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Relatório Descritivo da Patente de Invenção para "PROTE­
ÍNA DE FUSÃO DE ANTICORPO-IL2 DESIGNADA COMO HU14.18- 
IL2, USOS DA MESMA, VETOR E COMPOSIÇÃO FARMACÊUTI­
CA".
[001] Esta invenção refere-se genericamente a anticorpos modifi­

cados. Mais particularmente, a invenção refere-se a anticorpos modifi­

cados com imunogenicidade reduzida, que se ligam especificamente 

ao glicoesfingolipídeo GD2 da superfície celular humana, e seu uso 

como agentes terapêuticos.

Antecedentes da Invenção

[002] Tem havido progresso significativo no desenvolvimento de 

terapias baseadas em anticorpos nos últimos anos. Por exemplo, pes­

quisadores identificaram não somente uma série de marcadores espe­

cíficos de cânceres, mas também uma série de anticorpos que se li­

gam especificamente a esses marcadores. Os anticorpos podem ser 

usados para distribuir certas moléculas, como por exemplo, uma toxina 

ou uma porção imunoestimulante, como por exemplo, uma citocina, 

para uma célula cancerosa que expressa o marcador, de modo a ex­

terminar seletivamente a célula cancerosa.

[003] O anticorpo 14.18 é um anticorpo monoclonal derivado do 

camundongo, direcionado contra o glicoesfingolipídeo GD2 da superfí­

cie celular. GD2 é um dissialogangliosídeo que é normalmente expres­

sado apenas em um nível significativo sobre as membranas superfici­

ais externas de células neuronais, onde sua exposição ao sistema 

imunológico é limitada pela barreira hematoencefálica.

[004] Muitas células tumorosas, em contraste, têm níveis anor­

mais de expressão de glicoesfingolipídeos sobre a superfície celular. 

Por exemplo, GD2 é expressado sobre as superfícies de uma ampla 

gama de células tumorosas, inclusive neuroblastomas, meduloblasto- 

mas, astrocitomas, melanomas, câncer pulmonar de células pequenas, 
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osteossarcomas, e outros sarcomas do tecido mole. Assim sendo, 

GD2 é um marcador conveniente específico de tumor, para direcionar 

domínios de proteínas imunoestimulantes para células tumorosas, com 

o propósito de gerar uma resposta imune eficaz contra as células tu- 

morosas, a fim de destruí-las. Embora o anticorpo do camundongo 

14.18 (anticorpo m14.18) possa auxiliar o direcionamento destes do­

mínios protéicos para células tumorosas, suas seqüências de aminoá- 

cidos derivadas do camundongo podem prejudicar o efeito terapêutico 

desejado.

[005] Quando administrados a um paciente, os anticorpos podem 

ter uma imunogenicidade associada no mamífero hospedeiro. Isso é 

mais possível de ocorrer quando os anticorpos não são autólogos. 

Conseqüentemente, a eficácia de terapias baseadas em anticorpos 

está freqüentemente limitada por uma resposta imunogênica direcio­

nada contra o anticorpo terapêutico. Esta resposta imunogênica é tipi­

camente aumentada quando o anticorpo é derivado, no todo ou em 

parte, de um mamífero diferente do mamífero hospedeiro, como por 

exemplo, quando o anticorpo é derivado de um camundongo e o rece- 

bedor é um ser humano.

[006] Para uso clínico em seres humanos, pode ser útil modificar 

os anticorpos derivados do camundongo para que se assemelhem 

mais estreitamente a anticorpos humanos, de modo a reduzir ou mini­

mizar a imunogenicidade do anticorpo derivado do camundongo. A 

imunogenicidade do anticorpo derivado do camundongo pode ser re­

duzida pela criação de um anticorpo quimérico no qual as regiões 

constantes de um anticorpo humano são fundidas aos domínios variá­

veis do camundongo. Entretanto, os domínios variáveis remanescen­

tes do camundongo são genericamente ainda imunogênicos em seres 

humanos, e podem assim prejudicar a eficácia de uma terapia basea­

da em anticorpos.
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[007] Algumas abordagens para reduzir a imunogenicidade, tais 

como "envernizamento" e "humanização", envolvem a introdução de 

muitas substituições de aminoácidos e podem romper a ligação de um 

anticorpo a um antígeno. O anticorpo m14.18 se liga a GD2 com afini­

dade moderada. Portanto, presume-se que as mutações que baixam 

significativamente a afinidade de m14.18 por GD2 tornem-no menos 

eficaz para propósitos terapêuticos em seres humanos. Conseqüen- 

temente, existe uma necessidade nessa área de se obter anticorpos 

terapêuticos que possam atingir GD2 eficazmente e tenham imunoge- 

nicidade reduzida quando administrados a um ser humano.

Sumário da Invenção

[008] Genericamente, a presente invenção fornece uma forma 

modificada do anticorpo m14.18, que é menos imunogênica em seres 

humanos, mas ainda mantém a afinidade de ligação de m14.18 por 

GD2 humano.

[009] Mais particularmente, a invenção fornece uma forma huma­

nizada do anticorpo m14.18 (anticorpo hu14.18), na qual vários ami- 

noácidos específicos de camundongo, em uma ou mais regiões da es­

trutura, foram substituídos por aminoácidos diferentes, para reduzir 

sua imunogenicidade em seres humanos. A invenção fornece também 

fusões do anticorpo hu14.18 a uma ou mais porções diferentes de 

imunoglobulina, para intensificar os efeitos da imunoterapia almejada. 

