in vivo, elegir como diana células que expresan KIR3DL2 para la destruccién in vivo, o
marcar/unirse a KIR3DL2 especificamente in vivo, ex vivo o in vitro, incluyendo para métodos tales como
inmunotransferencia, analisis de IHC, es decir sobre biopsias congeladas, analisis por FACS e inmunoprecipitacion.

Definiciones

Segun se usa en la memoria descriptiva, "un" o "uno(a)" puede significar uno 0 mas. Segun se usa en la
reivindicacién o las reivindicaciones, cuando se usan junto con las palabras "que comprende", las palabras "un" o
"uno(a)" pueden significar uno 0 mas. Segun se usa en la presente "otro" puede significar al menos un segundo o
mas.

Cuando se usa "que comprende”, esto se puede reemplazar opcionalmente por "que consiste esencialmente en" o
por "que consiste en".

Los términos "cancer” y "tumor”, segun se usan en la presente, se definen como un nuevo crecimiento de células o
tejido que comprende multiplicacion descontrolada y progresiva. En un aspecto especifico, con un transcurso
natural, el cancer el letal. En aspectos especificos, un cancer es invasivo, metastasico y/o anaplastico (pérdida de
diferenciacion y de orientacion entre si y con respecto a su armazoén axial).

Trastornos "autoinmunitarios" incluyen cualquier trastorno, afeccion o enfermedad en los que el sistema inmunitario
monte una reaccion contra las propias células o tejidos, debido a un fallo en la capacidad para distinguir lo propio de
lo ajeno o de otro modo. Ejemplos de trastornos autoinmunitarios incluyen artritis reumatoide, vascularitis
reumatoide, lupus eritematoso sistémico, esclerosis multiple, granulomatosis de Wegener, espondiloartritis y otros.
Un "trastorno inflamatorio" incluye cualquier trastorno caracterizado por una respuesta inmunitaria indeseada. Los
trastornos autoinmunitarios e inflamatorios pueden implicar cualquier componente del sistema inmunitario, y pueden
elegir como diana cualquier célula o tipo de célula del cuerpo.

El término "anticuerpo,” segun se usa en la presente, se refiere a anticuerpos policlonales y monoclonales.
Dependiendo del tipo de dominio constante en las cadenas pesadas, los anticuerpos son asignados a una de cinco
clases principales: IgA, IgD, IgE, IgG y IgM. Varias de estas se dividen adicionalmente en subclases o isotipos, tales
como IgG1, 1gG2, I1gG3, IgG4 y similares. Una unidad estructural inmunoglobulinica (anticuerpo) ejemplar
comprende un tetrdmero. Cada tetramero esta compuesto por dos pares idénticos de cadenas polipeptidicas,
teniendo cada par una cadena "ligera" (aproximadamente 25 kDa) y una cadena "pesada" (aproximadamente 50-70
kDa). El extremo N de cada cadena define una region variable de aproximadamente 100 a 110 o mas aminoacidos
que es responsable principalmente del reconocimiento de antigenos. Los términos cadena ligera variable (Vi) y
cadena pesada variable (Vy) se refieren a cadenas ligeras y pesadas, respectivamente. Los dominios constantes de
cadena pesada que corresponden a las diferentes clases de inmunoglobulinas se denominan "alfa," "delta,"
"épsilon,” "gamma" y "mu," respectivamente. Las estructuras subunitarias y las configuraciones tridimensionales de
diferentes clases de inmunoglobulinas son muy conocidas. IgG y/o IgM son las clases preferidas de anticuerpos
empleadas en la presente, prefiriéndose particularmente IgG, debido a que son los anticuerpos mas comunes en la
situacion fisiolégica y debido a que se elaboran facilmente en un entorno de laboratorio. Preferiblemente, el
anticuerpo es un anticuerpo monoclonal. De forma particularmente preferida, son anticuerpos humanizados,
quiméricos, humanos o de otro modo adecuados para seres humanos. "Anticuerpos" también incluye cualquier
fragmento o derivado de cualquiera de los anticuerpos descritos en la presente.

El término "se une especificamente a" significa que un anticuerpo se puede unir preferiblemente en un ensayo de
unién competitiva al socio de unién, p. ej. KIR3DL2, segun se determina usando bien formas recombinantes de las
proteinas, bien epitopos en las mismas o bien proteinas naturales presentes sobre la superficie de células diana
aisladas. Ensayos de unién competitiva y otros métodos para determinar la uniéon especifica se describen
adicionalmente posteriormente y son bien conocidos en la especialidad.

Cuando se dice que un anticuerpo "compite con” un anticuerpo monoclonal particular (p. ej. 2B12), significa que el
anticuerpo compite con el anticuerpo monoclonal en un ensayo de unién que usa bien moléculas de KIR3DL2
recombinantes o bien moléculas de KIR3DL2 expresadas superficialmente. Por ejemplo, si un anticuerpo de prueba
reduce la unién de 2B12 a un polipéptido de KIR3DL2 o una célula que expresa KIR3DL2 en un ensayo de unidn, se
dice que el anticuerpo "compite” respectivamente con 2B12.

El término "afinidad", segln se usa en la presente, significa la resistencia de la unién de un anticuerpo a un epitopo.
La afinidad de un anticuerpo esta dada por la constante de disociacion Kd, definida como [Ab] x [Ag] / [Ab-Ag],
donde [Ab-Ag] es la concentracion molar del complejo anticuerpo-antigeno, [Ab] es la concentracion molar del
anticuerpo no unido y [Ag] es la concentracién molar del antigeno no unido. La constante de afinidad K, se define
mediante 1/Kd. Ejemplos de métodos para determinar la afinidad de mAbs se pueden encontrar en Harlow y cols.,
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1988), Coligan y
cols., eds., Current Protocols in Immunology, Greene Publishing Assoc. and Wiley Interscience, N.Y., (1992, 1993), y
Muller, Meth. Enzymol. 92:589-601 (1983). Un método estandar bien conocido en la especialidad para determinar la
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afinidad de mAbs es el uso de cribado por resonancia plasménica superficial (SPR) (tal como mediante el analisis
con un dispositivo analitico de SPR BlAcore™).

Seguln se usa en la presente, un "determinante” indica un sitio de interaccién o unién en un polipéptido.

El término "epitopo" se refiere a un determinante antigénico y es la zona o regién sobre un antigeno a la que se une
un anticuerpo. Un epitopo proteinico puede comprender residuos de aminoacido implicados directamente en la union
asi como residuos de aminoacido que estan efectivamente bloqueados por el anticuerpo o péptido especifico que se
une al antigeno, es decir, residuos de aminoacido dentro de la "huella" del anticuerpo. Es la forma mas simple o
zona estructural mas pequefa en una molécula de antigeno compleja que se puede combinar con, p. €j., un
anticuerpo o un receptor. Los epitopos pueden ser lineales o conformacionales/estructurales. El término "epitopo
lineal" se define como un epitopo compuesto por residuos de aminoacido que son contiguos en la secuencia lineal
de aminoécidos (estructura primaria). El término "epitopo conformacional o estructural" se define como un epitopo
compuesto por residuos de aminodcido que no son todos contiguos y asi representan partes separadas de la
secuencia lineal de aminodcidos que son aproximados entre si mediante el plegamiento de la molécula (estructuras
secundaria, terciaria y/o cuaternaria). Un epitopo conformacional depende de la estructura tridimensional. Por lo
tanto, el término 'conformacional' se usa intercambiablemente con 'estructural'.

El término "internalizacién intracelular" o "internalizaciéon", cuando se refiere a un polipéptido de KIR3DL2 y/o un
anticuerpo que se une a este, se refiere a los episodios moleculares, bioquimicos y celulares asociados con el
proceso de translocar una molécula desde la superficie extracelular de una célula a la superficie intracelular de una
célula. Los procesos responsables de la internalizacion intracelular de moléculas son muy conocidos y pueden
implicar, entre otras cosas, la internalizacién de moléculas extracelulares (tales como hormonas, anticuerpos y
moléculas organicas pequefas); moléculas asociadas a la membrana (tales como receptores de la superficie
celular); y complejos de moléculas asociadas a la membrana unidas a moléculas extracelulares (por ejemplo, un
ligando unido a un receptor transmembranario o un anticuerpo unido a una molécula asociada a la membrana). Asi,
"inducir y/o incrementar la internalizacion intracelular" comprende episodios en los que se inicia la internalizacién
intracelular y/o se incrementa la velocidad y/o el grado de internalizacion intracelular.

El término "agotamiento”, con respecto a células que expresan KIR3DL2, significa un procedimiento, un método o un
compuesto que puede destruir, eliminar, lisar o inducir esta destruccion, eliminacion o lisis, de modo que afecte
negativamente al nimero de células que expresan KIR3DL2 presentes en una muestra o en un sujeto.

El término "agente" se usa en la presente para indicar un compuesto quimico, una mezcla de compuestos quimicos,
una macromolécula biolégica o un extracto elaborado con materiales bioldgicos. El término "agente terapéutico” se
refiere a un agente que tiene actividad biologica.

Los términos "agente téxico" y "agente citotdxico" abarcan cualquier compuesto que pueda frenar, detener o invertir
la proliferacion de células, disminuir su actividad de cualquier modo detectable, o destruirlas directamente o
indirectamente. Preferiblemente, los agentes citotoxicos provocan la muerte celular principalmente al interferir
directamente con el funcionamiento de la célula e incluyen, pero no se limitan a, agentes alquilantes, inhibidores del
factor de necrosis tumoral, intercaladores, inhibidores de los microttibulos, inhibidores de cinasas, inhibidores del
proteasoma e inhibidores de topoisomerasa. Una "carga util téxica", segin se usa en la presente, se refiere a una
cantidad suficiente de agente citotéxico que, cuando se aporta a una célula, da como resultado la muerte celular. El
aporte de una carga Util toxica se puede efectuar mediante la administracion de una cantidad suficiente de
inmunoconjugado que comprende un anticuerpo o fragmento que se une a antigeno y un agente citotdxico. El aporte
de una carga Util téxica también se puede efectuar mediante la administracion de una cantidad suficiente de un
inmunoconjugado que comprende un agente citotdéxico, en donde el inmunoconjugado comprende un anticuerpo
secundario o uno de sus fragmentos que se une a antigeno, que reconoce y se une a un anticuerpo o fragmento de
unién a antigeno.

Para los propoésitos de la presente, un anticuerpo "humanizado" o "humano" se refiere a un anticuerpo en el que la
region de armazén constante y variable derivada de una o mas inmunoglobulinas humanas esta fusionada a la
region de union, p. ej. la CDR, de una inmunoglobulina de animal. Estos anticuerpos se disefian para mantener la
especificidad de unién del anticuerpo no humano del que se derivan las regiones de unién, pero para evitar una
reaccion inmunitaria contra el anticuerpo no humano. Estos anticuerpos se pueden obtener de ratones transgénicos
u otros animales que se hayan "manipulado” para producir anticuerpos humanos especificos en respuesta a una
estimulacién antigénica (véanse, p. ej., Green y cols. (1994) Nature Genet 7:13; Lonberg y cols. (1994) Nature
368:856; Taylor y cols. (1994) Int Immun 6:579). También se puede construir un anticuerpo completamente humano
mediante métodos de transfeccion genéticos o cromosdmicos, asi como tecnologia de exposicion en fagos, todos
los cuales son conocidos en la especialidad (véase, p. €j., McCafferty y cols. (1990) Nature 348:552-553). También
se pueden generar anticuerpos humanos mediante células B activadas in vitro (véanse, p. ej., las Pat. EE. UU. N?
5.567.610 y 5.229.275).

Un "anticuerpo quimérico" es una molécula de anticuerpo en la que (a) la regién constante, o una de sus porciones,
se altera, reemplaza o intercambia de modo que el sitio de unién a antigeno (regién variable) esté conectado a una
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region constante de una clase, funcién efectora y/o especie diferente o alterada, o una molécula totalmente diferente
que confiera nuevas propiedades al anticuerpo quimérico, p. €j., una enzima, una toxina, una hormona, un factor de
crecimiento, un farmaco, etc.; o (b) la regién variable, o una de sus porciones, se altera, reemplaza o intercambia
con una region variable que tiene una especificidad antigénica diferente o alterada.

Los términos "dominio Fc", "porcion Fc" y "regién Fc" se refieren a un fragmento C-terminal de una cadena pesada
de anticuerpo, p. €j., de aproximadamente el aminoacido (aa) 230 a aproximadamente aa 450 de cadena pesada y
(gamma) humana o su secuencia homéloga en otros tipos de cadenas pesadas de anticuerpo (p. €j., a, 8, € y | para
anticuerpos humanos), o uno de sus alotipos presentes en la naturaleza.

El término "citotoxicidad mediada celularmente dependiente de anticuerpos" o "ADCC" es un término bien
comprendido en la especialidad y se refiere a una reaccion mediada celularmente en la que células citotdxicas
inespecificas que expresan receptores de Fc (FcRs) reconocen anticuerpo unido en una célula diana y
posteriormente provocan la lisis de la célula diana. Células citotdxicas inespecificas que median en la ADCC
incluyen células destructoras naturales (NK), macréfagos, monocitos, neutréfilos y eosindfilos.

Los términos "aislado", "purificado" o "biolégicamente puro" se refieren a un material que estd sustancialmente o
esencialmente libre de componentes que normalmente lo acompafan segin se encuentra en su estado natural. La
pureza y la homogeneidad se determinan tipicamente usando técnicas de quimica analitica tales como electroforesis
en gel de poliacrilamida o cromatografia de liquidos de alta resolucién. Una proteina que sea la especie
predominante presente en una preparacion esta sustancialmente purificada.

Los términos "polipéptido," "péptido" y "proteina” se usan intercambiablemente en la presente para referirse a un
polimero de residuos de aminodcido. Los términos de aplican a polimeros de aminoacidos en los que uno o mas
residuos de aminodcido son un mimético quimico artificial de un aminodcido presente en la naturaleza
correspondiente, asi como a polimeros de aminoacidos presentes en la naturaleza y un polimero de aminoacidos no
presente en la naturaleza.

El término "recombinante”, cuando se usa con referencia, p. €j., a una célula o un acido nucleico, una proteina o un
vector, indica que la célula, el &cido nucleico, la proteina o el vector, se ha modificado mediante la introduccion de un
acido nucleico o proteina heterélogos o la alteracién de un acido nucleico o una proteina naturales, o que la célula
se deriva de una célula asi modificada. Asi, por ejemplo, las células recombinantes expresan genes que no se
encuentran dentro de la forma natural (no recombinante) de la célula o expresan genes naturales que de otro modo
se expresan anormalmente, se subexpresan o no se expresan en absoluto.

Por el término "modificacién”, cuando se refiere a una secuencia de amino&cidos (p. ej., "modificacién de
aminoacidos"), se entiende una sustitucion, insercion y/o eliminacion de aminoacidos en una secuencia
polipeptidica. Por "modificacién” o "modificacion de aminodcidos" se entiende una sustitucién, insercién y/o
eliminacion de aminoacidos en una secuencia polipeptidica. Por "sustitucion de aminoacidos" o "sustitucion" se
entiende en la presente el reemplazo de un aminoacido en una posicion dada en una secuencia proteinica por otro
aminoacido. Por ejemplo, la sustitucion P14S se refiere a una variante de un polipéptido originario, en la que la
prolina en la posicién 14 se reemplaza por serina. Una "variante" de un polipéptido se refiere a un polipéptido que
tiene una secuencia de aminoacidos que es sustancialmente idéntica a un polipéptido de referencia, tipicamente un
polipéptido natural u "originario". La variante de polipéptido puede poseer una 0 mas sustituciones, eliminaciones y/o
inserciones de aminoacidos en ciertas posiciones dentro de la secuencia de aminoacidos natural.

Segun se usa en la presente, el término anticuerpo que se "une" a un polipéptido o epitopo indica un anticuerpo que
se une a dicho determinante con especificidad y/o afinidad.

El término "identidad" o "idéntico", cuando se usa en una relacién entre las secuencias de dos 0 mas polipéptidos, se
refiere a un grado de relacion de secuencias entre polipéptidos, segin se determina por el nimero de coincidencias
entre cadenas de dos 0 mas residuos de aminoacido. La "identidad" mide el porcentaje de coincidencias idénticas
entre la mas pequefia de dos o mas secuencias con alineamientos de huecos (si los hay) dirigidos por un modelo
matematico o programa informatico (es decir, "algoritmos") particular. La identidad de polipéptidos relacionados se
puede calcular facilmente mediante métodos conocidos. Estos métodos incluyen, pero no se limitan a, los descritos
en Computational Molecular Biology, Lesk, A. M., ed., Oxford University Press, Nueva York, 1988; Biocomputing:
Informatics and Genome Projects, Smith, D. W., ed., Academic Press, Nueva York, 1993; Computer Analysis of
Sequence Data, Parte 1, Griffin, A. M., y Griffin, H. G., eds., Humana Press, Nueva Jersey, 1994; Sequence Analysis
in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987; Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. y Devereux, J.,
eds., M. Stockton Press, Nueva York, 1991; y Carillo y cols., SIAM J. Applied Math. 48, 1073 (1988).

Métodos preferidos para determinar la identidad se disefian para dar la mayor coincidencia entre las secuencias
probadas. Métodos para determinar la identidad se describen en programas informaticos disponibles publicamente.
Métodos de programas informaticos preferidos para determinar la identidad entre dos secuencias incluyen el
paquete de programas GCG, que incluye GAP (Devereux y cols., Nucl. Acid. Res. 12, 387 (1984); Genetics
Computer Group, University of Wisconsin, Madison, Wis.), BLASTP, BLASTN y FASTA (Altschul y cols., J. Mol. Biol.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2747799 T3

215, 403-410 (1990)). El programa BLASTX estéa disponible publicamente de the National Center for Biotechnology
Information (NCBI) y otras fuentes (BLAST Manual, Altschul y cols. NCB/NLM/NIH Bethesda, Md. 20894; Altschul y
cols., anteriormente). También se puede usar el algoritmo de Smith Waterman bien conocido para determinar la
identidad.

Anticuerpos y epitopos

La presente divulgacion se basa, en parte, en el descubrimiento de secuencias de armazén aceptoras humanas
modificadas en las que se pueden incorporar CDRs de anticuerpo de modo que la region variable de anti-KIR3DL2
resultante retenga la capacidad para unirse al dominio DO de KIR3DL2 humano.

Estas regiones variables humanizadas y los anticuerpos que las contienen se pueden unir a un segmento de
KIR3DL2 (SEQ ID NO: 1) que comprende los residuos 160 y/o G62. Opcionalmente, los anticuerpos se unen a un
epitopo que comprende uno mas de los residuos 160 y/o G62, pero no los residuos R13, A25 y/o Q27.

A menos que se especifique otra cosa, la numeracion y la nomenclatura de aminoécidos de Abnum para
inmunoglobulinas se usa a lo largo de esta divulgacion (véase Abhinandan y Martin, (2008) Molecular Immunology
45: 3832-3839). La numeracion de secuencias usando el sistema de Abnum también se puede generar
automaticamente en http://www.bioinfo.org.uk/abs/abnum. Sin embargo, se apreciard que el experto en la técnica
puede usar un sistema de numeracion alternativo e identificar posiciones correspondientes a la numeracion de
Abnum. Para los residuos 38 y 39 en las cadenas pesadas y ligeras respectivas, la posicién de Abnum corresponde
a las mismas posiciones en el sistema de numeracién de Kabat (Kabat y cols. (1991) Sequences of Protein of
Immunological Interest, 52 ed., United States Public Health Service, National Institute of Health, Bethesda, MD).

Cuando el anticuerpo comprende una glutamina en el residuo 38 en la secuencia del dominio VL, armazones
aceptores de VH humanos preferidos comprenden una glutamina en el residuo 39 en la secuencia del dominio VH.

En un aspecto, el anticuerpo humanizado comprende un armazén de cadena pesada procedente del subgrupo VH1
humano junto con JH6, opcionalmente los anticuerpos comprenden IGHV1 -46*03, junto con IGHJ6*01. En un
aspecto, el anticuerpo humanizado comprende un armazén de cadena ligera procedente del subgrupo VK1 humano,
opcionalmente IGKV1-NL1*01.

En un aspecto, el anticuerpo humanizado comprende un armazén de cadena pesada procedente del subgrupo VH1
y/o VH7 humano, junto con JH6, opcionalmente los anticuerpos comprenden IGHV7-4-1*02 y IGHV1-c*01, junto con
IGHJ6*01. En un aspecto, el anticuerpo humanizado comprende un armazon de cadena ligera procedente del
subgrupo VK1 y VK4 humano, opcionalmente IGKV4-1*01 e IGKV1-39*01, junto con JH4, opcionalmente IGKJ4*01.

El anticuerpo humanizado puede comprender ademas una 0 mas retromutaciones en las secuencias de armazén
humanas, para, p. €j., potenciar la afinidad, la estabilidad u otras propiedades del anticuerpo humanizado.

En otro aspecto, se proporcionan anticuerpos humanizados particulares que son versiones humanizadas de 2B12.
Estos anticuerpos se caracterizan tipicamente por que comprenden residuos de aminodacido clave procedentes de
CDRs de 2B12 en secuencias de armaz6n humanas.

Anticuerpo 2B12

Ejemplos de secuencias de aminoacidos de VH y VL humanizadas del anticuerpo 2B12 se muestran en las SEQ ID
NOS: 24-28 y 29-33, respectivamente. En un aspecto, se proporciona un anticuerpo humanizado aislado que se une
a un polipéptido de KIR3DL2 humano, en donde el anticuerpo comprende: una region HCDR1 que comprende una
secuencia de aminoacidos TAGMQ como la indicada en SEQ ID NO: 18, o una secuencia de al menos 3 o0 4
aminoacidos contiguos de la misma; una region HCDR2 que comprende una secuencia de aminodacidos
WINSHSGVPKYAEDFK como la indicada en SEQ ID NO: 19, o una secuencia de al menos 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10
aminoacidos contiguos de la misma; una region HCDR3 que comprende una secuencia de aminodacidos
GGDEGVMDY como la indicada en SEQ ID NO: 20, o una secuencia de al menos 4, 5, 6, 7 u 8 aminoacidos
contiguos de la misma; una region LCDR1 que comprende una secuencia de aminoacidos KASQDVSTAVA como la
indicada en SEQ ID NO: 21, o una secuencia de al menos 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 aminodcidos contiguos de la misma;
una regién LCDR2 que comprende una secuencia de aminodcidos WTSTRHT como la indicada en SEQ ID NO: 22,
0 una secuencia de al menos 3, 4 0 5 aminoacidos contiguos de la misma; y/o una region LCDR3 que comprende
una secuencia de aminoacidos QQHYSTPWT como la indicada en SEQ ID NO: 23, o una secuencia de al menos 4,
5, 6, 7 u 8 aminodacidos contiguos de la misma.

En cualquiera de los aspectos de la presente, cualquiera de las CDRs 1, 2 y 3 de las cadenas pesadas y ligeras se
puede caracterizar por una secuencia de al menos 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 aminoacidos contiguos de la misma, y/o que
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tiene una secuencia de aminoacidos que comparte al menos 70%, 80%, 85%, 90% o 95% de identidad de secuencia
con la CDR particular o el grupo de CDRs listadas en la correspondiente SEQ ID NO.

En un aspecto, la divulgacién proporciona un anticuerpo 2B12 humanizado aislado que se une a un polipéptido de
KIR3DL2 humano, que comprende:

(a) una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18;
(b) una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 19;
(c) una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20;
(d) una CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21;
(e) una CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22;
(f) una CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 23; y
(g) secuencias de armaz6n humanas.

En un aspecto, el anticuerpo humanizado comprende un armazén de cadena pesada procedente del subgrupo VH1
y/o VH7 humano junto con JH6, opcionalmente los anticuerpos comprenden IGHV7-4-1*02 y/o IGHV1-c*01, junto
con IGHJ6*01. En un aspecto, el anticuerpo humanizado comprende un armazén de cadena ligera procedente del
subgrupo VK1 y/o VK4 humano, opcionalmente IGKV4-1*01 y/o IGKV1-39*01, junto con JH4, opcionalmente
IGKJ4*01.

Opcionalmente, un armazén humano comprende una o mas mutaciones, p. €j. retromutaciones. El Ejemplo 1
muestra la identificacion de armazones y retromutaciones en las regiones variables de 2B12. En comparacion con
2B12 quimérico, estos mutantes probados mostraban un perfil de unién comparable a las dos concentraciones de
mAb usadas en el ensayo. Aspectos de la divulgacion incluyen asi las variantes de cadena pesada de 2B12
retromutadas que tienen retromutaciones en uno cualquiera o0 mas (o cualquier combinaciéon de) los siguientes
residuos, usando la numeraciéon de Abnum:

2B12 VH: 2, 38, 39, 40, 43, 48, 68, 72c, 91, 108.

Aspectos adicionales de la divulgacion incluyen asi las variantes de cadena ligera de 2B12 retromutadas que tienen
retromutaciones en uno cualquiera 0 mas (o cualquier combinacién de) los siguientes residuos:

2B12VL:3, 8,9, 21,43, 71, 78, 104.

El anticuerpo humanizado puede comprender ademas una o mas mutaciones (p. ej. retromutaciones) adicionales en
las secuencias de armazon humanas, para, p. €j., potenciar la afinidad, la estabilidad u otras propiedades del
anticuerpo humanizado.

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo 2B12 humanizado aislado que se une a polipéptido de KIR3DL2
humano, que comprende:

(a) una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18;
(b) una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 19;
(c) una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20;
(d) una CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21;
(e) una CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22;

(f) una CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23;y
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(g9) secuencias de armazén humanas, en donde un residuo de glutamina (Q) estd presente en la posicion 39 del
dominio VH y en la posicion 38 del dominio VL. Opcionalmente, las secuencias de armazén humanas comprenden
ademas una o mas retromutaciones.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona anticuerpos humanizados que comprenden un dominio VH que tiene al
menos aproximadamente 80% de identidad de secuencia (p. €j., al menos aproximadamente 85%, 90%, 95%, 97%,
98% o0 mas de identidad) con el dominio VH de 2B12 o 2B12 humanizado de SEQ ID NOS: 29-33. En otro aspecto
particular, la divulgacién proporciona un anticuerpo humanizado que se une a KIR3DL2, que comprende (a) un
dominio VH dominio que comprende residuos de CDR no humanos incorporados en un dominio VH humano, en
donde el dominio VH es al menos aproximadamente 80% (tal como al menos 90%, 95%, 97%, 98%) idéntico a VH
de 2B12 humanizado de SEQ ID NOS: 29-33, y (b) (a) un dominio VL que comprende residuos de CDR no humanos
incorporados en un dominio VL humano, en donde el dominio VL es al menos aproximadamente 80% (tal como al
menos 90%, 95%, 97%, 98%) idéntico a VL de 2B12 humanizado de SEQ ID NOS: 24-28.

El residuo de glutamina (Q) en la posicion 39 puede existir naturalmente en la secuencia de armazén de VH
humana, o se puede introducir mediante sustituciéon de aminoacidos u otra modificacion de la secuencia.

El anticuerpo 2B12 puede comprender adicionalmente un dominio constante de IgG humano (p. ej. IgG1, 1gG4).
Opcionalmente, el dominio constante es un dominio de IgG1 que comprende una modificaciéon para incrementar la
unién al receptor de Fc. Opcionalmente, el dominio constante es un dominio de IgG (p. ej. IgG1, IgG4) que
comprende una modificacién para disminuir la unién al receptor de Fc.

Para la produccién recombinante de anticuerpos humanizados, regiones de VH y VL humanizadas, o versiones
variantes de las mismas, se pueden clonar en vectores de expresién que codifican regiones constantes de longitud
completa o truncadas procedentes de un anticuerpo humano segun métodos recombinantes estandar (véase, p.
ej., Sambrook y cols., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 Ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, Nueva York, 1989). El resultado es una linea celular transfectada que expresa y secreta la molécula de
anticuerpo humanizado de interés, que comprende las regiones de VH y VL seleccionadas y regiones constantes.
Se conocen secuencias de ADNc que codifican las regiones constantes de anticuerpos humanos.

Si se desea, la clase de un anticuerpo humanizado también se puede "conmutar" mediante métodos conocidos. Se
pueden usar técnicas de conmutacion de clases para convertir una subclase de IgG en otra, p. €j., de IgG1 a IgG2.
Asi, la funcion efectora de los anticuerpos de la divulgacion se puede cambiar al conmutar el isotipo hasta, p. €j., un
anticuerpo de IgG1, 19gG2, 1gG3, IgG4 para diversos usos terapéuticos.

Se contemplan diversas formas de los anticuerpos humanizados (p. ej. 2B12). Por ejemplo, el anticuerpo
humanizado puede ser un fragmento de anticuerpo, tal como un Fab u otro tipo de fragmento descrito en la
presente. Alternativamente, el anticuerpo humanizado puede ser un anticuerpo de longitud completa o intacto, tal
como un anticuerpo de IgG1 o IgG4 de longitud completa o intacto. La regi6on constante se puede modificar
adicionalmente segun métodos conocidos. Por ejemplo, en una region constante de 1gG4, el residuo S241 se puede
mutar en un residuo de prolina (P) para permitir la formacion completa de puentes de disulfuro en la bisagra (véase,
p. €j., Angal y cols., Mol Immunol. 1993;30:105-8).

En un aspecto, cuando se desee el bloqueo de KIR3DL2 (p. ej. la inhibicion de la union de KIR3DL2 por sus ligandos
de HLA) sin agotamiento (p. ej. a través de CDC o ADCC) de la célula que expresa KIR3DL2, el anticuerpo
humanizado es un anticuerpo de IgG4 de longitud completa o uno de sus fragmentos. En un aspecto, cuando se
desee el agotamiento (p. ej. a través de CDC o ADCC) de la célula que expresa KIR3DL2, el anticuerpo humanizado
es un anticuerpo de IgG1 de longitud completa o uno de sus fragmentos que comprende una regién Fc que se une a
receptores de Fc (p. ej. CD16). El anticuerpo puede comprender ademas un dominio constante de IgG1 humano que
comprende una modificacién, p. ej. para incrementar la unién al receptor de Fc.

En vista de la capacidad de los anticuerpos anti-KIR3DL2 (particularmente los anticuerpos no internalizantes) para
inducir ADCC y CDC, los anticuerpos también se pueden elaborar con modificaciones que incrementen su capacidad
para unirse a receptores de Fc que pueden afectar a funciones efectoras tales como la citotoxicidad dependiente de
anticuerpos, la desgranulacién de mastocitos y la fagocitosis, asi como sefiales inmunomoduladoras tales como la
regulacion de la proliferacion de linfocitos y la secrecién de anticuerpos. Modificaciones tipicas incluyen regiones
constantes de IgG1 humanas modificadas que comprenden al menos una sustitucién (p. ej. sustitucién,
eliminaciones, inserciones) de aminodacido, y/o tipos alterados de glicosilacion, p. ej., hipofucosilacion. Estas
modificaciones pueden afectar a la interaccion con receptores de Fc: FcyRI (CD64), FcyRIl (CD32) y FcyRIIl (CD
16). FcyRI (CD64), FcyRIIA (CD32A) y FcyRIll (CD 16) son receptores activadores (es decir, potenciacion del
sistema inmunitario) mientras que FcyRIIB (CD32B) es un receptor inhibidor (es decir, amortiguacién del sistema
inmunitario). Una modificacion, por ejemplo, puede incrementar la union del dominio Fc a FcyRllla sobre células
efectoras (p. ej. NK). Ejemplos de modificaciones se proporcionan en el documento WO2014044686 presentado el
17 de septiembre de 2013.
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En algunos aspectos, los anticuerpos que comprenden una regién Fc variante comprenden al menos una
modificacién de aminoé&cido (poseyendo, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 mas modificaciones de amino&cidos)
en el dominio CH3 de la regién Fc. En otros aspectos, los anticuerpos que comprenden una regién Fc variante
comprenden al menos una modificacion de aminoacido (poseyendo, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 mas
modificaciones de aminoacidos) en el dominio CH2 de la regién Fc, que se define que se extiende desde los
aminoacidos 231-341. En algunos aspectos, los anticuerpos comprenden al menos dos modificaciones de
aminoacidos (poseyendo, por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 mas modificaciones de aminoacidos), en donde al
menos una de estas modificaciones esta en la regién CH3 y al menos una de estas modificaciones esta en la region
CH2. También se abarca una modificacion de aminoacido en la regidon de bisagra. En un aspecto, se abarca una
modificacién de aminodacido en el dominio CH1 de la regién Fc, que se define que se extiende desde los
aminoacidos 216-230. Se puede realizar cualquier combinacion de modificaciones de Fc, por ejemplo cualquier
combinacion de diferentes modificaciones divulgadas en las Patentes de Estados Unidos N°US,
7.632.497,7.521.542, 7.425.619, 7.416.727, 7.371.826, 7.355.008, 7.335.742, 7.332.581, 7.183.387,
7.122.637,6.821.505 y 6.737.056; en las Publicaciones PCT N¢ W02011/109400; WO 2008/105886; WO
2008/002933; WO 2007/021841; WO 2007/106707; WO 06/088494; WO 05/115452; WO 05/110474; WO
04/1032269; WO 00/42072; WO 06/088494; WO 07/024249; WO 05/047327; WO 04/099249 y WO 04/063351; y
en Lazar y cols. (2006) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 103(11): 405-410; Presta, L.G. y cols. (2002) Biochem. Soc. Trans.
30(4):487-490; Shields, R.L. y cols. (2002) J. Biol. Chem. 26; 277(30):26733-26740 y Shields, R.L. y cols. (2001) J.
Biol. Chem. 276(9):6591-6604).

Los anticuerpos anti-KIR3DL2 pueden comprender una region Fc variante, en la que la regién Fc variante
comprende al menos una modificacion de aminoacido (poseyendo, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 mas
modificaciones de aminoacidos) con relacion a la region Fc silvestre, de modo que la molécula tenga una funcién
efectora potenciada con relacion a una molécula que comprende una region Fc silvestre, opcionalmente en donde la
region Fc variante comprende una sustitucién en una cualquiera o0 mas de las posiciones 221, 239, 243, 247, 255,
256, 258, 267, 268, 269, 270, 272, 276, 278, 280, 283, 285, 286, 289, 290, 292, 293, 294, 295, 296, 298, 300, 301,
303, 305, 307, 308, 309, 310, 311, 312, 316, 320, 322, 326, 329, 330, 332, 331, 332, 333, 334, 335, 337, 338, 339,
340, 359, 360, 370, 373, 376, 378, 392, 396, 399, 402, 404, 416, 419, 421, 430, 434, 435, 437, 438 y/0 439. En un
aspecto, los anticuerpos anti-KIR3DL2 pueden comprender una regién Fc variante, en donde la region Fc variante
comprende al menos una modificaciéon de aminoacido (poseyendo, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 mas
modificaciones de aminoacidos) con relacion a una region Fc silvestre, de modo que la molécula tenga una funcién
efectora potenciada con relacion a una molécula que comprende una region Fc silvestre, opcionalmente en donde la
region Fc variante comprende una sustitucion en una cualquiera o0 méas de las posiciones 239, 298, 330, 332, 333 y/o
334 (p. ej. sustituciones S239D, S298A, A330L, I1332E, E333A y/o K334A).