[0010] Em um aspecto, a presente invenção fornece uma região 

variável de anticorpo, a qual inclui a seqüência de aminoácidos enun­

ciada em SEQ ID NO: 1, que define uma região variável de cadeia 

longa de imunoglobulina (região VL). Em outro aspecto, a invenção re­

fere-se a uma região variável de anticorpo, que inclui a seqüência de 

aminoácidos enunciada em SEQ ID NO: 2, que define uma região va­

riável de cadeia pesada de imunoglobulina (região VH). Em uma moda­

lidade, a invenção fornece uma região variável de anticorpo, na qual a 
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seqüência de aminoácidos de SEQ ID NO: 1 está ligada à seqüência 

de aminoácidos enunciada em SEQ ID NO: 2. As seqüências de ami- 

noácidos podem ser ligadas, por exemplo, por uma ligação dissulfeto e 

uma ligação peptídica.

[0011] Em outro aspecto, a invenção refere-se a uma região variá­

vel de anticorpo, que se liga especificamente a GD2 e inclui pelo me­

nos os aminoácidos 1-23 de SEQ ID NO: 1, os aminoácidos 1-25 de 

SEQ ID NO: 2, ou os aminoácidos 67-98 de SEQ ID NO: 2. Estas se- 

qüências definem regiões da estrutura nas regiões variáveis de imu- 

noglobulina do anticorpo hu14.18. As regiões da estrutura estão des­

critas mais detalhadamente abaixo.

[0012] Um aspecto da invenção refere-se a um método para atingir 

uma célula que tem GD2 sobre sua superfície e inclui administrar uma 

região variável de anticorpo da presente invenção a um paciente. Em 

uma modalidade, a célula atingida é uma célula tumorosa. Outros as­

pectos da invenção incluem um ácido nucléico que codifica a região 

variável do anticorpo ou uma célula que inclui este ácido nucléico, e 

qualquer uma das duas pode ser administrada a um paciente ou usada 
para a produção de proteínas in vitro.

[0013] A invenção fornece também um polipeptídeo que inclui uma 

região variável de anticorpo da invenção e uma parte Fc que compre­

ende, pelo menos, um domínio CH2, ácidos nucléicos que codificam o 

polipeptídeo, células que incluem os ácidos nucléicos, e métodos para 

atingir uma célula que tem GD2 sobre sua superfície administrando o 

polipeptídeo, ácido nucléico, ou célula a um paciente. Em algumas 

modalidades da invenção, a parte Fc é derivada de IgG1.

[0014] A região variável do anticorpo pode estar ligada, com ou 

sem a parte Fc interveniente, a uma porção diferente de imunoglobuli­

na. Especificamente, a porção diferente de imunoglobulina pode ser 

uma citocina, tal como uma interleucina, um fator hematopoiético, uma 

Petição 870190011755, de 04/02/2019, pág. 12/56



5/30

linfocina, um interferon, ou uma quimiocina. A interleucina pode ser, 

por exemplo, interleucina-2 ou interleucina-12. O fator hematopoiético 

e a linfocina podem ser, por exemplo, o fator estimulante de colônias 

de granulócitos-macrófagos (GM-CSF) e uma linfotoxina, respectiva­

mente. O interferon pode ser, por exemplo, interferon-α, interferon-β, 

ou interferon-γ. Em algumas modalidades da invenção, a proteína de 

fusão inclui uma segunda porção diferente de imunoglobulina, tal como 

uma segunda citocina. Em uma modalidade específica, a proteína de 

fusão inclui a região variável do anticorpo, IL-2, e IL-12.

[0015] Deve-se entender que as características das várias modali­

dades descritas neste relatório descritivo não são mutuamente exclu- 

dentes e podem existir em várias combinações e permutações. 

Descrição dos Desenhos

[0016] A Figura 1A ilustra a seqüência de aminoácidos de uma re­

gião variável de cadeia leve de imunoglobulina, de acordo com a in­

venção.

[0017] A Figura 1B ilustra a seqüência de aminoácidos de uma re­

gião variável de cadeia pesada de imunoglobulina, de acordo com a 

invenção.

[0018] As Figuras 2A-D ilustram a seqüência de nucleotídeos de 

um vetor de expressão, incluindo os constructos de ácidos nucléicos 

que codificam uma proteína de fusão de IL-2 com cadeia leve de imu- 

noglobulina e cadeia pesada de imunoglobulina, de acordo com a in­

venção.

[0019] A Figura 3A ilustra a seqüência de aminoácidos de uma ca­

deia leve de imunoglobulina, de acordo com a invenção.

[0020] A Figura 3B ilustra a seqüência de aminoácidos de uma ca­

deia pesada de imunoglobulina, de acordo com a invenção.

Descrição Detalhada da Invenção

[0021] A presente invenção fornece uma forma modificada do anti­
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corpo m14.18, que é menos imunogênica em seres humanos, mas 

ainda é capaz de ligar-se especificamente ao GD2 humano. A imuno- 

genicidade reduzida é conferida por uma ou mais seqüências de ami- 

noácidos alteradas nos domínios variáveis de imunoglobulina. O anti­

corpo é útil para tratar tumores GD2-positivos, particularmente quando 

fundido a uma citocina ou outro modulador imunológico.

[0022] Como aqui utilizado, o termos "anticorpo" e "imunoglobuli- 

na" devem ser entendidos como significando (i) um anticorpo intacto 

(como por exemplo, um anticorpo monoclonal ou um anticorpo policlo- 

nal), (ii) as partes dele que se ligam a antígenos, incluindo, por exem­

plo, um fragmento Fab, um fragmento Fab', um fragmento (Fab')2, um 

fragmento Fv, um sítio de ligação de anticorpo de cadeia única, um 

sFv, (iii) anticorpos biespecíficos e as partes deles que se ligam a an­

tígenos, e (iv) anticorpos multiespecíficos e as partes deles que se li­

gam a antígenos.