En un aspecto, los anticuerpos que tienen regiones Fc variantes o silvestres pueden tener patrones de glicosilacion
alterados que incrementan la capacidad de unién al receptor de Fc de los anticuerpos. Estas modificaciones de
carbohidratos se pueden efectuar, por ejemplo, al expresar el anticuerpo en una célula hospedadora con maquinaria
de glicosilacion alterada. Células con maquinaria de glicosilaciéon alterada se han descrito en la especialidad y se
pueden usar como células hospedadoras en las que expresar anticuerpos recombinantes para producir de ese modo
un anticuerpo con glicosilacion alterada. Véanse, por ejemplo, Shields, R.L. y cols. (2002) J. Biol. Chem. 277:26733-
26740; Umana y cols. (1999) Nat. Biotech. 17:176-1, asi como la Patente Europea N°% EP 1.176.195;las
Publicaciones PCT WO 06/133148; WO 03/035835; WO 99/54342. En un aspecto, los anticuerpos se hipofucosilan
en su regiéon constante. Estos anticuerpos pueden comprender una alteracién de aminoacido o pueden no
comprender una alteracion de aminoacido, pero se pueden producir o tratar bajo condiciones que den esta
hipofucosilacién. En un aspecto, una composiciéon de anticuerpo comprende un anticuerpo quimérico, humano o
humanizado descrito en la presente, en donde al menos 20, 30, 40, 50, 60, 75, 85, 90, 95% o sustancialmente todas
las especies de anticuerpo de la composicién tienen una regién constante que comprende una estructura de
carbohidrato nuclear (p. €j. estructuras complejas, hibridas y con alto contenido de manosa) que carece de fucosa.
En un aspecto, se proporciona una composicion de anticuerpo que esta libre de anticuerpos que comprenden una
estructura de carbohidrato nuclear que tiene fucosa. El carbohidrato nuclear sera preferiblemente una cadena
sacarina en Asn297.

Produccién de Anticuerpos Anti-KIR3DL2

Los anticuerpos se pueden producir mediante una variedad de técnicas conocidas en la especialidad. Tipicamente,
se producen mediante la inmunizacién de un animal no humano, preferiblemente un ratén, con un inmundgeno que
comprende un polipéptido de KIR3DL2, preferiblemente un polipéptido de KIR3DL2 humano. Los anticuerpos
también se pueden producir mediante la seleccion de bibliotecas combinatorias de inmunoglobulinas.

La divulgacién también proporciona &cidos nucleicos aislados que codifican los anticuerpos anti-KIR3DL2 descritos
en la presente, asi como vectores y células hospedadoras que comprenden estos acidos nucleicos. En un aspecto,
se proporciona un fragmento de &cido nucleico que codifica el agente segun la divulgacién. En un aspecto, un
fragmento de &cido nucleico que codifica el agente segun la divulgacion, que se selecciona de un ADN y un
fragmento de ARN. También se proporcionan métodos para producir estos anticuerpos anti-KIR3DL2 usando
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técnicas recombinantes tales como, p. €j., cultivar células hospedadoras adecuadas que comprenden estos &cidos
nucleicos o vectores de modo que se exprese el &cido nucleico y se produzca el anticuerpo humanizado. Antes del
cultivo, la célula hospedadora, por ejemplo, se puede cotransfectar con un vector que comprende acidos nucleicos
que codifican un dominio pesado variable y con un vector que comprende acido nucleico que codifica un dominio
ligero variable. Adicionalmente, el anticuerpo se puede recuperar y/o purificar del cultivo de células hospedadoras
usando técnicas conocidas. Vectores, células hospedadoras y técnicas Utiles se describen adicionalmente
posteriormente. Generalmente, para la produccién recombinante del anticuerpo, un &cido nucleico que lo codifica se
aisla y se inserta en un vector replicable para la clonacién adicional (amplificaciéon del ADN) o para la expresion,
tipicamente conectado operativamente a uno o mas elementos de control de la expresién. ADN que codifica el
anticuerpo monoclonal se aisla y se secuencia facilmente usando procedimientos convencionales (p. €j., al usar
sondas oligonucleotidicas que son capaces de unirse especificamente a genes que codifican las cadenas pesadas y
ligeras del anticuerpo). Muchos vectores son conocidos y estan disponibles. Los componentes del vector incluyen
generalmente, pero no se limitan a, uno o0 mas de los siguientes: una secuencia de sefial, un origen de replicacion,
uno o mas genes marcadores, un elemento potenciador, un promotor y una secuencia de terminacién de la
transcripcion.

La identificacion de uno o mas anticuerpos que se unen a KIR3DL2, de forma particular sustancialmente o
esencialmente el mismo epitopo que el anticuerpo 2B12 monoclonal, se puede determinar facilmente usando uno
cualquiera de una variedad de ensayos de cribado inmunolégicos en los que se puede evaluar la competicion de
anticuerpos. Muchos de estos ensayos se ponen practica en normalmente y son muy conocidos en la especialidad
(véase, p. €j., la Pat. EE. UU. N® 5.660.827). Se entendera que determinar realmente el epitopo al que se une un
anticuerpo descrito en la presente no se requiere de ningiin modo para identificar un anticuerpo que se une al mismo
o sustancialmente el mismo epitopo que el anticuerpo monoclonal descrito en la presente. Se puede usar cualquiera
de una variedad de ensayos para determinar la unién de un anticuerpo KIR3DL2 humano. Protocolos basados en
ELISAs, radioinmunoensayos, transferencia Western, BIACORE y otros ensayos competitivos, entre otros, son
adecuados para el uso y son muy conocidos en la especialidad.

Por ejemplo, cuando los anticuerpos de prueba que se van a examinar se obtienen de diferentes animales fuente, o
incluso son de un isotipo de Ig diferente, se puede emplear un ensayo de competicion simple en el que los
anticuerpos de control (un anticuerpo tal como 2B12) y de prueba se mezclan (o preadsorben) y se aplican a una
muestra que contiene polipéptido de KIR3DL2s. Protocolos basados en transferencia Western y el uso de analisis
BIACORE son adecuados para el uso en estos estudios de competicién.

En ciertos aspectos, se premezclan los anticuerpos de control (2B12) con cantidades variables de los anticuerpos de
prueba (p. €j., aproximadamente 1:10 o aproximadamente 1:100) durante un periodo antes de aplicar a la muestra
de antigeno KIR3DL2. En otros aspectos, el control y cantidades variables de anticuerpos de prueba simplemente se
pueden mezclar durante la exposicion a la muestra de antigeno KIR3DL2. En tanto que se puedan distinguir los
anticuerpos unidos de los libres (p. €j., al usar técnicas de separacion o lavado para eliminar anticuerpos no unidos)
y 2B12 de los anticuerpos de prueba (p. e€j., al usar anticuerpos secundarios especificos de una especie o
especificos de un isotipo o al marcar especificamente 2B12 con un marcador detectable) se puede determinar si los
anticuerpos de prueba reducen la uniéon de 2B12 a los antigenos, indicando que el anticuerpo de prueba reconoce
sustancialmente el mismo epitopo que 2B12. La unién de los anticuerpos de control (marcados) en ausencia de un
anticuerpo competitivamente irrelevante puede servir como el valor alto de control. El valor bajo de control se puede
obtener al incubar los anticuerpos (2B12) marcados con anticuerpos no marcados exactamente del mismo tipo
(2B12), donde se produciria competicién y se reduciria la union de los anticuerpos marcados. En un ensayo de
prueba, una reduccion significativa en la reactividad del anticuerpo marcado en presencia de un anticuerpo de
prueba es indicativa de un anticuerpo de prueba que reconoce sustancialmente el mismo epitopo y que "reacciona
de forma cruzada" o compite con el anticuerpo (2B12) marcado. Se considera que cualquier anticuerpo de prueba
que reduzca la union de 2B12 a antigenos KIR3DL2 en al menos aproximadamente 50%, tal como al menos
aproximadamente 60%, 0 mas preferiblemente al menos aproximadamente 80% o 90% (p. ej., aproximadamente 65-
100%), en cualquier relacion de 2B12:anticuerpo de prueba entre aproximadamente 1:10 y aproximadamente 1:100,
es un anticuerpo que se une sustancialmente al mismo epitopo o determinante que 2B12. Preferiblemente, este
anticuerpo de prueba reducird la union de 10F6 al antigeno KIR3DL2 en al menos aproximadamente 90% (p. €j.,
aproximadamente 95%).

La competicién también se puede evaluar, por ejemplo, mediante una prueba de citometria de flujo. En esta prueba,
células que soportan un polipéptido de KIR3DL2 dado se pueden incubar en primer lugar con 2B12, por ejemplo, y a
continuacion con el anticuerpo de prueba marcado con un fluorocromo o biotina. Se dice que el anticuerpo compite
con 10F6 si la unién obtenida tras la preincubacion con una cantidad saturante de 2B12 es aproximadamente 80%,
preferiblemente aproximadamente 50%, aproximadamente 40% o menos (p. ej., aproximadamente 30%, 20% o
10%) de la unién (segun se mide por medio de fluorescencia) obtenida mediante el anticuerpo sin preincubacién con
2B12. Alternativamente, se dice que un anticuerpo compite con 2B12 si la unién obtenida con un anticuerpo 2B12
marcado (mediante un fluorocromo o biotina) sobre células preincubada con una cantidad saturante de anticuerpo
de prueba es aproximadamente 80%, preferiblemente aproximadamente 50%, aproximadamente 40%, o0 menos (p.
ej., aproximadamente 30%, 20% o 10%) de la unidn obtenida sin preincubacién con el anticuerpo de prueba.
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También se puede emplear un ensayo de competicion simple en el que un anticuerpo de prueba se preadsorbe y se
aplica en una concentracion saturante a una superficie sobre la que esta inmovilizado un antigeno KIR3DL2. La
superficie en el ensayo de competicion simple es preferiblemente un chip BIACORE (u otro medio adecuado para el
analisis por resonancia plasménica superficial). A continuacién, el anticuerpo de control (p. ej., 2B12) se pone en
contacto con la superficie a una concentracién saturante de KIR3DL2 y se mide la union del KIR3DL2 y la superficie
del anticuerpo de control. Esta unién del anticuerpo de control se compara con la unién del anticuerpo de control a la
superficie que contiene KIR3DL2 en ausencia de anticuerpo de prueba. En un ensayo de prueba, una reduccién
significativa en la union de la superficie que contiene KIR3DL2 por el anticuerpo de control en presencia de un
anticuerpo de prueba indica que el anticuerpo de prueba reconoce sustancialmente el mismo epitopo que el
anticuerpo de control, de modo que el anticuerpo de prueba "reacciona de forma cruzada" con el anticuerpo de
control. Se puede considerar que cualquier anticuerpo de prueba que reduzca la unién del anticuerpo de control (tal
como 2B12) a un antigeno KIR3DL2 en al menos aproximadamente 30% o mas, preferiblemente aproximadamente
40%, es un anticuerpo que se une sustancialmente al mismo epitopo o determinante que un control (p. ej., 2B12).
Preferiblemente, este anticuerpo de prueba reducira la union del anticuerpo de control (p. ej., 2B12) al antigeno
KIR3DL2 en al menos aproximadamente 50% (p. ej., al menos aproximadamente 60%, al menos aproximadamente
70%, 0 mas). Se apreciara que el orden de anticuerpos de control y prueba se puede invertir: esto es, el anticuerpo
de control se puede unir en primer lugar a la superficie y el anticuerpo de prueba se pone en contacto con la
superficie posteriormente en un ensayo de competicion. Preferiblemente, el anticuerpo que tiene mayor afinidad para
el antigeno KIR3DL2 se une a la superficie en primer lugar, ya que se esperara que la disminucién en la unién
observada para el segundo anticuerpo (suponiendo que los anticuerpos sean reactivos de forma cruzada) sea de
mayor magnitud. Ejemplos adicionales de estos ensayos se proporcionan, p. €j., en Saunal (1995) J. Immunol.
Methods 183: 33-41.

Preferiblemente, los anticuerpos monoclonales que reconocen un epitopo de KIR3DL2 reaccionaran con un epitopo
que esté presente en un porcentaje sustancial de o incluso todas las células pertinentes, p. €j., células T CD4+
malignas procedentes de un paciente con SS o MF, pero no reaccionaran significativamente con otras células, es
decir, células que no expresen KIR3DL2. En un aspecto, los anticuerpos anti-KIR3DL2 se unen a KIR3DL2 pero no
se unen a KIR3DL1 y/o KIR3DS1.

En algunos aspectos, los anticuerpos se uniran a células que expresan KIR3DL2 procedentes de un individuo o
individuos con una enfermedad caracterizada por la expresion de células positivas a KIR3DL2, es decir un individuo
que es un candidato para el tratamiento con uno de los métodos descritos en la presente usando un anticuerpo anti-
KIR3DL2. Segun esto, una vez que se obtiene un anticuerpo que reconoce especificamente KIR3DL2 sobre células,
se puede probar con respecto a su capacidad para unirse a células positivas a KIR3DL2 (p. ej. células T CD4+
malignas) tomadas de un paciente con un trastorno tal como SS o MF. En particular, antes de tratar a un paciente
con uno de los presentes anticuerpos, sera beneficioso probar la capacidad del anticuerpo para unirse a células
malignas tomadas del paciente, p. ej. en una muestra de sangre, para maximizar la probabilidad de que la terapia
sea beneficiosa en el paciente.

En un aspecto, los anticuerpos son validados en un inmunoensayo para probar su capacidad para unirse a células
que expresan KIR3DL2, p. ej. células T CD4+ malignas, células CD4+ proinflamatorias. Por ejemplo, se toman
linfocitos de sangre periférica (PBLs) de una pluralidad de pacientes y células T CD4+ se enriquecen a partir de los
PBLs, p. €j., mediante citometria de flujo usando anticuerpos pertinentes (para células CD4+ malignas véase, p.
ej., Bagot y cols. (2001) Blood 97:1388-1391), o fracciones de células CD4+CD28- se aislan mediante separacién
magnética en una columna de MACS (Miltenyi Biotec). A continuacion, se evalla la capacidad de un anticuerpo
dado para unirse a las células usando métodos estandar muy conocidos para los expertos en la especialidad. Los
anticuerpos que se encuentra que se unen a una proporcion sustancial (p. ej., 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%,
80% o mas) de células que se sabe que expresan KIR3DL2, p. €j. células T, a partir de un porcentaje significativo de
individuos o pacientes (p. €j., 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50% o mas), son adecuados para el uso en la presente,
tanto con propésitos de diagndstico para determinar la presencia o el nivel de células T malignas en un paciente
como para el uso en los métodos terapéuticos descritos en la presente, p. €j., para el uso para incrementar o
disminuir el numero o la actividad de células T malignas. Para evaluar la union de los anticuerpos a las células, los
anticuerpos se pueden marcar bien directamente o bien indirectamente. Cuando se marcan indirectamente,
tipicamente se anade un anticuerpo marcado secundario. La unién de los anticuerpos a las células se puede
detectar a continuacion usando, p. €j., analisis citofluorométrico (p. ej. FACScan). Estos métodos son muy conocidos
por los expertos en la especialidad.

La determinacion de si un anticuerpo se une dentro de una region epitépica se puede llevar a cabo de modos
conocidos para el experto en la especialidad. Como un ejemplo de estos métodos de cartografia/caracterizacion,
una regién epitopica para un anticuerpo anti-KIR3DL2 se puede determinar mediante "obtencion de la huella"
epitépica usando la modificacion quimica de las aminas/los carboxilos expuestos en la proteina de KIR3DL2.
Véanse, p. €j., Ehring H, Analytical Biochemistry, Vol. 267 (2) pp. 252-259 (1999) Engen, J. R. y Smith, D. L. (2001)
Anal. Chem. 73, 256A-265A. Otro ejemplo de una técnica de identificacion epitépica adecuada es la cartografia
epitdpica por resonancia magnética nuclear (NMR). Véanse, p. €j., Ernst Schering Res Found Workshop. 2004; (44):
149-67; Huang y cols. Journal de Molecular Biology, Vol. 281 (1) pp. 61-67 (1998); y Saito y Patterson, Methods.
1996 Jun; 9 (3): 516-24. La cartografia/caracterizacion epitépica también se puede realizar usando métodos
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espectrométricos de masas. Véanse, p. ej., Downard, J Mass Spectrom. Abril 2000; 35 (4): 493-503 y Kiselar y
Downard, Anal Chem. 1 de mayo de 1999; 71 (9): 1792-801. La mutagénesis dirigida localmente es otra técnica util
para la elucidacion de un epitopo de unidén. Por ejemplo, en el "escaneo de alanina", cada residuo dentro de un
segmento proteinico se reemplaza por un residuo de alanina, y se miden las consecuencias para la afinidad de
unién. Véanse, p. ej., Clackson y Wells, Science 1995; 267:383-386; y Wells, Proc Natl Acad Sci USA 1996; 93:1-6.
Otras formas de ensayo "libres de marcador" para la evaluacién epitopica incluyen resonancia plasménica superficial
(SPR, BIACORE) y espectroscopia de interferencia reflectométrica (RifS). Véanse, p. ej., Fagerstam y cols., Journal
of Molecular Recognition 1990;3:208-14; Nice y cols., J. Chromatogr. 1993; 646:159-168; Leipert y cols., Angew.
Chem. Int. Ed. 1998; 37:3308-3311; Krdger y cols., Biosensors and Bioelectronics 2002; 17:937-944.

También se debe apuntar que un anticuerpo que se una al mismo o sustancialmente el mismo epitopo que un
anticuerpo descrito en la presente se puede identificar en uno o mas de los ensayos competitivos ejemplares o
ensayos para unién a polipéptidos mutantes de KIR3DL2 descritos en la solicitud PCT nimero PCT/EP2013/069302
presentada el 17 de septiembre de 2013. La union del anticuerpo anti-KIR3DL2 a células transfectadas con los
mutantes de KIR3DL2 se mide y se compara con la capacidad del anticuerpo anti-KIR3DL2 para unirse a polipéptido
de KIR3DL2 silvestre (SEQ ID NO:1). Una reduccién en la unién entre un anticuerpo anti-KIR3DL2 y un polipéptido
de KIR3DL2 mutante segun se usa en la presente significa que hay una reduccion en la afinidad de unién (p. €j.,
segun se mide mediante métodos conocidos tales como prueba por FACS de células que expresan un mutante
particular, o mediante la prueba Biacore de union a polipéptidos mutantes) y/o una reduccion en la capacidad de
union total del anticuerpo anti-KIR3DL2 (p. ej., segun se evidencia por una disminucién en la Bmax en una gréfica de
concentracion de anticuerpo anti-KIR3DL2 frente a concentracién de polipéptido). Una reduccion significativa en la
unién indica que el residuo mutado esta implicado directamente en la unién al anticuerpo anti-KIR3DL2 o esta en
gran proximidad a la proteina de unién cuando el anticuerpo anti-KIR3DL2 esta unido a KIR3DL2. Un epitopo de
anticuerpo incluird asi preferiblemente este residuo y puede incluir residuos adicionales adyacentes a este residuo.