[0023] Como aqui utilizados, os termos "ligam-se especificamente 

a", "ligam especificamente" e "ligação específica" devem ser entendi­

dos como significando que o anticorpo tem uma afinidade de ligação 

por um antígeno específico de pelo menos cerca de 106 M-1, mais pre­

ferivelmente pelo menos cerca de 107 M-1, mais preferivelmente pelo 

menos cerca de 108 M-1, e com a maior preferência, pelo menos cerca 

de 1010 M-1.

[0024] Como aqui utilizados, os termos "Regiões da Estrutura" e 

"FRs" devem ser entendidos como significando as regiões de uma re­

gião variável de imunoglobulina adjacente às Regiões Determinantes 

de Complementaridade (CDRs). As CDRs são as partes de uma regi­

ão variável de imunoglobulina, que interagem primordialmente com um 

antígeno. Como ilustrado na Figura 1, as regiões Vh e Vl contêm, am­
bas, quatro FRs e estão localizadas dentro das partes em boxes das 

seqüências de aminoácidos.
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[0025] Particularmente, com relação à seqüência de aminoácidos 

indicada na Figura 1A (SEQ ID NO: 1), as FRs de cadeia leve são de­

finidas pelas seqüências de aminoácidos entre Asp1 e Cys23 (hu- 

VlFRI), entre His39 e His54 (IiuVlFR2), entre Gly62 e Cys93 (hu- 
VLFR3), e entre Phe104 e Lys113 (huVLFR4). Com relação à seqüên- 

cia de aminoácidos indicada na Figura 1B (SEQ ID NO: 2), as FRs de 

cadeia pesada são definidas pelas seqüências de aminoácidos entre 

Glu1 e Ser25 (huVHFR1), entre Trp36 e Gly49 (huVHFR2), entre Arg67 

e Ser98 (huVHFR3), e entre Trp103 e Ser113 (huVHFR4).

Seqüências Protéicas de Invenção

[0026] A presente invenção apresenta anticorpos que se ligam, de 

preferência especificamente, ao glicoesfingolipídeo GD2 humano da 

superfície celular, e têm regiões modificadas derivadas do anticorpo 

m14.18. As seqüências de aminoácidos Vh ou Vl (ou ambas) são mo­

dificadas ou humanizadas para reduzir sua imunogenicidade quando 

administradas a um ser humano. De acordo com a invenção, o anti­

corpo m14.18 pode ser humanizado, por exemplo, usando métodos de 

desimunização nos quais os epítopos potenciais de células T são eli­

minados ou enfraquecidos pela introdução de mutações que reduzem 

a ligação de um epítopo peptídico a uma molécula de MHC Classe II 

(vide, por exemplo, documentos n— WO 98/52976 e WO 00/34317). 

Alternativamente, os epítopos de células T não-humanos são mutados 

de tal modo que eles correspondam a auto-epítopos humanos que es­

tão presentes em anticorpos humanos (vide, por exemplo, patente US 

no 5.712.120). A presente invenção fornece anticorpos de GD2 que 

têm regiões Vl e Vh que incluem pelo menos uma seqüência FR hu­

manizada, reduzindo desta forma imunogenicidade quando adminis­

trados a um ser humano.

I. Regiões Variáveis com Cadeias Pesada e Leve

[0027] Como mencionado acima, o hu14.18 inclui regiões variáveis 
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humanizadas derivadas do anticorpo m14.18, que conservam ligação 

específica do antígeno de GD2 humano. Em algumas modalidades da 

invenção, a região Vl do anticorpo hu14.18 inclui o seguinte polipeptí- 

deo: 

D-V-V-M-T-Q-T-P-L-S-L-P-V-T-P-G-E-P-A-S-I-S-C-R-S-S-Q-S-L-V-H- 

R-N-G-N-T-Y-L-H-W-Y-L-Q-K-P-G-Q-S-P-K-L-L-I-H-K-V-S-N-R-F-S-G- 

V-P-D-R-F-S-G-S-G-S-G-T-D-F-T-L-K-I-S-R-V-E-A-E-D-L-G-V-Y-C-S- 
Q-S-T-H-V-P-P-L-T-F-G-A-G-T-K-L-E-L-K (SEQ ID NO: 1).

[0028] Em modalidades específicas, o anticorpo hu14.18 inclui 

uma FR1 de cadeia leve que é definida pelos resíduos 1 a 23 de SEQ 

ID NO: 1, a saber, D-V-V-M-T-Q-T-P-L-S-L-P-V-T-P-G-E-P-A-S-I-S 
(huVLFR1).

[0029] Em outras modalidades da invenção, a região Vh do anti­

corpo hu14.18 inclui o seguinte polipeptídeo: 

E-V-Q-L-V-Q-S-G-A-E-V-E-K-P-G-A-S-V-K-I-S-C-K-A-S-G-S-S-F-T-G- 

Y-N-M-N-W-V-R-Q-N-I-G-K-S-L-E-W-I-G-A-I-D-P-Y-Y-G-G-T-S-Y-N-Q- 

K-F-K-G-R-A-T-L-T-V-D-K-S-T-S-T-A-Y-M-H-L-K-S-L-R-S-E-D-T-A-V- 

Y-Y-C-V-S-G-M-E-Y-W-G-Q-G-T-S-V-T-V-S-S (SEQ ID NO: 2).

[0030] Em modalidades específicas, o anticorpo hu14.18 inclui 

uma FR1 de cadeia pesada que é definida pelos resíduos 1 a 25 de 

SEQ ID NO: 2, a saber, E-V-Q-L-V-Q-S-G-A-E-V-E-K-P-G-A-S-V-K-I-

S-C-K-A-S (huVHFR1).

[0031] Em outras modalidades da invenção, o anticorpo hu14.18 

inclui uma FR3 com cadeia pesada, que é representada pelos resí­

duos 67 a 98 de SEQ ID NO: 2, a saber, R-A-T-L-T-V-D-K-S-T-S-T-A- 

Y-M-H-L-K-S-L-R-S-E-D-T-A-V-Y-Y-C-V-S (huVHFR3).

[0032] Várias combinações das modalidades precedentes também 

estão dentro do escopo da presente invenção. Por exemplo, o anticor­

po hu14.18 pode incluir a seqüência Vl enunciada em SEQ ID NO: 1 e 

a seqüência Vh 
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enunciada em SEQ ID NO: 2. As regiões Vl e Vh podem ser ligadas 

por uma ligação dissulfeto ou uma ligação peptídica, dependendo de 

como suas seqüências de ácidos nucléicos são construídas. Generi­

camente, as regiões V estão ligadas por uma ligação dissulfeto quan­

do suas seqüências são codificadas em constructos de DNA separa­

dos. Em contraste, as regiões V estão ligadas tipicamente por uma li­

gação peptídica quando suas seqüências são codificadas em um 

constructo de cadeia única de DNA.

[0033] A presente invenção contempla também um anticorpo que 

se liga especificamente a GD2 e inclui pelo menos uma parte das regi­

ões V humanizadas. Por exemplo, o anticorpo hu14.18 pode incluir 

uma região Vl como definida por SEQ ID NO: 1 e uma região Vh que 

tem pelo menos uma FR humanizada, tal como huVHFR1 ou huVHFR2. 

Alternativamente, o anticorpo da presente invenção pode incluir uma 

região Vh como definida por SEQ ID NO: 2 e uma região Vl que tem 

pelo menos uma FR humanizada, tal como huVLFR1. O anticorpo 

hu14.18 pode incluir também uma região Vh que tem pelo menos uma 

FR humanizada e/ou uma região Vl que tem pelo menos uma FR hu­

manizada.

[0034] Em certas modalidades da invenção, a região variável de 

cadeia leve e a região variável de cadeia pesada podem estar acopla­

das, respectivamente, a uma região constante de cadeia leve e a uma 

região constante de cadeia pesada de uma imunoglobulina. As cadei­

as leves de imunoglobulinas têm regiões constantes desenhadas co­

mo cadeias kapa ou lambda. Em uma modalidade preferida da inven­

ção, a região constante de cadeia leve é uma cadeia kapa. As regiões 

constantes de cadeia pesada, e várias modificações e combinações 

delas estão discutidas detalhadamente abaixo.

II. Parte Fc

[0035] Os domínios variáveis dos anticorpos da presente invenção
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são opcionalmente fundidos a uma parte Fc. Como aqui utilizado, a 

parte Fc engloba domínios derivados da região constante de cadeia 

pesada de uma imunoglobulina, de preferência uma imunoglobulina 

humana, incluindo um fragmento, análogo, variante, mutante ou deri­

vado da região constante. A região constante de uma cadeia pesada 

de imunoglobulina é definida como um polipeptídeo de ocorrência na­

tural ou produzido sinteticamente, homólogo a pelo menos uma parte 

da região do terminal C da cadeia pesada, incluindo CH1, articulação, 

CH2, CH3, e, no caso de algumas classes de cadeias pesadas, os 

domínios CH4. A região de "articulação" une o domínio CH1 à região 

CH2-CH3 de uma parte Fc. A região constante das cadeias pesadas 

de todas imunoglobulinas de mamíferos apresentam extensa similari­

dade de seqüências de aminoácidos. As seqüências de DNA para es­

tas regiões de imunoglobulinas são bem conhecidas nesta área cientí­
fica (vide, por exemplo, Gillies et al., J. Immunol. Meth. 125:191 

(1989)).

[0036] Na presente invenção, a parte Fc inclui tipicamente, pelo 

menos, um domínio CH2. Por exemplo, a parte Fc pode incluir a região 

constante inteira de cadeia pesada de imunoglobulina (CH1- 

articulação-CH2-CH3). Alternativamente, a parte Fc pode incluir a re­

gião de articulação, o domínio CH2 e o domínio CH3, na sua totalidade 

ou em parte.

[0037] A região constante de uma imunoglobulina é responsável 

por muitas funções efetoras importantes de anticorpos, inclusive a li­

gação do receptor de Fc (FcR) e a fixação do complemento. Há cinco 

classes principais da região constante de cadeia pesada, classificadas 

como IgA, IgG, IgD, IgE e IgM, cada uma com funções efetoras carac­

terísticas, desenhadas por isótipo.

[0038] IgG, por exemplo, é separada em quatro isótipos γ: γ1, γ2, 

γ3 e γ4, também conhecidos como IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4, respecti- 
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vamente. As moléculas de IgG podem interagir com múltiplas classes 

de receptores celulares que incluem três classes de receptores de Fcy 
(FcyR) específicos para a classe IgG de anticorpo, a saber, FcyRI, 

FcyRII, e FcyRIII. As seqüências importantes para a ligação de IgG aos 

receptores FcyR foram relatadas como estando nos domínios CH2 e 

CH3.