Tipicamente, un anticuerpo anti-KIR3DL2 en la presente tiene una afinidad para un polipéptido de KIR3DL2 en el
mtervalo de aproximadamente 10*a aproximadamente 10 REYR (p. €j., de aproximadamente 10%a aproxmadamente
10" M ) Por ejemplo, un antlcuerpo puede tener una constante de disociacion (Kq) media de menos de 1 x 10°M
con respecto a KIR3DL2, segun se determina mediante, p. €j., cribado por resonancia plasmonica superf|0|al (SPR)
(tal como mediante andlisis con un dispositivo analitico de SPR BIAcoreTM) En un aspecto ejemplar mas partlcular
un anticuerpo puede tener una Ky de aproxmadamente 1 x 10°M a aproximadamente 1 x 10'°M, o de
aproximadamente 1 x 10° “Ma aproximadamente 1 x 10" M, para KIR3DL2.

Los anticuerpos se pueden caracterizar, por ejemplo, por una Kg media de no mas de aproximadamente (es decir
mejor afinidad que) 100, 60, 10, 5 o 1 nanomolar. La K4 se puede determinar, por ejemplo, al inmovilizar proteinas
de KIR3DL2 humanas producidas recombinantemente sobre una superficie de un chip, seguido por la aplicacion del
anticuerpo que se ha de probar en solucién.

Una vez que se obtiene un compuesto que se une a antigeno, generalmente se evaluara con respecto a la
internalizacion (preferiblemente, un anticuerpo no se internalizard) en células diana que expresan KIR3DL2, y/o la
capacidad para provocar la internalizacion de KIR3DL2 en células diana que expresan KIR3DL2, para inducir ADCC
o CDC hacia, inhibir la actividad proinflamatoria y/o la proliferacion de y/o provocar la eliminacion de células diana
que expresan KIR3DL2. La evaluacion de la capacidad del compuesto que se une a antigeno para internalizarse o
para inducir ADCC, CDC o conducir generalmente a la eliminacién o la inhibicion de la actividad de células diana
que expresan KIR3DL2, se puede llevar a cabo en cualquier fase adecuada del método, p. ej. segun se
proporcionan en la presente en los ejemplos. Esta evaluacion puede ser Util en una o mas de las diversas etapas
implicadas en la identificacion, la produccion y/o el desarrollo de un anticuerpo (u otro compuesto) destinado a uso
terapéutico.

Segun se usa en la presente, un anticuerpo anti-KIR3DL2 que no esta "internalizado" o que no se "internaliza" es
uno que sustancialmente no es recogido (es decir, entra) en la célula tras la unién a KIR3DL2 sobre una célula de
mamifero (es decir KIR3DL2 de la superficie celular). El anticuerpo que no se internaliza incluird por supuesto
fragmentos de anticuerpo, un anticuerpo humano o humanizado y un conjugado de anticuerpo.

Si un anticuerpo anti-KIR3DL2 se internaliza tras la unién a KIR3DL2 sobre una célula de mamifero o si un
polipéptido de KIR3DL2 sufre internalizacion intracelular (p. ej. tras unirse con un anticuerpo) se puede determinar
mediante diversos ensayos incluyendo los descritos en los ejemplos experimentales descritos en la solicitud PCT
numero PCT/EP2013/069302 presentada el 17 de septiembre de 2013.

Probar la ADCC implica tipicamente evaluar la citotoxicidad mediada celularmente en la que una célula diana que
expresa KIR3DL2 (p. ej. una célula Cou-L, una célula del sindrome de Sezary o cualquier célula elaborada para
expresar en su superficie KIR3DL2) con anticuerpo anti-KIR3DL2 unido es reconocida por una célula efectora que
soporta receptores de Fc, sin la implicacion del complemento. Una célula que no exprese un antigeno KIR3DL2 se
puede usar opcionalmente como un control. La activaciéon de la citotoxicidad de células NK se evalla al medir un
incremento en la produccion de citocinas (p. e€j., producciéon de IFN-y) o marcadores de la citotoxicidad (p. ej.
movilizacion de CD107). Preferiblemente, el anticuerpo inducird un incremento en la produccion de citocinas, una
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expresion de marcadores de citotoxicidad o una lisis de células diana de al menos 20%, 50%, 80%, 100%, 200% o
500% en presencia de células diana, en comparacién con un anticuerpo de control (p. €j. un anticuerpo que no se
una a KIR3DL2, un anticuerpo para KIR3DL2 que tenga regiones constantes murinas). En otro ejemplo, se detecta
la lisis de células diana, p. €j. en un ensayo de liberacion de cromo, preferiblemente el anticuerpo inducira la lisis de
al menos 10%, 20%, 30%, 40% o 50% de células diana. Cuando se prueba un compuesto que se une a antigeno
con respecto a su capacidad tanto para (a) inducir ADCC como (b) internalizarse en células que expresan KIR3DL2
y/o inducir la internalizacion de KIR3DL2, los ensayos se pueden llevar a cabo en cualquier orden.

En otros aspectos, los anticuerpos se prueban con respecto a su capacidad para interferir con la unién de un ligando
de HLA de KIR3DL2 (p. ej. tetramero de dimero B27 (B272)) a un polipéptido de KIR3DL2. Véanse, p. €j., los
ensayos descritos en la solicitud PCT namero PCT/EP2013/069302.

Formulaciones farmacéuticas

En un aspecto, se proporciona un agente segun la divulgacion para el uso como un producto farmacéutico. En un
aspecto, se proporciona un agente segun la divulgacién para el uso como un producto farmacéutico en el
tratamiento de neoplasmas malignos, un trastorno inflamatorio o0 una enfermedad autoinmunitaria.

En un aspecto, se proporciona un agente segun la divulgacién para el uso como un producto farmacéutico para
eliminar o agotar células que expresan KIR3DL2 en un paciente humano.

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona una composicion farmacéutica que comprende anticuerpos como
los descritos en la presente junto con uno o mas portadores.

Segun esto, un objetivo de la divulgacion es proporcionar una formulacion farmacéutica que comprende este
anticuerpo que esta presente en una concentracion de 1 mg/ml a 500 mg/ml, y en donde dicha formulacién tiene un
pH de 2,0 a 10,0. La formulacién puede comprender ademas un sistema tamponador, un conservante o
conservantes, un agente o agentes de tonicidad, un agente o agente quelantes, estabilizantes y tensioactivos. En un
aspecto, la formulacién farmacéutica es una formulacion acuosa, es decir, una formulacién que comprende agua.
Tipicamente, esta formulacion es una solucién o una suspension. En un aspecto adicional, la formulacion
farmacéutica es una soluciéon acuosa. El término "formulacion acuosa" se define como una formulaciéon que
comprende al menos 50% p/p de agua. Asimismo, el término "solucién acuosa" se define como una soluciéon que
comprende al menos 50% p/p de agua y el término "suspensién acuosa" se define como una suspensién que
comprende al menos 50% p/p de agua.

En otro aspecto, la formulacion farmacéutica es una formulacion criosecada, a la que el médico o el paciente afade
disolventes y/o diluyentes antes del uso.

En otro aspecto, la formulacién farmacéutica es una formulaciéon secada (p. ej. criosecada o secada por
pulverizacién) lista para el uso sin disolucién anterior.

En un aspecto adicional, la formulaciéon farmacéutica comprende una solucién acuosa de este anticuerpo y un
tampon, en donde el anticuerpo esta presente en una concentracion de 1 mg/ml o mas, y en donde dicha
formulacion tiene un pH de aproximadamente 6,0 a aproximadamente 8,0.

En un aspecto, el pH de la formulacion es al menos aproximadamente 6 y se usa menos de aproximadamente 8 (y
mas generalmente menos de aproximadamente 7,7, 7,6 o 7,5) (p. €j., en un intervalo de 6-7,4, tal como 6-7,4, tal
como 6-7, 6,2-7, 6,4-7,4, 6,5-7,5, 6,7-7,7 0 aproximadamente 7, aproximadamente 7,4, etc.).

En un aspecto adicional, el tampén se selecciona del grupo que consiste en acetato sodico, carbonato sodico,
citrato, glicilglicina, histidina, glicina, lisina, arginina, dihidrogenofosfato sodico, hidrogenofosfato disédico, fosfato
sadico, citrato sédico, borato soédico, tris(hidroximetil)-aminometano, bicina, tricina, acido malico, succinato, acido
maleico, acido fumarico, acido tartarico, acido aspartico o mezclas de los mismos. Cada uno de estos tampones
especificos constituye un aspecto alternativo de la divulgacion.

En un aspecto adicional, la formulacion comprende ademas un conservante farmacéuticamente aceptable. El
conservante se puede seleccionar de, p. €j., el grupo que consiste en fenol, o-cresol, m-cresol, p-cresol, p-
hidroxibenzoato de metilo, p-hidroxibenzoato de propilo, 2-fenoxietanol, p-hidroxibenzoato de butilo, 2-feniletanol,
alcohol bencilico, clorobutanol y timerosal, bronopol, acido benzoico, imidourea, clorhexidina, deshidroacetato
sodico, clorocresol, p-hidroxibenzoato de etilo, cloruro de bencetonio, clorofenesina (3p-clorofenoxipropano-1,2-diol)
o sus mezclas. El conservante puede estar presente, p. €j., en una concentracién de 0,1 mg/ml a 20 mg/ml, de 0,1
mg/ml a 5 mg/ml, de 5 mg/ml a 10 mg/ml o de 10 mg/ml a 20 mg/ml. Cada uno de estos conservantes especificos
constituye un aspecto alternativo de la divulgacion. El uso de un conservante en composiciones farmacéuticas es
bien conocido por el experto. Por comodidad, se hace referencia a Remington: The Science and Practice of
Pharmacy, 192 edicién, 1995.
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En un aspecto adicional, la formulacion comprende ademas un agente isotonico. El agente isotdnico se puede
seleccionar, p. €j., del grupo que consiste en una sal (p. ej. cloruro sédico), un azlcar o alcohol sacarino, un
aminodcido (p. ej. L-glicina, L-histidina, arginina, lisina, isoleucina, acido aspartico, triptéfano, treonina), un alditol (p.
ej. glicerol (glicerina), 1,2-propanodiol (propilenglicol), 1,3-propanodiol, 1,3-butanodiol, polietilenglicol (p. ej. PEG400)
0 sus mezclas. Se puede usar cualquier azlcar tal como mono-, di- o polisacaridos, o glucanos hidrosolubles,
incluyendo por ejemplo fructosa, glucosa, manosa, sorbosa, xilosa, maltosa, lactosa, sacarosa, trehalosa, dextrano,
pululano, dextrina, ciclodextrina, almidon soluble, hidroxietilalmidon y carboximetilcelulosa-Na. En un aspecto, el
aditivo sacarino es sacarosa. Un alcohol sacarino se define como un hidrocarburo C4-C8 que tiene al menos un
grupo —OH e incluye, por ejemplo, manitol, sorbitol, inositol, galactitol, dulcitol, xilitol y arabitol. En un aspecto, el
aditivo de alcohol sacarino es manitol. Los azlcares o alcoholes sacarinos mencionados anteriormente se pueden
usar individualmente o en combinacién. No existe un limite fijo para la cantidad usada, con la condicién de que el
azlcar o el alcohol sacarino sea soluble en la preparaciéon liquida y no afecte adversamente a los efectos
estabilizadores conseguidos usando los métodos de la divulgacién. La concentracion del azdcar o el alcohol
sacarino puede estar, p. €j., entre aproximadamente 1 mg/ml y aproximadamente 150 mg/ml. El agente isoténico
puede estar presente en una concentracion de, p. ej., 1 mg/ml a 50 mg/ml, de 1 mg/ml a 7 mg/ml, de 8 mg/ml a 24
mg/ml o de 25 mg/ml a 50 mg/ml. Cada uno de estos agentes isotonicos especificos constituye un aspecto
alternativo de la divulgacion. El uso de un agente isotonico en composiciones farmacéuticas es bien conocido para el
experto. Por comodidad, se hace referencia a Remington: The Science and Practice de Pharmacy, 192 edicion,
1995.

En un aspecto adicional, la formulacién también comprende un agente quelante. El agente quelante se puede
seleccionar, por ejemplo, de sales de acido etilendiaminotetraacético (EDTA), acido citrico y acido aspartico y sus
mezclas. El agente quelante puede estar presente, por ejemplo, en una concentracion de 0,1 mg/ml a 5 mg/ml, de
0,1 mg/ml a 2 mg/ml o de 2 mg/ml a 5 mg/ml. Cada uno de estos agentes quelantes especificos constituye un
aspecto alternativo de la divulgacion. El uso de un agente quelante en composiciones farmacéuticas es bien
conocido para el experto. Por comodidad, se hace referencia a Remington: The Science and Practice de Pharmacy,
192 edicion, 1995.

La formulacién puede comprender o no un estabilizante. El uso de un estabilizante en composiciones farmacéuticas
es muy conocido para el experto. Por comodidad, se hace referencia a Remington: The Science and Practice of
Pharmacy, 192 edicion, 1995. Mas particularmente, las composiciones de la divulgacion pueden ser composiciones
farmacéuticas liquidas estabilizadas cuyos componentes terapéuticamente activos incluyen un polipéptido que
posiblemente exhibe formacion de agregados durante el almacenamiento en formulaciones farmacéuticas liquidas.
Por "formacion de agregados" se entiende una interaccion fisica entre las moléculas polipeptidicas que dé como
resultado la formacion de oligbmeros, que pueden permanecer solubles, o agregados visible grandes que precipitan
en la solucién. Por "durante el almacenamiento” se entiende que una composicion o formulacion farmacéutica liquida
una vez preparada no se administra inmediatamente a un sujeto. En cambio, después de la preparacion, se envasa
para el almacenamiento, bien en una forma liquida, bien en un estado congelado o bien en una forma secada para la
reconstitucion posterior en una forma liquida u otra forma adecuada para la administracion a un sujeto. Por "forma
secada" se entiende que la composicion o formulaciéon farmacéutica liquida se seca bien mediante criosecado (es
decir, liofilizacién), bien mediante secado por pulverizacién o bien mediante secado al aire. La formacién de
agregados por un polipéptido durante el almacenamiento de una composicién farmacéutica liquida puede afectar
adversamente a la actividad biol6gica de ese polipéptido, dando como resultado una pérdida de eficacia terapéutica
de la composicién farmacéutica. Por otra parte, la formaciéon de agregados puede provocar otros problemas tales
como bloqueo de tuberias, membranas o bombas cuando la composiciéon farmacéutica que contiene polipéptido se
administra usando un sistema de infusion.

Las composiciones farmacéuticas de la divulgacién pueden comprender ademas o no una cantidad de una base de
aminoacido suficiente para disminuir la formacion de agregados por el polipéptido durante el almacenamiento de la
composicion. Por "base de aminoacido" se entiende un aminodcido o una combinacién de aminoacidos, donde
cualquier aminoacido dado esté presente bien en su forma de base libre o bien en su forma de sal. Cuando se usa
una combinacién de aminoacidos, todos los aminoacidos pueden estar presentes en sus formas de base libre, todos
pueden estar presentes en sus formas salinas o algunos pueden estar presentes en sus formas de base libre
mientras que otros estan presentes en sus formas salinas. En un aspecto, los aminoacidos a usar para preparar las
composiciones de la divulgacion son los que soportan una cadena lateral cargada, tales como arginina, lisina, acido
aspartico y acido glutdmico. Cualquier estereoisémero (es decir, L, D o una de sus mezclas) de un aminoéacido
particular (p. ej. metionina, histidina, imidazol, arginina, lisina, isoleucina, acido aspartico, triptéfano, treonina y
mezclas de los mismos) o combinaciones de estos estereoisdmeros pueden estar presentes en las composiciones
farmacéuticas de la divulgacién con la condicién de que el aminoacido particular esté presente bien en su forma de
base libre o bien en su forma salina. En un aspecto, se usa el estereoisbmero L. Las composiciones de la
divulgacién también se pueden formular con analogos de estos aminoacidos.

En un aspecto adicional de la divulgacion, se puede afhadir metionina (u otros aminoacidos o analogos de

aminoacido sulfaricos) para inhibir la oxidacion de residuos de metionina en sulféxido de metionina cuando el
polipéptido que actia como el agente terapéutico sea un polipéptido que comprende al menos un residuo de
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metionina sensible a esta oxidacion. Por "inhibir" se entiende una acumulacién minima de especies oxidadas de
metionina a lo largo del tiempo. Inhibir la oxidacién de metionina da como resultado una retencién mayor del
polipéptido en su forma molecular apropiada. Se puede usar cualquier estereocisomero de metionina (L o D) o sus
combinaciones. La cantidad a afiadir debe ser una cantidad suficiente para inhibir la oxidacion de los residuos de
metionina de modo que la cantidad de sulféxido de metionina sea aceptable para las agencias reguladoras.
Tipicamente, esto significa que la composicién contiene no mas de aproximadamente 10% a aproximadamente 30%
de sulféxido de metionina. Generalmente, esto se puede conseguir al afnadir metionina de modo que la relacion de
metionina anadida a los residuos de metionina varie de aproximadamente 1:1 a aproximadamente 1000:1, tal como
de 10:1 a aproximadamente 100:1.

En un aspecto adicional, la formulacion comprende ademas un estabilizante seleccionado del grupo de polimeros de
alto peso molecular o compuestos de bajo peso molecular. En un aspecto adicional de la divulgacion, el estabilizante
se selecciona de polietilenglicol (p. ej. PEG 3350), poli(alcohol vinilico) (PVA), polivinilpirrolidona, carboxi-
/hidroxicelulosa o sus derivados (p. ej. HPC, HPC-SL, HPC-L y HPMC), ciclodextrinas, sustancias que contienen
azufre como monotioglicerol, acido tioglicolico y 2-metiltioetanol, y diferentes sales (p. ej. cloruro sédico). Cada uno
de estos estabilizantes especificos constituye un aspecto alternativo de la divulgacién.