[0039] A meia-vida sérica de um anticorpo é influenciada pela ca­

pacidade de este anticorpo ligar-se a um receptor de Fc (FcR). Simi­

larmente, a meia-vida sérica de proteínas de fusão de imunoglobulinas 

também é influenciada pela incapacidade de ligar-se a tais receptores 
(Gillies et al., Cancer Research 59:2159-66 (1999)). Os domínios CH2 

e CH3 de IgG2 e IgG4 têm afinidade de ligação não-detectável ou re­

duzida por receptores de Fc, em comparação com os de IgG1. Conse- 

qüentemente, a meia-vida sérica do anticorpo caracterizado pode ser 

aumentada usando o domínio CH2 e/ou CH3 dos isótipos IgG2 ou 

IgG4. Alternativamente, o anticorpo pode incluir um domínio CH2 e/ou 

CH3 de IgG1 ou IgG3 com modificação em um ou mais aminoácidos 

nestes domínios, para reduzir a afinidade de ligação por receptores de 

Fc (vide, por exemplo, pedido de patente US no 09/256.156, publicado 

como publicação de pedido de patente US no 2003-0105294-A1).

[0040] A região de articulação da parte Fc une-se normalmente ao 

terminal C do domínio CH1 da região constante de cadeia pesada. 

Quando incluída nas proteínas da presente invenção, a articulação é 

homóloga a uma região de imunoglobulina de ocorrência natural e in­

clui tipicamente resíduos cisteína ligando duas cadeias pesadas por 

intermédio de ligações dissulfeto, como em imunoglobulinas naturais. 

As seqüências representativas de regiões de articulação para imuno­

globulina humana e do camundongo podem ser encontradas em "Anti­

body Engineering, a Practical Guide" (Borrebaeck, editor, W. H. Free­

man and Co., 1992).
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[0041] As regiões de articulação apropriadas para a presente in­

venção podem ser derivadas de IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, e outros isó- 

tipos de imunoglobulina. O isótipo IgG1 tem duas ligações dissulfeto 

na região de articulação, permitindo a formação eficiente e consistente 

de ligações dissulfeto. Portanto, uma região de articulação preferida da 

presente invenção é derivada de IgG1. Opcionalmente, a primeira cis- 

teína mais próxima do terminal N de uma articulação de IgG1 é muta- 

da para intensificar a expressão e a montagem de anticorpos ou prote­

ínas de fusão de anticorpos da invenção (vide, por exemplo, pedido de 

patente US no 10/093.958, publicado como publicação de pedido de 

patente US no 2003-0044423-A1).

[0042] Em contraste com IgG1, a região de articulação de IgG4 

forma reconhecidamente ligações dissulfeto entre cadeias ineficiente­

mente (Angal et al., Mol. Immunol. 30:105-8 (1993)). Além disso, a re­

gião de articulação de IgG2 tem quatro ligações dissulfeto que tendem 

a promover oligomerização e possivelmente ligação dissulfeto incorre­

ta durante a secreção em sistemas recombinantes. Uma região de ar­

ticulação apropriada para a presente invenção pode ser derivada da 

região de articulação de IgG4, de preferência contendo uma mutação 

que intensifica a formação correta de ligações dissulfeto entre porções 

derivadas de cadeias pesadas (Angal et al., Mol. Immunol. 301:105-8 

(1993)). Outra região de articulação preferida é derivada de uma arti­

culação de IgG2 na qual as duas primeiras cisteínas são, cada uma, 

mutadas para outro aminoácido, tal como, em ordem de preferência 

genérica, serina, alanina, treonina, prolina, ácido glutâmico, glutamina, 

lisina, histidina, arginina, asparagina, ácido aspártico, glicina, metioni- 

na, valina, isoleucina, leucina, tirosina, fenilalanina, triptofano ou sele- 

nocisteína (vide, por exemplo, publicação de pedido de patente US no 

2003-0044423-A1).

[0043] Uma parte Fc fundida a uma região variável de anticorpo da 
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invenção pode conter domínios CH2 e/ou CH3 e uma região de articu­

lação, que são derivadas de isótipos de anticorpo diferentes. Por 

exemplo, a parte Fc pode conter domínios CH2 e/ou CH3 de IgG2 ou 

IgG4 e uma região de articulação de IgG1. A montagem de tais partes 

Fc híbridas foi descrita na publicação do pedido de patente US no 

2003-0044423-A1).

[0044] Quando fundida a uma região variável de anticorpo da in­

venção, a parte Fc contém de preferência uma ou mais modificações 

de aminoácidos que prolongam genericamente a meia-vida sérica de 

uma proteína de fusão de Fc. Tais modificações de aminoácidos inclu­

em mutações que diminuem substancialmente ou eliminam a ligação 

do receptor de Fc ou complementam a atividade de fixação. Por 

exemplo, um tipo de tal mutação remove o sítio de glicosilação da par­

te Fc de uma cadeia pesada de imunoglobulina. Em IgG1, o sítio de 

glicosilação é Asn297 (vide, por exemplo, pedido de patente US no 

10/310.719, publicado como publicação de pedido de patente US no 

2003-0166163-A1).

III. Região de Junção da Fusão

[0045] As regiões variáveis do anticorpo da presente invenção po­

dem ser opcionalmente ligadas ou fundidas a uma porção diferente de 

imunoglobulina direta ou indiretamente, tal como através de um peptí- 

deo ligante (como por exemplo, (Gly4-Ser)3 (SEQ ID NO: 3)). A imuno- 

genicidade das proteínas de fusão descritas pode ser reduzida enfra­

quecendo a capacidade da junção da fusão ou o epítopo juntivo inte­

ragir com um receptor de células T, como descrito na publicação do 

pedido de patente US no 2003-0166877-A1). Mesmo em uma fusão 

entre duas proteínas humanas, como por exemplo, Fc humana e IL-2 

humana, a região que circunda a junção da fusão ou o epítopo juntivo 

inclui uma seqüência peptídica que não está normalmente presente no 

corpo humano, e assim sendo, que pode ser imunogênica. A imuno- 
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genicidade do epítopo juntivo pode ser reduzida, por exemplo, introdu­

zindo um ou mais sítios de glicosilação perto da junção da fusão, ou 

identificando um candidato a epítopo de células T que estende a jun­

ção, como descrito na publicação de pedido de patente US no 2003- 

0166877-A1, e mudando um aminoácido perto da junção, para reduzir 

a capacidade do candidato a epítopo de células T interagir com um 

receptor de células T.

[0046] A meia-vida sérica da proteína pode ser aumentada tam­

bém introduzindo mutações dentro da região de junção da fusão. Por 

exemplo, em uma proteína que inclui um domínio CH3 fundido a uma 

porção diferente de imunoglobulina, a lisina do terminal C do domínio 

CH3 pode ser mudada para outro aminoácido, tal como alanina, que 

pode proporcionar um aumento substancial na meia-vida sérica da 

proteína de fusão resultante.

[0047] Em certas modalidades, a clivagem proteolítica da junção 

da fusão é desejável. Conseqüentemente, a região intergênica pode 

incluir uma seqüência de nucleotídeos que codifica um sítio de cliva- 

gem proteolítica. Este sítio, intercalado entre a imunoglobulina e a ci- 

tocina, pode ser desenhado para proporcionar a liberação proteolítica 

da citocina no sítio-alvo. Por exemplo, é de pleno conhecimento que a 

plasmina e a tripsina clivam depois dos resíduos de lisina e arginina 

em sítios que são acessíveis às proteases. Outras endoproteases es­

pecíficas de sítios e as seqüências de aminoácidos que elas reconhe­

cem são bem conhecidas.

IV. Tratamento de Doença Humana com Proteína de Fusão do Anti­

corpo hu14.18

[0048] As regiões variáveis do anticorpo da presente invenção po­

dem ser anexadas a um agente diagnóstico e/ou terapêutico. O agente 

pode ser fundido ao anticorpo para produzir uma proteína de fusão. 

Alternativamente, o agente pode ser acoplado quimicamente ao anti­
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corpo para produzir um imunoconjugado. O agente pode ser, por 

exemplo, uma toxina, um marcador radioativo, um agente reprodutor 

de imagem, uma porção imunoestimulante, ou similares.

[0049] A região variável do anticorpo da invenção pode ser anexa­

da a uma citocina. As citocinas preferidas incluem interleucinas, tais 

como interleucina-2 (IL-2), IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-10, IL-12, IL-13, IL- 

14, IL-15, IL-16 e IL-18, fatores hematopoiéticos, tais como o fator es- 

timulador de colônias de granulócitos-macrófagos (GM-CSF), fator es- 

timulador de colônias de granulócitos (G-CSF) e eritropoietina, fatores 

de necrose tumoral (TNF), tal como TNF, linfocinas, tal como linfotoxi- 

na, reguladores de processos metabólicos, tal como leptina, interfe­

rons tais como interferon α, interferon β e interferon γ, e quimiocinas. 

De preferência, a proteína de fusão anticorpo/citocina ou o imunocon- 

jugado apresenta atividade biológica de citocina. Em uma modalidade, 

o domínio variável do anticorpo está fundido a IL-2. De preferência, 

vários aminoácidos dentro da porção IL-2 são mutados para reduzir a 

toxicidade, como descrito na publicação de pedido de patente US no 

2003-0166163-A1.

[0050] Por exemplo, as Figuras 3A e 3B ilustram as seqüências de 

aminoácidos de uma modalidade específica de uma proteína de fusão 

de anticorpo de acordo com a invenção. Especificamente, a Figura 3A 

ilustra a seqüência peptídica de uma cadeia leve de imunoglobulina 

humanizada que inclui uma região variável e uma constante. A Figura 

3B ilustra a seqüência peptídica de uma cadeia pesada de imunoglo- 

bulina humanizada ligada a IL-2. Os polipeptídeos fornecem uma pro­

teína de fusão de anticorpo humanizada capaz de ligar-se especifica­

mente a GD2 e estimular o sistema imunológico.

[0051] Opcionalmente, os complexos protéicos podem incluir ainda 

um segundo agente, tal como uma segunda citocina. Em uma modali­

dade, uma proteína de fusão do anticorpo hu14.18 inclui IL-12 e IL-2. 
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A construção de complexos protéicos que contêm um domínio de imu­

noglobulina e duas citocinas diferentes está descrita detalhadamente 

na patente US no 6.617.135.

[0052] As proteína de fusão da presente invenção são úteis no tra­

tamento de doenças humanas, tal como câncer. Quando se trata tu­

mores humanos, é particularmente útil administrar uma proteína de 

fusão anticorpo-IL-2 que compreende as regiões V da invenção, por 

infusão ou injeção subcutânea, usando doses de 0,1 a 100 miligra- 

mas/m2/paciente. Em uma modalidade preferida, é particularmente útil 

administrar uma proteína de fusão anticorpo-IL-2 compreendendo as 

regiões V da invenção, por infusão ou injeção subcutânea, usando do­

ses de 1 a 10 mg/m2/paciente, e mais preferivelmente, cerca de 3 a 6 

mg/m2/paciente.

[0053] Estudos clínicos demonstraram que após a administração 

de hu14.18/IL-2, a proteína de fusão conserva sua capacidade de ati­

var células responsivas a IL-2 através do receptor de IL-2 e conserva 

sua capacidade de ligar-se a células tumorosas GD2-positivas e distri­

buir IL-2 para sua superfície. Além disso, a administração da proteína 

de fusão hu14.18/IL-2 a pacientes com câncer resultou na estabiliza­

ção da progressão da doença em um número surpreendentemente 

alto de pacientes (vide Exemplo 1).