Las composiciones farmacéuticas también pueden comprender agentes estabilizantes adicionales, que potencian
adicionalmente la estabilidad de un polipéptido terapéuticamente activo de las mismas. Agentes estabilizantes de
particular interés para la presente divulgacién incluyen, pero no se limitan a, metionina y EDTA, que protegen al
polipéptido frente a la oxidacion de metionina, y un tensioactivo iniénico, que protege al polipéptido frente a la
agregacién asociada con la congelacion-descongelacién o la cizalladura mecanica. En un aspecto adicional, la
formulacion comprende ademas un tensioactivo. Por ejemplo, el tensioactivo se puede seleccionar de un detergente,
aceite de ricino etoxilado, glicéridos poliglicolizados, monoglicéridos acetilados, ésteres de acido graso de sorbitano,
copolimeros de blogues de polioxipropileno-polioxietileno (p. ej. poloxameros tales como Pluronic® F68, poloxamero
188 y 407, Triton X-100), ésteres de acido graso de polioxietilensorbitano, derivados de polioxietileno y polietileno
tales como derivados alquilados y alcoxilados (tweens, p. ej. Tween-20, Tween-40, Tween-80 y Brij-35),
monoglicéridos o sus derivados etoxilados, diglicéridos o derivados polioxietilénicos de los mismos, alcoholes,
glicerol, lectinas y fosfolipidos (p. ej. fosfatidilserina, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol,
difosfatidilglicerol y esfingomielina), derivados de fosfolipidos (p. ej. &cido dipalmitoilfosfatidico) y lisofosfolipidos (p.
ej. palmitoil-lisofosfatidil-L-serina y ésteres de 1-acil-sn-glicero-3-fosfato de etanolamina, colina, serina o treonina) y
derivados de alquilo, alcoxilo (éster alquilico), alcoxi (éter alquilico) de lisofosfatidil- y fosfatidilcolinas, p. €j. derivados
lauroilicos y miristoilicos de lisofosfatidilcolina, dipalmitoilfosfatidilcolina, y modificaciones del grupo de cabeza polar,
esto es colinas, etanolaminas, acido fosfatidico, serinas, treoninas, glicerol, inositol, y los DODAC, DOTMA, DCP,
BISHOP, lisofosfatidilserina y lisofosfatidiltreonina cargados positivamente, y glicerofosfolipidos (p. ej. cefalinas),
gliceroglicolipidos (p. ej. galactopirandsido), esfingoglicolipidos (p. ej. ceramidas, gangliésidos), dodecilfosfocolina,
lisolecitina de huevo de gallina, derivados de acido fusidico (p. ej. taurodihidrofusidato sédico, etc.), acidos grasos de
cadena larga y sus sales C6-C12 (p. ej. acido oleico y acido caprilico), acilcarnitinas y derivados, derivados acilados
en N de lisina, arginina o histidina, o derivados acilados en la cadena lateral de lisina o arginina, derivados acilados
en N* de dipéptidos que comprenden cualquier combinacién de lisina, arginina o histidina y un aminoacido neutro o
4cido, un derivado acilado en N® de un tripéptido que comprende cualquier combinacién de un aminoacido neutro y
dos aminoacidos cargados, DSS (docusato sédico, registro CAS n® [577-11-7]), docusato célcico, registro CAS n?
[128-49-4]), docusato potasico, registro CAS n® [7491-09-0]), SDS (dodecilsulfato sodico o laurilsulfato sédico),
caprilato sodico, acido colico o sus derivados, acidos biliares y sus sales y conjugados de glicina o taurina, acido
ursodesoxicélico, colato sddico, desoxicolato sodico, taurocolato sédico, glicocolato sédico, N-hexadecil-N,N-dimetil-
3-amonio-1-propanosulfonato, tensioactivos monovalentes de (alquil-aril-sulfonatos) anidnicos, tensioactivos
dipolares (p- ej. N-alquil-N,N-dimetilamonio-1-propanosulfonatos, 3-colamido-1-propildimetilamonio-1-
propanosulfonato, tensioactivos catidénicos (bases de amonio cuaternario) (p. €j. bromuro de cetiltrimetilamonio,
cloruro de cetilpiridinio), tensioactivos inionicos (p. ej. dodecil-B-D-glucopiranésido), poloxaminas (p. ej. Tetronic's),
que son copolimeros de bloques tetrafuncionales derivados de la adicién secuencial de 6xido de propileno y éxido
de etileno a etilendiamina, o el tensioactivo se puede seleccionar del grupo de derivados de imidazolina, o sus
mezclas. Cada uno de estos tensioactivos especificos constituye un aspecto alternativo de la divulgacion.

En un aspecto adicional, la formulacion comprende ademas inhibidores de proteasa tales como EDTA (acido
etilendiaminotetraacético) y HCI de benzamidina, pero también se pueden usar otros inhibidores de proteasa
disponibles comercialmente. El uso de un inhibidor de proteasa es particularmente Util en composiciones
farmacéuticas que comprenden zimdgenos de proteasas a fin de inhibir la autocatalisis. Es posible que puedan estar
presentes otros ingredientes en la formulacién farmacéutica peptidica de la presente divulgacion. Estos ingredientes
adicionales pueden incluir agentes humectantes, emulsionantes, antioxidantes, agentes de carga, modificadores de
la tonicidad, agentes quelantes, iones metdlicos, vehiculos oleaginosos, proteinas (p. €j., albumina sérica humana,
gelatina o proteinas) y un ion dipolar (p. ej., un aminoacido tal como betaina, taurina, arginina, glicina, lisina e
histidina). Estos ingredientes adicionales, por supuesto, no deben afectar adversamente a la estabilidad global de la
formulacion farmacéutica de la presente divulgacion.

Las composiciones farmacéuticas que contienen un anticuerpo segun la presente divulgacion se pueden administrar
a un paciente que necesite este tratamiento en varias zonas, por ejemplo, en zonas tépicas, por ejemplo, zonas
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cutaneas y mucosas, en zonas con absorcién por derivacion, por ejemplo, la administracién en una arteria, en una
vena, en el corazdn, y en zonas que impliquen absorcién, por ejemplo, la administracién en la piel, bajo la piel, en un
musculo o en el abdomen.

La administracion de composiciones farmacéuticas segun la divulgacién puede ser a través de cualquiera de varias
vias de administracion, por ejemplo, subcuténea, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, lingual, sublingual,
yugal, en la boca, oral, en el estbmago y el intestino, nasal, pulmonar, por ejemplo, a través de los bronquiolos y los
alveolos o una de sus combinaciones, epidérmica, dérmica, transdérmica, vaginal, rectal, ocular, por ejemplo a
través de la conjuntiva, uretral y parenteral a pacientes que necesiten este tratamiento.

Las composiciones de esta divulgacion se pueden administrar en cualquiera de varias formas de dosificacion, por
ejemplo, como soluciones, suspensiones, emulsiones, microemulsiones, una mulsién multiple, espumas, balsamos,
pastas, emplastos, pomadas, comprimidos, comprimidos revestidos, enjuagues, capsulas, por ejemplo, capsulas de
gelatina duras y capsulas de gelatina blandas, supositorios, capsulas rectales, gotas, geles, pulverizaciones, polvos,
aerosoles, inhalantes, gotas oculares, pomadas oftalmicas, enjuagues oftalmicos, pesarios vaginales, anillos
vaginales, pomadas vaginales, una solucidén para inyeccién, soluciones que se transforman in situ, por ejemplo
gelificacién in situ, sedimentacion in situ, precipitacion in situ, cristalizacion in situ, una solucién para infusién, e
implantes. La estabilidad de una formulacién segun cualquiera de los aspectos descritos en la presente se puede
caracterizar, entre otras cosas, por la falta de impurezas de alto peso molecular (p. €j., impurezas que sugieran la
agregacion (multimeros) de moléculas de anticuerpo en la formulacion). En un aspecto, una formulacién segun la
divulgacion se puede caracterizar por tener un contenido de impurezas de alto peso molecular (HMW) de menos de
aproximadamente 10% (tal como aproximadamente 5% o menos) durante al menos un dia, tal como al menos
aproximadamente una semana, tal como al menos aproximadamente 2 semanas, al menos aproximadamente 1
mes, al menos aproximadamente 2 meses, 0 incluso al menos aproximadamente 3 meses de almacenamiento a
aproximadamente 5°C.

En un aspecto de la divulgacion, la formulacion farmacéutica que comprende el anticuerpo es estable durante mas
de 1 afio, opcionalmente 2 afos de almacenamiento, opcionalmente 3 afios de almacenamiento. En otro aspecto de
la divulgacion, la formulacion farmacéutica que comprende el anticuerpo es estable durante mas de 4 semanas de
utilizacién y durante mas de 3 afios de almacenamiento. En un aspecto adicional de la divulgacion, la formulacion
farmacéutica que comprende el anticuerpo es estable durante mas de 4 semanas de utilizacion y durante mas de
dos afnos de almacenamiento. En un aspecto adicional mas de la divulgacién, la formulacion farmacéutica que
comprende el anticuerpo es estable durante mas de 2 semanas de utilizacion y durante mas de dos afos de
almacenamiento.

En un aspecto, la divulgacion proporciona una formulacién que comprende cloruro sédico como un modificador de la
tonicidad.

En un aspecto, la divulgacién proporciona una formulacién en la que se incorpora un tampon de fosfato sédico o
citrato sodico (base) en la formulacién.

En un aspecto, la divulgacion proporciona una formulacién en la que se incorpora un polisorbato 80 en la
formulacion como tensioactivo.

Una formulaciéon segun cualquiera de los aspectos de la divulgacion puede tener cualquier concentracién adecuada
del anticuerpo. Tipicamente, la concentracion es de aproximadamente 0,05 mg/ml a aproximadamente 10 mg/ml (p.
ej., de aproximadamente 1 mg/ml a aproximadamente 5 mg/ml). En un aspecto ejemplar, la formulacién se
proporciona como una formulacién de anticuerpo relativamente concentrada, que puede ser, p. €j., una formulacién
que se ha de diluir antes de la administracion (tipicamente mediante administracién intravenosa o inyeccion
parenteral directa) que tiene una concentraciéon de aproximadamente 10 mg/ml. En otro aspecto ejemplar, la
formulacion se proporciona como una formulacién relativamente diluida, tal como una formulacién que esta lista para
infusion/inyeccion, en donde la concentracion del anticuerpo en la formulacion es aproximadamente 0,05 mg/ml o
aproximadamente 0,1 mg/ml.

En un aspecto, la formulacion tiene una concentracion de anticuerpo de aproximadamente 1 mg/ml.

En un aspecto ejemplar, la divulgacion proporciona una formulacion farmacéuticamente aceptable y activa
preparada a partir de una mezcla de ingredientes que comprende (a) una cantidad de una molécula de anticuerpo de
IgG de la divulgacion de modo que la concentracion de anticuerpo en la formulacidn esté entre aproximadamente 0,5
mg/ml y aproximadamente 10 mg/ml; (b) fosfato sddico (p. ej., fosfato sddico dibasico/fosfato potasico monobasico),
citrato sédico (p. €j. citrato sddico / &cido citrico) o borato sédico (borato sédico / acido borico); (c) cloruro sédico; y
(e) polisorbato 80, en donde la formulacién tiene un pH de entre aproximadamente 6,7 y 7,7, o aproximadamente
7.4.

Aspectos y ventajas adicionales se divulgaran en la siguiente seccién experimental, que se debe considerar
ilustrativa y no limitativa del alcance de esta solicitud.
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EJEMPLOS
Ejemplo 1 - Generacion de anticuerpos anti-KIR3DL2 humanizados mediante injerto de CDR

Se obtuvieron anticuerpos anti-KIR3DL2 en el documento W0O2014044686 presentado el 17 de septiembre de
2013 como candidatos para la humanizacion.

La humanizacién se llevé a cabo en primer lugar mediante injerto de regiones determinantes de la
complementariedad (CDR) de las cadenas pesada y ligera, seguido por introduccién de retromutaciones. Los genes
parentales de ratdn y los genes humanos usados para el modelado y el disefio se listan en la Tabla 1 posterior. Los
anticuerpos se produjeron usando células CHO.

Tabla 1: Genes germinales de anticuerpos parentales y humanizados

Anticuerpo | Especie |Cadena ligera Cadena pesada
VK* JK* VH* JH*
2B12 Mouse IGKV6-25*01 IGKJ1*01 |VHVGAM3.8.26.115 # IGHJ4*01
Human |IGKV4-1*01 IGKJ4*01 |IGHV7-4-1*02 IGHJ6*01
IGKV1-39*01 IGHV1-c*01

*Nombre y nomenclatura IMGT
#Esta secuencia se refiere al gen de la linea germinal VHVGAMS3.8.a26.115 en el registro AJ851868.

Esta relacionado con IGHV12-1-1 de Mus musculus en la base de datos de IMGT pero las dos secuencias no son
estrictamente idénticas

Anticuerpo 2B12

Se usaron dos genes de VK humanos para injertar CDR mediante un enfoque de mosaico. El FW1 viene de IGKV1-
39,y el FW2 y FW3 de IGKV4-1.

Las secuencias proteinicas de cadena ligera humanizadas se alinean posteriormente. 2B12-LC se muestra en SEQ
ID NO: 43. IGKV1-39 se muestra en SEQ ID NO: 44. IGKV4-1 se muestra en SEQ ID NO: 45. INCA se muestra en
SEQ ID NO: 46. 1ZA6 se muestra en SEQ ID NO: 47. 1PG7 se muestra en SEQ ID NO: 48. 1b2w se muestra en
SEQ ID NO: 49. 1fvd se muestra en SEQ ID NO: 50. 2fgw se muestra en SEQ ID NO: 51. Las DRs estan subrayadas
en la secuencia 2B12-LC y las retromutaciones estan subrayadas en las variantes -L0 a -L4.

2B12-1LC DIVMTQSHKFMSTSLGDRVSFTCKASQI

IGKV1-39 DIQMTQSPSFLSASVGDRVIITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLOSGVPS
IGKV4-1 DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVL——LAWYQQKPGQPPKLLIYWASTRESGVPD
2B12-10 DIQMTQSPSFLSASVGDRVTITCI WYQQKPGQPPKLLIYH

2B12-11 DIQMTQSPSFLSASVGDRVTITC] WYQQKPGQPPKLLIYHW

2B12-12 DIVMTQSPSFLSASVGDRVTITCI WYQQKPGQPPKLLI

2B12-13 DIVMTQSPSFLSASVGDRVTETC WYQQKPGQSPKLLI
2B12-14 DIVMTQSHKFLSASVGDRVTETC] WYQQKPGQSPKLLI

1NCA DIVMTQSPKFMSTSVGDRVTITCKASQDVSTAVVWYQOKPGQSPKLLI YWAS

126 DIVMSQSPDSLAVSLGERVTLNCKSSQSLL* YLAWYQQKPGQSPKLLIYWASARESGVPD
1PG7 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASRDIKSYLNWYQQKPGKAPKVLIYYATSLAEGVPS
1b2w DIQMTQSPSTLSASVGDRVT ITCKASENVDTYVSWYQQKPGKAPKLLIYGASNRYTGVPS
1fvd DIQMTQSPSSLSASVGDRVT ITCRASQDVNTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASFLESGVPS
2fgw DIQMTQSPSSLSASVGDRVT ITCRASQDINNYLNWYQQKPGKAPKLLIYYTSTLHSGVPS
2B12-1C RFTGSGSGTDYTLTISSVQAEDLALYYCE FGGGTKLEIK

IGKV1-39 RFSGSGSGIDFTLTISSLOPEDFATYYC——

IGKV4-1 RFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYC

2B12-L10 RFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYY FGGGTKVEIK

2B12-L1 RFSGSGSGTIDYTLTISSLQAEDVAVYY

FGGGTKVEIK

2B12-12 RFSGSGSGTDXTLTISSYQAEDVAVYYC“ GGGTKVEIK
2B12-1L3 RFSGSGSGTIDYTLTISSVQAEDVAVYY FGGGTKVEIK
2B12-14 RESGSGSGIDYTLTISSVQAEDVAVYY GGGTKLEIK
1INCA RFAGSGSGTDYTLTISSVQAEDLALYYCQQHYSPPWIFGGGTKLEIK
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1ZA6 RESGSGSGIDFTLTISSVOAEDVAVYYCQOYYSYPLTFGAGTKLELK
1PG7 RFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDFATYYELQHGESPWTFGQGTKVEIK
1b2w RFSGSGSGIDFTLTISSLOPDDFATYYCGQSYNYPFTFGQGTKVEVK
lfvd REFSGSRSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPPTFGQGTKVEIK
2fgw RFSGSGSGIDYTLTISSLOPEDFATYYCQOGNTLPPTFGQGTKVEIK

El anticuerpo anti-TAG-72 humanizado CC49 (pdb 1ZA6), el anticuerpo anti-factor tisular humanizado D3H44 (pdb
1PG7), el anticuerpo anti-p185HER2 humanizado 4D5 (pdb 1FVD), un anticuerpo anti-interferbn gamma
humanizado (pdb 1B2W), un anticuerpo anti-CD18 humanizado (pdb 2FGW) y el anticuerpo subtipo N9 anti-
neuraminidasa de raton del virus de la gripe NC41 (pdb 1NCA) se usaron como plantillas para la evaluacion
prospectiva estructural. Los residuos de la zona de Vernier de FW3 se mantuvieron inalterados. Por lo tanto, la
cadena ligera L1 se us6 como una plantilla de partida basica para retromutaciones adicionales, Las cuatro cadenas
ligeras L1, L2, L3 y L4 se eligieron finalmente para la generacién de anticuerpos.

Se usaron dos genes de VH humanos para injertar CDR mediante un enfoque de mosaico. Los FW1 y FW3 vienen
de IGHV7-4-1*02 y el FW2 de IGHV1-c*01.

Las secuencias proteinicas de cadena pesada humanizadas se alinean posteriormente. 2B12-HC se muestra en
SEQ ID NO: 52. IGHV7 se muestra en SEQ ID NO: 53. IGHV1-c se muestra en SEQ ID NO: 54. 1BJ1-H se muestra
en SEQ ID NO: 55. 9046-H se muestra en SEQ ID NO: 56. Las CDRs estan subrayadas en la secuencia 2B12-HC y
las retromutaciones estan subrayadas en las variantes -H1 a -H4.

2B12-HC QIQLVQSGPELKKPGETVRISCKASGYTFT! WVQKTPGKGLKWI _ PR
IGHV7 QVQLVQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFTSYAMNWVRQAPGQGLEWMGWINTNTGNPTY
IGHV1-C QVQLVQSWAEVRKSGASVKVSCSFSGFTITSYGIHWVQQSPGQGLEWMGHW T

2B12-H0 QVQLVQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFTT o ‘

2B12-H1 QVQOLVQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFET

2B12-H2 QEQLVQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFT‘

2B12-H3 QIQLVQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFT

2B12-H4 QIOLVOSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFT

1BJ1-H EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYTFTNYGMNWVRQAPGKGLEWVGWINTYTGEPTY
9046-H EVQLVQSGPGLVQPGGSVRISCAASGYTFTNYGMNWVKQAPGKGLEWMGWINTYTGESTY
2B12-HC RFAFSLETSASTAYLQISTLKNEDTATYFCARGGH [ WGQGTSVTVSS
IGHV7 AQGFTGRFVFSLDTSVS TAYLQISSLKAEDTAVYYCAR

IGHV1-C AKKFQGRFTMTRDMSTTTAYTDLSSLTSEDMAVYY———

2B12-HO REVFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYYCARE GQGTTVIVSS

2B12-H1 REVESLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYFCA GQGTTVTIVSS
2B12-H2 REVFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYEFCA GQGTTVTIVSS
2B12-H3 RFAFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYFCARK GOQGTTVIVSS
2B12-H4 REFAFSLDTSASTAYLQISSLKAEDTAVYFCARC GQGTSVTVSS
1BJ1-H AADFKRRFTFSLDTSKSTAYLQMNSLRAEDTAVYYCAKYP— HWYFDVWGQGTLVTVSS
9046-H ADSFKGRFTFSLDTSASAAYLQINSLRAEDTAVYYCARFAI**KGDYWGQGTLLTVSS

Un anticuerpo neutralizador anti-VEGF humanizado (pdb 1BJ1), y el anticuerpo citatuzumab bogatox (9046-H) se
usaron respectivamente como plantilla para la evaluacién prospectiva estructural y la comparacion de las secuencias
primarias. Basandose en el examen de la estructura tridimensional de 1BJ1, el residuo Lys39 de la interfase VH/VL
de FW2 se mantuvo inalterado asi como el Phe de FW3 que esta situado justo aguas arriba de la Ultima Cys. Por lo
tanto, la cadena pesada H1 se us6 como una plantilla de partida basica para retromutaciones adicionales y
generacién de variantes H3 y H4. Alternativamente, también se incluy6é una variante que mantiene los tres FWs de
IGHV7-4-1 (H2).

Las cuatro cadenas pesadas de 2B12 H1, H2, H3 y H4 se eligieron finalmente para la generacién de anticuerpos.

Se muestran posteriormente secuencias de aminoacidos para las regiones variables de las cadenas ligera y pesada
de 2B12 producidas (L indica cadena ligera, H indica cadena pesada).

2B12-L0:

DIQMTQSPSFLSASVGDRVTITCEK
RFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVA

WYQOKPGOPPKLLIY]
GGGTKVEIK (SE
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2B12-L1:

DIQMTQSPSFLSASVGDRVTITCI
REFSGSGSGTDYTLTISSLQAEDVAVYY

AWYQQKPGQPPKLLI [GVPD
FGGGTKVEIK (SEQ ID NO: 25)

2B12-L2:

WYQQKPGQPPKLLI VPD
FGGGTKVEIK (SEQ ID NO: 26)

DIVMTQSPSFLSASVGDRVTITCKASQ!
RFSGSGSGTDYTLTISSVQAEDVAVYY

2B12-L3:

DIVMTQSPSFLSASVGDRVTFTC]
RFSGSGSGTDYTLTISSVQAEDVAVYYCY

YQQOKPGQSPKLLI VPD
FGGGTKVEIK(SEQ ID NO: 27)

2B12-L4:

DIVMTQSHKFLSASVGDRVIFTCH
RFSGSGSGTDYTLTISSVQAEDVAVYYCY

YQQKPGQSPKLLI VPD
FGGGTKLEIK (SEQ ID NO: 28)

2B12-H0:

Q QL OSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFTT
: FVFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYYCAR;
NO: 29)

2B12-H1:

SGSELKKPGASVKVSCKASGYTFT
FVFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYFCA (
NO: 30)

2B12-H2:

I

(SEQ Ib NO: 31)

2B12-H3:

QIQLVQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFT
FAFSLDTSVSTAYLQISSLKAED
(SEQ ID NO: 32)

2B12-H4:

QIQLVQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFT:

FAFSLDTSASTAYLQISSLKAEDTAVYFCAR(
(SEQ ID NO: 33)

WGQGTSVTVSS

Se construyeron dieciséis variantes humanizadas de anticuerpo 2B12 que contenian las diferentes retromutaciones
(el amino&cido de origen murino en lugar de los residuos de armazdén humanos) en comparacion con la version
quimérica parental. Todas las variantes de anticuerpo se producian satisfactoriamente en células CHO como
anticuerpos de IgG1 humanos, en las combinaciones mostradas posteriormente en la Tabla 2.
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Tabla 2: Cotransfeccion combinatoria para variantes del anticuerpo M-K323-2B12

2B12-L1 2B12-L2 2B12-L3 2B12-L4 2B12-L Parental

2B12-H1 2B12-H1L1 |2B12-H1L2 |2B12-H1L3 |2B12-H1L4
2B12-H2 2B12-H2L1 |2B12-H2L2 |2B12-H2L3 |2B12-H2L4
2B12-H3 2B12-H3L1 |2B12-H3L2 |2B12-H3L3 |2B12-H3L4
2B12-H4 2B12-H4L1 |2B12-H4L2 |2B12-H4L3 |2B12-H4L4
2B12-H Parental 2B12-H/L Parental

Las variantes del anticuerpo se purificaron y se analizaron mediante valoracion por citometria de flujo usando lineas
celulares positivas a KIR3DL2. Brevemente, la linea celular RAJI-KIR3DL2 se conté en azul de tripano. Las células
se ajustaron a 1 millén por ml. Se transfectaron 100 pl de la suspensién previa en una microplaca de fondo en U de
96 pocillos (100.000 células por pocillo). Las células se lavaron 1 vez con 100 pl/pocillo de tampén de tincién (SB) y
se centrifugaron durante 2 min a 400 g. Se realizaron intervalos de dilucion a 1/3 desde 100 pg/ml hasta 2,10° pg/mi
para cada uno de los anticuerpos purificados. Se anadieron 50 pl de cada diluciéon a cada pocillo. Las células se
incubaron durante 1 h a 4°C. Las células se lavaron 3 veces en SB (100 pl) y se centrifugaron durante 2 min a 400 g.
Se anadio a la placa anti-PE humana caprino (Fc spe) diluido en 1/200 y las células se incubaron durante 30 min a
4°C. Las células se lavaron 2X y se analizaron inmediatamente en un citdmetro FACS CANTO. Todos los
sobrenadantes eran positivos en ese ensayo, indicando que todas las variantes humanizadas retienen la unién al
antigeno diana.

Para anticuerpos 2B12, parece que todas las variantes se unen igualmente bien a las células diana que las
versiones quiméricas parentales y son indistinguibles entre si y de los anticuerpos quiméricos en ese ensayo.

A modo de comparacion, para otro anticuerpo anti-KIR3DL2 que se humanizaba, se observé una pérdida global de
afinidad. Para algunas variantes de este clon, H4L1, H4L2 y H4L3 por ejemplo, la reintroduccién de residuos
murinos en las secuencias de armazén humanas (retromutaciéon) mejoraba ligeramente la unién aparente a
antigenos de la superficie celular pero no restauraba una actividad de union completa.

Ejemplo 2 - Identificacion de anticuerpos anti-KIR3DL2 humanizados con disminucién de la propension a la
agregacion

La propension a la agregaciéon de variantes humanizadas de 2B12 producida en el formato de IgG1 humana se
estudié con respecto al pH de su formulacién. Para cada mAb, los ensayos de propension a la agregacién requerian
aproximadamente 1 mg de material purificado.

Se estudiaron los siguientes anticuerpos monoclonales (mAbs): 2B12-H1L1; 2B12-H1L2; 2B12-H2L1; 2B12-H2L2.

La propension a la agregacion de estos mAbs se evalu6 como una funciéon de su pH de la formulacién. Se
selecciond un total de cinco soluciones tamponadoras farmacéuticamente aceptables que variaban de pH 5,5 a 8;
por lo tanto, cada mAb se prepar6 en cinco formulaciones en una concentracion final de 1 mg/ml segin se muestra
en las Tablas 3-7.

Tabla 3: Formulaciéon de pH = 5,5

Ingredientes Funcion Cantidad/Concentracion
mAb Principio activo 1 mg/ml

Citrato sddico/Acido citrico Tampén 10 mM

NaCl Agente isoténico 9 mg/ml
Polisorbato 80 Tensioactivo 0,1 mg/ml

Agua para inyeccion Diluyente C.s.

Tabla 4: Formulacién de pH = 6,5

Ingredientes Funcién Cantidad/Concentracion
mAb Principio activo 1 mg/ml

Citrato sédico/Acido citrico Tampodn 10 mM

NaCl Agente isoténico 9 mg/ml
Polisorbato 80 Tensioactivo 0,1 mg/ml

Agua para inyeccion Diluyente C.s.
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Tabla 5: Formulacion de pH =7

Ingredientes Funcién Cantidad/Concentracion
mAb Principio activo 1 mg/mi
Fosfato sddico dibasico/Fosfato potasico monobasico Tampoén 10 mM
NaCl Agente isotdnico 9 mg/ml
Polisorbato 80 Tensioactivo 0,1 mg/ml
Agua para inyeccion Diluyente C.s.

Tabla 6: Formulacion de pH = 7,4 (PBS 1X + Polisorbato 80 0,1 mg/ml)
Ingredientes Funcién Cantidad/Concentracion
mAb Principio activo 1 mg/mi
Fosfato sddico dibasico/Fosfato potasico monobasico Tampon 10 mM
NaCl Agente isotdnico 9 mg/ml
Polisorbato 80 Tensioactivo 0,1 mg/ml
Agua para inyeccion Diluyente C.s.

Tabla 7: Formulacion de pH = 8

Ingredientes Funcién Cantidad/Concentracion
mAb Principio activo 1 mg/ml

Borato sédico/Acido bérico Tampdn 10 mM

NaCl Agente isotdnico 9 mg/ml
Polisorbato 80 Tensioactivo 0,1 mg/ml

Agua para inyeccidn Diluyente C.s.

Las soluciones iniciales de cada mAb purificado se suministraron en la formulacién de PBS 1X. Otras formulaciones
se obtuvieron a través de intercambio de tampdn mediante didlisis.

La propension a la agregaciéon de cada formulacion de mAb se evalué experimentalmente mediante la medida y la
comparacion de su temperatura de agregacion (Tag). La Tag Se midié usando la metodologia de ensayo de cambio
térmico (TSSA). El TSSA mide la temperatura de agregacién de péptidos y proteinas en soluciones acuosas, usando
el estuche "ProteoStat® Thermal Shift Stability Assay" (disponible de Enzo Life Sciences Inc., Farmingdale, NY). La
muestra que se va a analizar se calienta de 0 a 100°C y la fluorescencia se lee a medida que se incrementa la
temperatura. Se detectara un gran incremento de la fluorescencia de la muestra cuando se alcance la temperatura
de agregacioén. Esta medida fluorescente usa una sonda de rotor molecular excitable de 480 nm. Es compatible con
un amplio intervalo de pH (4-10) y tolerante a tensioactivos tales como polisorbato 80 presente a concentraciones
normales.

Resultados

Los resultados se muestran en la Tabla 8, posteriormente. El % de pureza inicial se mide mediante SE-HPLC para
una formulacién de PBS 1X + Polisorbato 80 a 0,1 mg/ml pH = 7,4 para cada mAb. Los experimentos indicados
como cancelados son debidos a que su valor estaba demasiado alejado de la media, segun el protocolo del estudio.
El Experimento 1 abortado de 2B12-H2L1 a pH 5,5 se detuvo, pensando que el resultado era aberrante ya que el
valor de Tag parecia muy alto. De hecho, el resultado era normal pero no quedaba suficiente producto de mAb para
realizar un tercer experimento valido.
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Tabla 8
mAb pl Pureza pH Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3 SD Tag
tedrico inicial Tag Tag Tag (°C)
* ()
% (°%C) (%C) (%C)
55| Cancelado 66,79 66,55 0.17 | 66,7
65 | Cancelado 66.49 669 0.4 66.4
2HE31L21' 757 99,28 7 66.25 66.04 66.10 0.7 661
74 6637 66.13 66.04 0,17 66.2
8 65.92 65.94 6565 0.6 658
55 66,37 66.35 66,21 0.09 | 663
65 66.04 6537 6577 0.7 658
2B12-
2B 12 757 99.29 7 65.33 Cancelado 6570 0567 655
74 66.08 66.18 65.96 0.16 | 661
8 65.45 6573 6554 0.4 656
55 Abortado 78.80" 79.03" 030 | 79,0
65 78.45 7860 7846 .08 7875
2B12-
757 98.20 7 79.04 7867 7868 05177878
H2L1
74 78.97 7883 7974 0.6 790
8 78.62 7841 7866 0137786
55 78.89 79.04 78.98 0.08 | 79.0
65 79.04 7874 7697 0557790
ZEz 757 98.91 7 78.66 7856 7839 0507784
H2L2 3 b 3 3 3 b 3
74 78.75 7883 79,00 0.3 789
8 78.68 Gancelado 7882 0.107 788

Todos los anticuerpos demostraban estabilidad a valores de pH consecuentes con formulaciones que evitaban
riesgos de degradacién quimica de los mAbs durante el almacenamiento a largo plazo. Los anticuerpos mostraban
estabilidad a pH = 7,4 que era igual al pH sanguineo y los riegos de degradacion quimica del mAb durante un
almacenamiento a largo plazo son inferiores. Para todas las variantes probadas, los valores de pl experimentales
medidos mediante IEF en gel se encuentran en el intervalo de pH basico (por encima de pH 9). Por consiguiente, los
anticuerpos 2B12 tienen una carga positiva neta a todas las condiciones de pH probadas. Las condiciones de pH
seleccionadas (pH 7,0 o 7,4) que estan muy por debajo de los valores de pl experimentales también aseguraran una
alta solubilidad en agua para ambas variantes.

En cuanto a la propension a la agregacion, existe un espacio sorprendentemente grande entre las variantes H1L1 o
H1L2 y H2L1 o0 H2L2 de 2B12. H2L1 o H2L2 tienen una temperatura de agregacién muy superior que H1L1 o H1L2
y asi deben tener una estabilidad fisica mucho mejor. Esto se podria explicar por la presencia de una glutamina (Q)
en la cadena pesada H2 en la posicion 39 (numeracion de Abnum). En efecto, se construyen dos enlaces de H entre
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VH_Q39 y VL_Q838 segun se muestra en las Figuras 1A y 1B mediante el modelado del mAb con el software
Discovery Studio. Probablemente, estos dos enlaces de H estabilizan la estructura cuaternaria del mAb, evitando la
exposicion de ciertas zonas hidréfobas que pueden ser responsables de la agregacion de proteinas.

Ejemplo 3 - Eficacia de la respuesta a la dosis de 2B12-H2L1 en ratones CB17-SCID injertados con alto
contenido de Raji-KIR3DL2 en un modelo IV

El objetivo de este estudio era evaluar si el anticuerpo 2B12-H2L1 podia incrementar la duracién de la vida de
ratones CB17-SCID injertados intravenosamente (IV) con células tumorales B humanas Raji-KIR3DL2, de un modo
dependiente de la dosis.

Después de haber comprobado que las células expresaban KIR3DL2 sobre su superficie y se unian a anticuerpo
2B12-H2L1, 48 ratones SCID fueron injertados IV con 5 M de células con alto contenido de Raji-KIR3DL2 (Pase n° 5
y 97% de viabilidad). Los tratamientos IP empezaban un dia después del injerto y los anticuerpos se administraban
una vez al dia en una dosis de 0,01, 0,1, 1 ug y 10 pg/ratén.

Se presentaron 6 grupos (n=8):

Grupo de control inyectado con control isotipico (IC) en 10 pg/raton
Grupo tratado inyectado con 2B12-H2L1 en 0,01 pg/raton

Grupo tratado inyectado con 2B12-H2L1 en 0,1 pg/raton

Grupo tratado inyectado con 2B12-H2L1 en 1 pg/ratén

Grupo tratado inyectado con 2B12-H2L1 en 10 pg/ratén

Después del injerto IV de células con alto contenido de Raji-KIR3DL2, los grupos de ratones tratados con control
isotipico morian rapidamente con una supervivencia mediana de 20 dias (Tabla 9).

Tabla 9
Control 2B12 0,01 | 2B120,1 ug |12B121 ug | 2B12 10
isotipico 10 pg Mg IP x1 IP x1 IP x1 Mg IP x1
IP x1

Supervivencia 20 23 26 445 49,5
media (dias)
ILS (%) 15 30 123 148
Prueba de rangos *kk *kk *kkk (p *kkk (p
log (Mantel-Cox) (p=0,0008) | (p=0,0003) | <0,0001) <0.0001)

Las curvas de supervivencia y las medianas de supervivencia de grupos tratados con 2B12 a todas las dosis
mostraban un incremento significativo en comparaciéon con los grupos de control (Figura 2). Sin embargo, el
porcentaje de incremento de duracién de la vida (ILS) era muy superior cuando los ratones se trataban con 1y 10 ug
de mAb y ninguno con 0,01 y 0,1 ug de mAb (Tabla 10). 2B12 era capaz de inducir ADCC incluso a bajas
concentraciones.

Los resultados se muestran en la Figura 2. Curvas de supervivencia de ratones CB17-SCID injertados con 5 M de
alto contenido de Raji-KIR3DL2 IV y tratados IP con una respuesta a la dosis de 2B12 (n=8/grupo). Los tratamientos
se iniciaban a partir del dia 1. El final del experimento era a los 58 dias.