[0054] As composições farmacêuticas da invenção podem ser 

usadas na forma de formas de dosagem sólidas, semi-sólidas ou líqui­

das, tais como, por exemplo, pílulas, cápsulas, pós, líquidos, suspen­

sões, ou similares, de preferência em formas de dosagem unitária, 

apropriadas para administração de dosagens precisas. As composi­

ções incluem um veículo ou excipiente farmacêutico convencional e, 

além disso, podem incluir outros agentes medicinais, agentes farma­

cêuticos, veículos, adjuvantes, etc. Tais excipientes podem incluir ou­

tras proteínas, tais como, por exemplo, albumina sérica humana ou 
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proteínas plasmáticas. Os métodos reais para preparar tais formas de 

dosagem são conhecidos ou devem ser evidentes para os versados 

nessas técnicas. A composição ou formulação a ser administrada deve 

conter, em qualquer caso, uma quantidade do(s) componente(s) ati- 

vo(s) que seja eficaz para atingir o efeito desejado no indivíduo que 

está sendo tratado.

[0055] A administração das composições em questão pode ser por 

intermédio de qualquer um dos modos de administração aceitos para 

agentes que apresentam tal atividade. Estes métodos incluem admi­

nistração oral, parenteral ou tópica, e formas diversamente sistêmicas. 

A injeção intravenosa em um veículo farmaceuticamente aceitável é 

um método preferido de administração (vide Exemplo 1).

[0056] A quantidade administrada de composto ativo dependerá 

evidentemente do indivíduo que está sendo tratado, da gravidade da 

enfermidade, do modo de administração, e do julgamento do médico 

assistente.

Ácidos Nucléicos da Invenção

I. Constructos do Anticorpo hu14.18

[0057] A invenção fornece também ácidos nucléicos capazes de 

expressar cada um dos tipos de proteínas acima. Eles incluem, por 

exemplo, ácidos nucléicos que codificam a seqüência de aminoácidos 

enunciada em SEQ ID NO: 1; a seqüência de aminoácidos enunciada 

em SEQ ID NO: 2; uma região Vl do anticorpo hu14.18 que inclui a 

seqüência de aminoácidos de huVLFR1; uma região VH do anticorpo 

hu14.18 que inclui a seqüência de aminoácidos de huVHFR1; uma re­

gião Vh do anticorpo hu14.18 que inclui a seqüência de aminoácidos 

de huVHFR3; e proteínas de fusão que compreendem um anticorpo 

hu14.18, incluindo pelo menos uma das seqüências de FR humaniza­

das precedentes e um ou mais agentes terapêuticos.

[0058] Os anticorpos hu14.18 desta invenção podem ser produzi­
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dos por técnicas de engenharia genética, isto é, formando um cons- 

tructo de ácido nucléico que codifica um anticorpo específico para 

GD2, que contém as FRs desejadas da presente invenção. Em uma 

modalidade, o constructo gênico que codifica o anticorpo caracterizado 

inclui, na orientação de 5' para 3', um segmento de DNA que codifica 

uma região variável de cadeia pesada, que inclui pelo menos uma FR 

humanizada dentro dela, e um segmento de DNA que codifica uma 

região constante de cadeia pesada. Em outra modalidade, outro seg­

mento do DNA que codifica uma citocina é fundido à extremidade 3' 

do segmento de DNA que codifica a região constante de cadeia pesa­

da. Em uma modalidade diferente, o constructo gênico inclui, na orien­

tação de 5' para 3', um segmento de DNA que codifica uma região 

variável de cadeia pesada, que inclui pelo menos uma FR humanizada 

e um segmento de DNA que codifica uma citocina. Alternativamente, 

um ácido nucléico da invenção pode incluir, na orientação de 5' para 

3', um segmento de DNA que codifica uma região variável de cadeia 

leve, que inclui pelo menos uma FR humanizada dentro dela e um 

segmento de DNA que codifica uma citocina. Em algumas modalida­

des, um ácido nucléico que codifica uma citocina está unido na estru­

tura à extremidade 3' de um gene que codifica uma região constante 

(como por exemplo, éxon CH3), seja diretamente ou através de uma 

região intergênica (como por exemplo, por ligantes apropriados, tal 

como pelo DNA que codifica (Gly4-Ser)3 (SEQ ID NO: 3)).

II. Expressão de Constructos do Anticorpo hu 14.18

[0059] As proteínas que codificam ácidos nucléicos da presente 

invenção podem ser montadas ou inseridas em um ou mais vetores de 

expressão para introdução em uma célula recebedora apropriada, on­

de elas serão expressadas. A introdução de ácidos nucléicos em veto­

res de expressão pode ser realizada por técnicas de biologia molecular 

padronizadas. Os vetores de expressão preferidos incluem aqueles a 
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partir dos quais a proteína codificada pode ser expressada em células 

de bactérias ou mamíferos.

[0060] De acordo com a invenção, uma cadeia pesada de uma re­

gião variável do anticorpo é, de preferência, co-expressada na mesma 

célula com uma cadeia leve correspondente. No caso de proteínas de 

fusão que compreendem múltiplas cadeias de polipeptídeos, mais do 

que um vetor de expressão pode ser usado. Os métodos de co- 

transfecção que usam, por exemplo, dois vetores de expressão, resul­

tam freqüentemente em ambos vetores serem distribuídos para uma 

célula-alvo. Alternativamente, alguma vezes é útil usar um único vetor 

que codifica uma pluralidade de polipeptídeos para co-expressão na 

mesma célula.