Este estudio mostraba que el tratamiento con 2B12 prolongaba significativamente la supervivencia de ratones CB17-
SCID en el modelo 1V incluso en dosis bajas.
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Tyr

Pro

Ser

Ile

120

Arg

Asp

Leu

Phe

Ala

25

Lys

Glu

Arg

Ser

Leu

105

Leu

Glu

Gly

Ala

Leu

10

Leu

Glu

Ser

Cys

Asn

90

Leu

Gln

Gly

val

Gly

Ser

Gln

Asp

Phe

Arg

75

Pro

Ala

Cys

Ile

Ser

155

Thr

Ala

Cys

Arg

Ile
60

Gly

Leu

His

Trp

Ser

140

Lys

Tyr

29

Arg

His

Ser

45

Met

Ser

Val

Pro

Ser

125

Glu

Ala

Arg

Pro

Tyr

30

His

Gly

Arg

Ile

Gly

110

Asp

Asp

Asn

Cys

Ser

15

Arg

Val

Pro

Pro

Met

95

Pro

Val

Pro

Phe

Tyr

Thr

Arg

Pro

Val

His

80

Val

Leu

Met

Ser

Ser

160

Gly



ES 2747799 T3

165 170 175

Ser Val Pro His Ser Pro Tyr Gln Leu Ser Ala Pro Ser Asp Pro Leu
180 185 190

Asp Ile Val Ile Thr Gly Leu Tyr Glu Lys Pro Ser Leu Ser Ala Gln
195 200 205

Pro Gly Pro Thr Val Gln Ala Gly Glu Asn Val Thr Leu Ser Cys Ser
210 215 220

Ser Trp Ser Ser Tyr Asp Ile Tyr His Leu Ser Arg Glu Gly Glu Ala
225 230 235 240

His Glu Arg Arg Leu Arg Ala Val Pro Lys Val Asn Arg Thr Phe Gln

245 250 255
Ala Asp Phe Pro Leu Gly Pro Ala Thr His Gly Gly Thr Tyr Arg Cys
260 2865 270

Phe Gly Ser Phe Arg Ala Leu Pro Cys Val Trp Ser Asn Ser Ser Asp
275 280 285

Pro Leu Leu Val Ser Val Thr Gly Asn Pro Ser Ser Ser Trp Pro Ser
290 295 300

Pro Thr Glu Pro Ser Ser Lys Ser Gly Ile Cys Arg His Leu His Val
305 310 315 320

Leu Ile Gly Thr Ser Val Val Ile Phe Leu Phe Ile Leu Leu Leu Phe
325 330 335

Phe Leu Leu Tyr Arg Trp Cys Ser Asn Lys Lys Asn Ala Ala Val Met
340 345 350

Asp Gln Glu Pro Ala Gly Asp Arg Thr Val Asn Arg Gln Asp Ser Asp
355 360 365

Glu Gln Asp Pro Gln Glu Val Thr Tyr Ala Gln Leu Asp His Cys Val
370 375 380

Phe Ile Gln Arg Lys Ile Ser Arg Pro Ser Gln Arg Pro Lys Thr Pro
385 390 395 400

Leu Thr Asp Thr Ser Val Tyr Thr Glu Leu Pro Asn Ala Glu Pro Arg
405 410 415

Ser Lys Val Val Ser Cys Pro Arg Ala Pro Gln Ser Gly Leu Glu Gly
420 425 430

Val Phe
<210> 2

<211>5

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<212> PRT

<213> MUS MUSCULUS

<400> 2

Ser Tyr Thr Met His

1

<210>3

<211> 15

<212> PRT

<213> MUS MUSCULUS

<400> 3

5

ES 2747799 T3

Tyr Ile Asn Pro Ser Ser Gly Tyr Thr Glu Asn Asn Arg Lys Phe

1
<210>4
<211> 11

<212> PRT

<213> MUS MUSCULUS

<400> 4

Leu Gly Lys Gly Leu Leu Pro Pro Phe Asp Tyr

1

<210>5

<211> 11

<212> PRT

<213> MUS MUSCULUS

<400> 5

Arg Ala Ser Glu Asn Ile Tyr Ser Asn Leu Ala

1
<210>6
<211>7

<212> PRT

<213> MUS MUSCULUS

<400> 6

Ala Ala Thr Asn Leu Ala Asp

1

<210>7

<211>9

<212> PRT

5

5

5

5

10

10

10

31

15
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15

20

25

30

35

<213> MUS MUSCULUS

<400>7

ES 2747799 T3

Gln His Phe Trp Gly Thr Pro Tyr Thr

1

<210>8

<211>107

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

5

<223> Humano/murino quimérico

<400> 8

Asp TIle Gln
1

Asp Arg Val

Leu Ala Trp
35

Tyr Ala Ala
50

Ser Gly Ser

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<210>9
<211>107
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<223> Humano/ratén quimérico

<400>9

Met

Thr

20

Tyr

Thr

Gly

Ala

Gln
100

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Tyr

Tyr

Lys

Pro

Arg

Pro

40

Asp

Thr

Cys

Leu

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

Ser

Lys

Val

Thr

His

90

Ile

Leu

Glu

Ala

Pro

Ile

75

Phe

Lys

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Ser

Trp

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Gly

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Asn

Leu

Gly

Pro

80

Tyr

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1

5

10

32

15



10

15

20

Asp Arg Val

Leu Ala Trp
35

Tyr Ala Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<210> 10
<211>107
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<223> Humano/ratén quimérico

<400> 10
Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Leu Ala Trp
35

Tyr Ala Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<210> 11
<211> 107

<212> PRT

Thr

20

Tyr

Thr

Gly

Ala

Gly
100

Met

Thr

20

Tyr

Thr

Gly

Ala

Gly
100

Ile

Gln

Asn

Thr

Thr

85

Gly

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Thr

85

Gly

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Gln

Thr

Gln

Leu

Gln

70

Tyr

Thr

Cys

Lys

Ala

55

Tyr

Tyr

Lys

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Tyr

Tyr

Lys

Pro

40

Asp

Thr

Cys

Leu

Pro

Pro

40

Asp

Thr

Cys

Leu

ES 2747799 T3

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

Lys

Vval

Thr

His

Ile

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

His

90

Ile

Glu

Ala

Pro

Ile

75

Phe

Lys

Leu

Glu

Ala

Pro

Ile

75

Phe

Lys

Asn

Pro

Ser

60

Ser

Trp

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Ser

Trp

33

Ile

Gln

45

Arg

Ser

Gly

Ala

Ile

Gln

45

Arg

Ser

Gly

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Asn

Val

Gly

Pro

80

Tyr

Gly

Asn

val

Gly

Pro

80

Tyr
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15

20

25

<213> artificial

<220>

<223> Humano/ratén quimérico

<400> 11
Asp Ile
1

Asp Arg

Leu Ala

Tyr Ala
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

<210> 12

<211>107

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Humano/ratén quimérico

<400> 12

Met

Thr

20

Tyr

Thr

Gly

Ala

Gly
100

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Gln

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Tyr

Tyr

Lys

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser

1

5

Glu Thr Val Thr Ile Thr Cys

20

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys

35

Tyr Ala Ala Thr Asn Leu Ala

50

55

Pro

Gln

40

Asp

Thr

Cys

Leu

Pro

Arg

Gln

40

Asp

ES 2747799 T3

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Ser Leu Ser Ala
10

Ser Glu Asn Ile

Lys Ala Pro Gln
45

Val Pro Ser Arg
60

Thr Ile Asn Ser
75

His Phe Trp Gly
90

Ile Lys

Ser Leu Ser Ala
10

Ser Glu Asn Ile

Lys Ala Pro Gln
45

Val Pro Ser Arg
60

34

Ser Val Gly
15

Tyr Ser Asn
30

Leu Leu Val

Phe Ser Gly

Leu Gln Pro
80

Thr Pro Tyr
95

Ser Val Gly
15

Tyr Ser Asn
30

Leu Leu Val

Phe Ser Gly



10

15

20

25

30

ES 2747799 T3

Ser Gly Ser Gly Thr Gln Tyr Thr Leu Thr Ile Asn Ser Leu Gln Pro

65

70

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln

85

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu

<210> 13

<211>120

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Humano/ratén quimérico

<400> 13
Gln Val
1

Ser Vval

Thr Met

Gly Tyr
50

Lys Asp
65

Met Glu

Ala Arg

Gly Thr

<210> 14

<211>120

Gln

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Leu

Thr
115

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Humano/ratén quimérico

<400> 14

100

Leu

val

20

Trp

Asn

Val

Ser

Gly
100

vVal

Val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Lys

Thr

Gln

Cys

Arg

Ser

Met

70

Leu

Gly

val

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Leu

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ser

Leu

Ser
120

105

Ala

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Pro
105

75

80

His Phe Trp Gly Thr Pro Tyr

90

Ile

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

Pro

Lys

Val

Tyr

Gln

Glu

Ser

75

Thr

Phe

Lys

Thr

Gly

Asn

60

Thr

Ala

Asp

35

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Tyr

Pro

Thr

30

Glu

Arg

Thr

Tyr

Trp
110

95

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Val

Tyr

95

Gly

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gln



10

15

Gln Val Gln

Ser Val Lys

Thr Met His
35

Gly Tyr Ile
50

Lys Asp Lys
65

Met Glu Leu

Ala Arg Leu

Gly Thr Thr
115

<210> 15
<211>120
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<223> Humano/ratén quimérico

<400> 15

Gln Val Gln
1

Ser Val Lys

Thr Met His
35

Gly Tyr Ile
50

Lys Asp Lys
65

Leu

Val

20

Trp

Asn

Thr

Ser

Gly

100

Val

Leu

20

vVal

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Lys

Thr

Gln
5

Met Ser

Trp Val

Thr

Asn Pro

Thr

Gln

Cys

Arg

Ser

Met

70

Leu

Gly

Val

Gln

Cys

Arg

Ser

Leu
70

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Leu

Ser

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Leu

Ser
120

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

ES 2747799 T3

Ala

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Pro
105

Ala

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Pro

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

val

Tyr

Gln

Glu

Ser

75

Thr

Phe

Val

Tyr

Gln

Glu

Ser
75

Lys

Thr

Gly

Asn

60

Thr

Ala

Asp

Lys

Thr

Gly

Asn

60

Thr

36

Lys

Phe

Leu

Asn

Ser

Val

Tyr

Lys

Phe

Leu
45

Asn

Ser

Pro

Thr

Glu

Arg

Thr

Tyr

Trp
110

Pro

Thr

30

Glu

Arg

Thr

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gln

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr
80
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15

20

25

30

ES 2747799 T3

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85

Ala Arg Leu Gly Lys Gly Leu Leu

100

Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser

<210> 16

<211>120

115

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Humano/ratén quimérico

<400> 16
Gln Val
1

Ser Vval

Thr Met

Gly Tyr
50

Lys Asp
65

Met Glu

Ala Arg

Gly Thr

<210> 17

<211>120

Gln

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Leu

Thr
115

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Humano/ratén quimérico

<400> 17

Leu

val

20

Trp

Asn

Thr

Ser

Gly
100

vVal

Val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Lys

Thr

Gln

Cys

Arg

Ser

Leu

70

Leu

Gly

val

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Leu

Ser

120

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Leu

Ser
120

90

95

Pro Pro Phe Asp Tyr Trp Gly Gln

105

Ala

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Pro
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Pro

Leu

Tyr

Gln

Glu

Ser

75

Thr

Phe

Ala

Thr

Gly

Asn

60

Thr

Ala

Asp

37

Arg

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Tyr

110

Pro

Thr

30

Glu

Arg

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gln
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15

20

25

30

35

ES 2747799 T3

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly
20 25

Thr Met His Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly
35 40

Gly Tyr Ile Asn Pro Ser Ser Gly Tyr Thr
50 55

Lys Asp Lys Thr Thr Leu Thr Ala Asp Lys
65 70

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp
85 90

Ala Arg Leu Gly Lys Gly Leu Leu Pro Pro
100 105

Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 18

<211>5

<212> PRT

<213> mus musculus
<400> 18

Thr Ala Gly Met Gln
1 5

<210> 19

<211> 16

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 19

val

Tyr

Gln

Glu

Ser

75

Thr

Phe

Lys

Thr

Gly

Asn

60

Thr

Ala

Asp

Lys

Phe

Leu

Asn

Ser

Val

Tyr

Pro

Thr

Glu

Arg

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gln

Trp Ile Asn Ser His Ser Gly Val Pro Lys Tyr Ala Glu Asp Phe Lys

1 5 10
<210> 20

<211>9

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 20

Gly Gly Asp Glu Gly Val Met Asp Tyr

38

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2747799 T3

1 5
<210> 21

<211> 11

<212> PRT

<213> mus musculus
<400> 21

Lys Ala Ser Gln Asp Val Ser Thr Ala Val Ala
1 5 10

<210> 22

<211>7

<212> PRT

<213> mus musculus
<400> 22

Trp Thr Ser Thr Arg His Thr
1 5

<210> 23

<211>9

<212> PRT

<213> mus musculus
<400> 23

Gln Gln His Tyr Ser Thr Pro Trp Thr
1 5

<210> 24

<211> 107

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Humano/ratén quimérico

<400> 24

39



10

15

20

Asp Ile

Asp Arg

Tyr Trp
50

Ser Gly

65

Glu Asp

Thr Phe

<210> 25

<211> 107

Gln

Val

Ser

Val

Gly

<212> PRT

<213> artif

<220>

<223> Humano/ratén quimérico

<400> 25

Asp Ile

1

Asp Arg

Val Ala

Tyr Trp

Ser Gly

Glu Asp

Thr Phe

<210> 26

icial

Gln

Val

Trp

Thr

Ser

Val

Gly

Met

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Thr

Ile

W

Thr

Thr

Val
85

Gly

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

vVal

85

Gly

Gln

Thr

(0}

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

Ser

Cys

4
bt
(]
o hg

His
55

Phe

Tyr

Lys

Ser

Cys

Lys

His

Tyr

Tyr

Lys

Pro

Lys

[¢]

Thr

Thr

Cys

val

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Val

ES 2747799 T3

Ser

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Phe
10

Ser

9]

Val

Thr

Gln
90

Ile

Phe

10

Ser

Gln

Val

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

g
H
[e]

Pro

Ile

75

His

Lys

Leu

Gln

Pro

Pro

Ile

75

His

Lys

Ser

Asp

g
2]
[¢]

Asp
60

Ser

Tyr

Ser

Asp

Pro

Asp

Ser

Tyr

40

Ala

Val

Ser

Ser

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Phe

Leu

Thr

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Thr

vVal
15

Thr

4
(]
£

Ser

Gln

Pro
95

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Ala

H

Gly

Ala

80

Trp

Gly

Ala

Ile

Gly

Ala

80

Trp
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15

20

25

30

<211> 107

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Humano/ratén quimérico

<400> 26

Asp
1

Asp

Val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Ile

Arg

Ala

Trp

50

Gly

Asp

Phe

<210> 27

<211> 107

Val

vVal

Trp

35

Thr

Ser

val

Gly

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Humano/ratén quimérico

<400> 27

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

val

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

His

55

Tyr

Tyr

Lys

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Val

ES 2747799 T3

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Phe
10

Ser

Gln

Val

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Pro

Pro

Ile

75

His

Lys

Ser

Asp

Pro

Asp

60

Ser

Tyr

41

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Val

Thr

Val
15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Ala

Ile

Gly

Ala

80

Trp
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15

20

Asp Ile

Asp Arg

Val Ala

Tyr Trp
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

<210> 28

<211>107

vVal

Val

Trp

35

Thr

Ser

val

Gly

<212> PRT

<213> artif

<220>

<223> Humano/ratén quimérico

<400> 28
Asp Ile
1

Asp Arg

Val Ala

Tyr Trp
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

<210> 29

icial

Val

Val

Trp

35

Thr

Ser

vVal

Gly

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Thr

Phe

Gln

Thr

Thr

val

85

Gly

Thr

Phe

Gln

Thr

Thr

val

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

His

55

Tyr

Tyr

Lys

Ser

Cys

Lys

His

55

Tyr

Tyr

Lys

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Val

His

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

ES 2747799 T3

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Lys

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Phe

10

Ser

Gln

Val

Thr

Gln

90

Ile

Phe

10

Ser

Gln

Val

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

75

His

Lys

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

75

His

Lys

Ser

Asp

Pro

Asp

60

Ser

Tyr

Ser

Asp

Pro

Asp

60

Ser

Tyr

42

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Val

Thr

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Vval

Thr

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Ala

Ile

Gly

Ala

80

Trp

Gly

Ala

Ile

Gly

Ala

80

Trp



ES 2747799 T3

<211> 118

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Humano/ratén quimérico

<400> 29

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ser Glu Leu Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Thr Ala
20 25 30

Gly Met Gln Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asn Ser His Ser Gly Val Pro Lys Tyr Ala Glu Asp Phe
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Val Phe Ser Leu Asp Thr Ser Val Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Ile Ser Ser Leu Lys Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Gly Gly Asp Glu Gly Val Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Thr Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 30

<211> 118

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Humano/ratén quimérico

<400> 30

43



ES 2747799 T3

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ser Glu Leu Lys Lys Pro Gly Ala

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Thr Ala
20 25 30

Gly Met Gln Trp Val Gln Lys Ser Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asn Ser His Ser Gly Val Pro Lys Tyr Ala Glu Asp Phe

Lys Gly Arg Phe Val Phe Ser Leu Asp Thr Ser Val Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Ile Ser Ser Leu Lys Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys
85 90 95

Ala Arg Gly Gly Asp Glu Gly Val Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Thr Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 31

<211>118

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Humano/ratén quimérico

<400> 31

44



10

15

Gln Ile

Ser Vval

Gly Met

Gly Trp
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Thr Val

<210> 32

<211>118

ES 2747799 T3

Gln Leu Val Gln Ser Gly Ser Glu Leu Lys Lys Pro Gly Ala

Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Thr Ala
20 25 30

Gln Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Ile Asn Ser His Ser Gly Val Pro Lys Tyr Ala Glu Asp Phe
55 60

Arg Phe Val Phe Ser Leu Asp Thr Ser Val Ser Thr Ala Tyr
70 75 80

Ile Ser Ser Leu Lys Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys

Gly Gly Asp Glu Gly Val Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Thr Val Ser Ser
115

<212> PRT

<213> artif

<220>

icial

<223> Humano/ratén quimérico

<400> 32

Gln Ile
1

Ser Val

Gly Met

Gly Trp
50

Gln Leu Val Gln Ser Gly Ser Glu Leu Lys Lys Pro Gly Ala
5 10 15

Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Thr Ala
20 25 30

Gln Trp Val Gln Lys Ser Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Ile Asn Ser His Ser Gly Val Pro Lys Tyr Ala Glu Asp Phe
55 60

45
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15

20

25

Lys Gly Arg Phe Ala Phe

65

70

Leu Gln Ile Ser Ser Leu

85

Ala Arg Gly Gly Asp Glu

100

Thr Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 33

<211>118

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Humano/ratén quimérico

<400> 33

Gln Ile Gln Leu Val

1

Ser Val Lys Val
20

Ser

Gly Met Gln Trp Val

35

Gly Trp Ile Asn
50

Ser

Lys Gly Arg Phe Ala

65

Leu Gln Ile Ser

Ser
85

Ala Arg Gly Gly Asp

100

Ser Val Thr Vval
115

<210> 34

<211>107

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 34

Ser

Gln

Cys

Gln

His

Phe

70

Leu

Glu

Ser

ES 2747799 T3

Ser Leu Asp Thr Ser Val Ser Thr Ala Tyr

75

80

Lys Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys

90

95

Gly Val Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr

105

Ser Gly Ser

Lys Ala Ser
25

Lys Thr Pro
40

Ser Gly Val
55

Ser Leu Asp

Lys Ala Glu

Gly Val Met
105

Glu

10

Gly

Gly

Pro

Thr

Asp

90

Asp

Leu

Tyr

Lys

Lys

Ser

75

Thr

Tyr

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Ala

Ala

Trp

46

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Gly

110

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gln
110

Gly
15

Thr

Trp

Asp

Ala

Phe

95

Gly

Ala

Ala

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Thr
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15

20

Asp Ile Gln

Glu Thr Vval

Leu Ala Trp
35

Tyr Ala Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<210> 35
<211> 88

<212> PRT

<213> homo sapiens

<400> 35

Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Leu Ala Trp

Tyr Ala Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe

<210> 36
<211>107
<212> PRT
<213> artificial

<220>

Met

Thr

20

Tyr

Thr

Gly

Gly

Gly
100

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Ser

85

Gly

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

Thr
85

Gln

Thr

Gln

Leu

Gln

70

Tyr

Thr

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Tyr

Tyr

Lys

Ser

Cys

Lys

Glu

55

Tyr

Tyr

Pro

Gln

40

Asp

Ser

Cys

Leu

Pro

Pro

40

Ser

Thr

Cys

ES 2747799 T3

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Ser

10

Ser

Lys

Val

Lys

His

90

Ile

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Leu

Glu

Ser

Pro

Ile

75

Phe

Lys

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile
75

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Asn

Trp

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

47

vVal

Ile

Gln

45

Arg

Ser

Gly

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Ser

Ser

Leu

Phe

Leu

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Gly

Asn

Val

Gly

Ser

80

Tyr

Gly

Ser

Leu

Gly

Pro
80
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<223> Humano/ratén quimérico

<400> 36
Asp Ile
1

Asp Arg

Val Ala

Tyr Ser
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

<210> 37

<211> 107

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

<212> PRT

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Thr

Ile

Gln

Tyr

Thr

Thr

85

Gly

<213> mus musculus

<400> 37
Asp Ile
1

Glu Thr

Leu Ala

Tyr Ser
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

<210> 38

<211>120

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Met

Thr

20

Tyr

Thr

Gly

Gly

Gly
100

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Ser
85

Gly

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Gln

Thr

Gln

Leu

Gln
70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Tyr

Tyr

Lys

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

val

Pro

Gln
40

Glu

Ser

Cys

Leu

ES 2747799 T3

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Ser
10

Ser

Lys

val

Lys

His
90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Leu

Glu

Ser

Pro

Ile
75

Phe

Lys

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Ser

Ile

Pro

Ser

60

Asn

Trp

48

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Ile

Val

Ile

Gln

45

Arg

Ser

Gly

Ser

Ser

Leu

Phe

Leu

Tyr

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Asn

Val

15

Ile

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Val
15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Gly

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

Gly

Asn

val

Gly

Ser
80

Trp



10

15

20

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 38

Gln Val Gln
1

Ser Val Lys

Thr Met His
35

Gly Tyr Ile
50

Lys Asp Lys
65

Met Gln Leu

Ala Arg Leu

Gly Thr Thr
115

<210> 39
<211> 98

<212> PRT

<213> homo sapiens

<400> 39

Leu

Met

20

Trp

Asn

Thr

Ser

Gly

100

Leu

Gln

Ser

vVal

Pro

Thr

Ser

85

Lys

Thr

Gln

Cys

Lys

Ser

Leu

70

Leu

Gly

Val

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Thr

Leu

Ser

Ala

Ala

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Leu

Ser
120

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly

1

5

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala

20

ES 2747799 T3

Ala

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Pro
105

Ala

Glu

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Pro

Leu

Tyr

Gln

Glu

Ser

75

Ser

Phe

Ala Arg Pro Gly Ala

Thr Phe Thr Ser Tyr
30

Gly Leu Glu Trp Ile
45

Asn Asn Arg Lys Phe
60

Ser Ser Thr Ala Tyr
80

Ala Val Tyr Tyr Cys
95

Asp Tyr Trp Gly Gln
110

Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

10

15

Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr

25

30

Tyr Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met

49
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15

20

25

35

40

ES 2747799 T3

45

Gly Ile Ile Asn Pro Ser Gly Gly Ser Thr Ser Tyr Ala Gln Lys Phe

50

55

60

Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr

65

70

75

80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

Ala Arg

<210> 40

<211>118

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Humano/ratén quimérico

<400> 40

Gln Val Gln
1

Ser Val Lys

Tyr Met Tyr
35

Gly Glu Ile
50

Lys Ser Lys
65

Met Glu Leu

Thr Arg Ser

Leu Val Thr
115

<210> 41
<211>118
<212> PRT

<213> artificial

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Ala

Ser

Asp

100

vVal

85

Val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Ser

Gln

Cys

Lys

Ser

Leu

70

Leu

Arg

Ser

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Asn

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Val

Ser

Asp

90

Ala Glu
10

Ser Gly
25

Pro Gly

Asp Thr

Asp Lys

Glu Asp

90

Met Asp
105

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Ser

Val

Ile

Gly

Phe

60

Ala

Ala

Trp

50

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Gly

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gln
110

95

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Thr
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<220>

<223> Humano/ratén quimérico

<400> 41
Gln Val
1

Ser Vval

Trp Met

Gly Glu
50

Lys Gly
65

Met Glu

Ala Arg

Leu Val

<210> 42

<211>120

Gln

Lys

Gln

35

Ile

Lys

Leu

Asn

Thr
115

<212> PRT

Leu Val

Val Ser
20

Trp Val

Asp Pro

Ala Thr

Ser Ser
85

Arg Asp
100

Val Ser

<213> mus musculus

<400> 42

Glu Val
1

Ser Val

Thr Met

Gly Tyr
50

Gln

Lys

His

35

Ile

Leu Gln
5

Met Ser
20

Trp Val

Asn Pro

Gln

Cys

Lys

Ser

Leu

70

Leu

Tyr

Ser

Gln

Cys

Lys

Ser

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Trp

Ser

Lys

Gln

Ser
55

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Val

Ser

Tyr

Gly

Ala

Arg

40

Gly

ES 2747799 T3

Ala

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Phe
105

Ala

Ser

25

Pro

Tyr

Glu

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

Asp

Glu

10

Gly

Gly

Ser

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

val

Leu

Tyr

Gln

Asn

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Trp

Ala

Thr

Gly

Tyr
60

51

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Gly

Arg

Phe

Leu

45

Asn

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Glu
110

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Gly

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

Ala

Tyr

Ile

Phe
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25

ES 2747799 T3

Lys Asp Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ser Arg Pro Val Val Arg Leu Gly Tyr Asn Phe Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Ser Thr Leu Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 43
<211>107

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 43

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser His Lys Phe Met Ser Thr Ser Leu Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Ser Phe Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Val Ser Thr Ala
20 25 30

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Trp Thr Ser Thr Arg His Thr Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Val Gln Ala
65 70 75 80

Glu Asp Leu Ala Leu Tyr Tyr Cys Gln Gln His Tyr Ser Thr Pro Trp
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 44

<211> 88

<212> PRT

<213> homo sapiens

<400> 44
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Phe Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr

52
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ES 2747799 T3

20 25 30

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly

on
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys
85

<210> 45

<211> 86

<212> PRT

<213> homo sapiens

<400> 45

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Val Leu Leu Ala
20 25 30

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp
35 40 45

Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp
65 70 75 80

Val Ala Val Tyr Tyr Cys
85

<210> 46

<211> 107

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 46

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Lys Phe Met Ser Thr Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Val Ser Thr Ala
20 25 30

53
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25

Val val Trp

Tyr Trp Ala

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Leu

Thr Phe Gly

<210> 47
<211> 106
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<223> Humano/ratén quimérico

<400> 47

Asp Ile Val
1

Glu Arg Val

Ala Trp Tyr
35

Trp Ala Ser
50

Gly Ser Gly
65

Asp Val Ala

Phe Gly Ala

<210> 48
<211>107
<212> PRT
<213> artificial

<220>

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Met

Thr

20

Gln

Ala

Thr

Val

Gly
100

Gln

Thr

Thr

Leu

85

Gly

Ser

Leu

Gln

Arg

Asp

Tyr

85

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Gln

Asn

Lys

Glu

Phe

70

Tyr

Lys

Lys

His

Tyr

Tyr

Lys

Ser

Cys

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Leu

Pro

40

Ile

Thr

Cys

Leu

Pro

Lys

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Glu

ES 2747799 T3

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Asp

Ser

25

Gln

Val

Thr

Gln

Leu
105

Gln

Val

Thr

Gln

90

Ile

Ser

10

Ser

Ser

Pro

Ile

Tyr

90

Lys

Ser Pro Lys Leu Leu Ile
45

Pro Asp Arg Phe Ala Gly
60

Ile Ser Ser Val Gln Ala
75 80

His Tyr Ser Pro Pro Trp
95

Lys

Leu Ala Val Ser Leu Gly
15

Gln Ser Leu Leu Tyr Leu
30

Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
45

Asp Arg Phe Ser Gly Ser
60

Ser Ser Val Gln Ala Glu
75 80

Tyr Ser Tyr Pro Leu Thr
95

54
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<223> Humano/ratén quimérico

<400> 48

Asp TIle Gln
1

Asp Arg Val

Leu Asn Trp
35

Tyr Tyr Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<210> 49
<211>107
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<223> Humano/ratén quimérico

<400> 49

Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Val Ser Trp
35

Tyr Gly Ala
50

Ser Gly Ser
65

Met Thr

Thr Ile
20

Tyr Gln

Thr Ser

Gly Thr

Ala Thr
85

Gln Gly
100

Met Thr
5

Thr Ile

20

Tyr Gln

Ser Asn

Gly Thr

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp
70

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Tyr

Tyr

Lys

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Pro

Arg

Pro

40

Glu

Thr

Cys

val

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

ES 2747799 T3

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
105

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Thr

10

Ser

Lys

Val

Thr

Leu

Arg

Ala

Pro

Ile

75

His

Lys

Leu

Glu

Ala

Pro

Ile
75

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Gly

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Ser

55

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Glu

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Lys

30

Val

Phe

Leu

Ser

Ser

Asp

Leu

Phe

Leu

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

vVal

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Trp

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro
80
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30

ES 2747799 T3

Asp Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gly Gln Ser Tyr Asn Tyr Pro Phe

85 90

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Val Lys
100 105

<210> 50
<211>107
<212> PRT
<213> artificial
<220>

<223> Humano/ratén quimérico

<400> 50
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser
1 5 10

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp
20 25

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro

Tyr Ser Ala Ser Phe Leu Glu Ser Gly Val Pro Ser
50 55 60

Ser Arg Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser
65 70 75

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln His Tyr
85 90

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 51

<211>107

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Humano/ratén quimérico

<400> 51

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Ser

Asn

30

Leu

Phe

Leu

Thr

95

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

80

Pro

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10

15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Ile Asn Asn Tyr
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20 25

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro
35 40

Tyr Tyr Thr Ser Thr Leu His Ser Gly Val Pro Ser
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser
65 70 75

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Gly Asn
85 90

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 52
<211>118

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 52

Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Pro Glu Leu Lys
1 5 10

Thr Val Arg Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr
20 25

Gly Met Gln Trp Val Gln Lys Thr Pro Gly Lys Gly
35 40

Gly Trp Ile Asn Ser His Ser Gly Val Pro Lys Tyr
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Ala Phe Ser Leu Glu Thr Ser Ala
65 70 75

Leu Gln Ile Ser Thr Leu Lys Asn Glu Asp Thr Ala
85 90

Ala Arg Gly Gly Asp Glu Gly Val Met Asp Tyr Trp
100 105

Ser Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 53
<211>98
<212> PRT

<213> homo sapiens

57

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Lys

Phe

Leu

Ala

Ser

Thr

Gly

30

Leu

Phe

Leu

Leu

Pro

Thr

30

Lys

Glu

Thr

Tyr

Gln
110

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

15

Thr

Trp

Asp

Ala

Phe

95

Gly

Ile

Gly

Pro

80

Pro

Glu

Ala

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Thr
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<400> 53

Gln Val Gln
1

Ser Val Lys

Ala Met Asn
35

Gly Trp Ile
50

Thr Gly Arg

Leu Gln Ile

Ala Arg
<210> 54
<211> 95

<212> PRT

<213> homo sapiens

<400> 54

Gln Val Gln
1

Ser Val Lys

Gly Ile His
35

Gly Trp Ile
50

Gln Gly Arg
65

Thr Asp Leu

<210> 55
<211> 117
<212> PRT

<213> artificial

Leu

Val

20

Trp

Asn

Phe

Ser

Leu

Vval

20

Trp

Asn

Phe

Ser

val

Ser

Val

Thr

val

Ser
85

Val

Ser

val

Pro

Thr

Ser
85

Gln

Cys

Arg

Asn

Phe

70

Leu

Gln

Cys

Gln

Gly

Met

70

Leu

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Ser

Lys

Ser

Ser

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ala

Trp

Phe

Ser

40

Gly

Arg

Ser

ES 2747799 T3

Ser

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Ala

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Glu

10

Gly

Gly

Pro

Thr

Asp
90

Glu

10

Gly

Gly

Pro

Met

Asp

Leu

Tyr

Gln

Thr

Ser

75

Thr

Val

Phe

Gln

Ser

Ser

75

Met

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Val

Ala

Arg

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

58

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Thr

Val

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Ser

Thr

Glu

Lys

Thr

Tyr

Gly

15

Ser

Trp

Gly

Ala

Tyr
95

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr
80
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<220>
<223> Humano/ratén quimérico

<400> 55

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr
20 25 30

Gly Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Ala Asp Phe
50 55 60

Lys Arg Arg Phe Thr Phe Ser Leu Asp Thr Ser Lys Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Lys Tyr Pro His Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 56

<211> 116

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Humano/ratén quimérico

<400> 56
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Pro Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Val Arg Ile Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr
20 25 30

Gly Met Asn Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
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Gly

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Trp

50

Gly

Gln

Arg

val

35

Ile

Arg

Ile

Phe

Ser
115

Asn

Phe

Asn

Ala

100

Ser

ES 2747799 T3

40 45

Thr Tyr Thr Gly Glu Ser Thr Tyr Ala Asp Ser Phe
55 60

Thr Phe Ser Leu Asp Thr Ser Ala Ser Ala Ala Tyr
70 75 80

Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ile Lys Gly Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Leu
105 110
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se une a un polipéptido de KIR3DL2, que comprende:

(a) una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 31;y

(b) una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NOS: 25 o 26.

2. El anticuerpo segun la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo es un anticuerpo de longitud completa que
comprende una region variable de cadena pesada (VH) fusionada a una regiéon contante gamma 1 humana y una
region variable de cadena ligera (VL) fusionada a una region constante kappa humana.

3. El anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho anticuerpo comprende una
region constante de cadena pesada humana que comprende una sustitucién o sustituciones de aminoacidos que
incrementan la unién a un receptor de FcylllA (CD16) humano.

4. Una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo o fragmento de anticuerpo segun una cualquiera de
las reivindicaciones anteriores y un portador farmacéuticamente aceptable.

5. La composicion segun la reivindicacion 4 que comprende: (a) de 0,05 mg/ml a 10 mg/ml de un anticuerpo segun
una cualquiera de las reivindicaciones 1-3; (b) un sistema tamponador; y (c) un agente isoténico, a un pH de entre
6,5y 8.

6. Un anticuerpo segin una cualquiera de las reivindicaciones 1-3 o una composicién segun cualquiera de las
reivindicaciones 4 y 5, para el uso en el tratamiento o la prevencion de una enfermedad en un paciente que lo
necesite.

7. El anticuerpo o la composicién para el uso segun la reivindicacion 6, en donde dicha enfermedad es un linfoma de
células T periférico.

8. El anticuerpo o la composicién para el uso segun la reivindicacién 7, en donde dicho cancer se selecciona de
micosis fungoide y sindrome de Sezary.

9. Un é&cido nucleico recombinante que codifica un anticuerpo o fragmento de anticuerpo segun una cualquiera de
las reivindicaciones 1-3.

10. Una célula hospedadora que comprende un &cido nucleico segun la reivindicacién 9.
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Figura 1A
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Figura 2

final del experimento

20+

Porcentaje de supervivencia

o

-o~ 1C 10ug IP x1

< 2B12 0,01pg IP x1
-~ 2B12 0,1ug IP x1
-a- 2B12 1ug IP x1
-0~ 2B12 10ug IP x1

10

—i T T éﬁ r : 1 n= 8
20 30 40 50 60
Dias (después de la inyeccion de células)
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