[0061] Por exemplo, as Figuras 2A-D ilustram a seqüência de áci­

dos nucléicos de um único vetor que codifica as cadeias pesada e leve 

de uma imunoglobulina de acordo com a invenção. O vetor inclui tam­

bém um ácido nucléico que codifica IL-2 fundida à extremidade 3' da 

cadeia pesada de imunoglobulina. Assim sendo, quando introduzido 

em uma célula, este vetor sozinho pode fornecer uma proteína de fu­

são anticorpo-IL-2 humanizada que se liga especificamente a GD2 e 

estimula uma função imune.

[0062] Além disso, pode ser conveniente expressar as proteínas 

da presente invenção como moléculas de cadeia única. Por exemplo, 

uma região variável do anticorpo pode ser expressada como um anti­

corpo de cadeia única ou sFv fundida opcionalmente a uma proteína 

diferente de imunoglobulina. Em outra modalidade, uma cadeia pesa­

da (com ou sem uma citocina fundida) é combinada com uma contra- 

parte de cadeia leve (ou pesada) (com ou sem uma citocina fundida), 

para formar imunoconjugados monovalentes e divalentes.

[0063] As linhagens de células recebedoras são, de preferência, 

células linfóides, tal como um mieloma (ou hibridoma). Os mielomas 
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podem sintetizar, montar e secretar imunoglobulinas codificadas por 

genes transfectados e podem glicosilar proteínas. Uma célula recebe- 

dora particularmente preferida é o mieloma Sp2/0, que normalmente 

não produz imunoglobulina endógena. Quando transfectada, a célula 

produzirá apenas imunoglobulinas codificadas pelos constructos gêni- 

cos transfectados. Os mielomas transfectados podem ser desenvolvi­

dos em cultura ou nos peritônios de camundongos, onde os imunocon- 

jugados secretados podem ser recuperados a partir do líquido ascítico. 

Outras células linfóides, tais como linfócitos B, também podem ser 

usadas como células recebedoras.

[0064] Há vários métodos para transfectar células linfóides com 

vetores que contêm os constructos de ácidos nucléicos que codificam 

a cadeia de Ig quimérica. Uma maneira preferida de introduzir um ve­

tor em células linfóides é por fusão de esferoblastos (vide, por exem­
plo, Gillies et al., Biotechnol. 7:798-804 (1989)). Os métodos alternati­

vos incluem eletroporação ou precipitação com fosfato de cálcio. Ou­

tros métodos úteis para produzir os imunoconjugados incluem a prepa­

ração de uma seqüência de RNA que codifica o constructo e sua 
translação em um sistema in vivo ou in vitro apropriado. Uma vez ex­

pressadas, as proteínas da invenção podem ser colhidas por procedi­

mentos de purificação de proteínas padronizados (vide, por exemplo, 

patente no US 5.650.150).

III. Tratamento de Câncer por Terapia Gênica

[0065] Os ácidos nucléicos da invenção podem ser usados como 

agentes de terapia gênica, para o tratamento de câncer e outras doen­

ças nas quais é desejável direcionar o sistema imunológico para um 

tipo específico de célula. Por exemplo, as células podem ser retiradas 

de um ser humano ou animal, e um ou mais ácidos nucléicos que codi­

ficam um anticorpo da presente invenção podem ser transfectados pa­

ra dentro das células. As células são então reintroduzidas no ser hu­
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mano ou animal. As células transfectadas podem ser células normais 

ou cancerosas. Alternativamente, um ácido nucléico pode ser introdu­
zido nas células in situ. O ser humano ou o animal monta então uma 

resposta imune para as células cancerosas, que pode curar ou diminu­

ir a gravidade do câncer. Uma região variável do anticorpo da inven­

ção, acoplada a elementos reguladores apropriados para promover a 

expressão em células de mamíferos, pode ser transfectada para den­

tro das células por qualquer uma de uma série de técnicas, incluindo 

por intermédio de fosfato de cálcio, uma "pistola de gene", vetores de 

adenovírus, lipossomas catiônicos, vetores retrovirais, ou qualquer ou­

tro método de transfecção eficiente.

[0066] Em uma modalidade específica da invenção, um anticorpo 

hu14.18 é usado para distribuir seletivamente uma citocina para uma 

célula-alvo in vivo, de tal modo que a citocina possa exercer um efeito 

biológico localizado, tal como uma resposta inflamatória local, uma es­

timulação do crescimento e ativação de células T, ou uma atividade de 

ADCC. Uma quantidade terapeuticamente eficaz do anticorpo é admi­

nistrada dentro do sistema circulatório de um indivíduo que abriga a 

célula-alvo.

[0067] A invenção será ilustrada adicionalmente pelos exemplos 

não limitativos que se seguem.

Exemplos

Exemplo 1

Purificação e Formulação de hu14.18-IL2

[0068] Em um estudo, hu14.18-IL2 foi expressado a partir de célu­

las NS/0, o sobrenadante da cultura das células foi colhido, e a proteí­

na de hu14.18-IL2 foi purificada, usando, seqüencialmente, cromato- 

grafia de coluna de Resina Mista Abx, cromatografia de Proteína A re- 

combinante, e cromatografia de coluna de Q Sepharose, e em segui­

da, diafiltração de fluxo tangencial Pellicon 2 para troca de tampão pa­
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ra tampão de formulação. Os detalhes destas etapas de purificação 

estão descritos abaixo. As etapas de inativação e remoção do vírus 

foram interdigitadas nestas etapas como descritas abaixo. As etapas 

de inativação e remoção do vírus não foram necessárias para a purifi­

cação em si, mas foram usadas para satisfazer condições normativas. 

[0069] Dois litros de sobrenadante da cultura tecidual de NS/0, 

contendo hu14.18-IL2 tiveram seu pH ajustado para 5,9 com ácido 

acético 1 M, e foram aplicados em uma coluna Abx (J. T. Baker); la­

vou-se com MES 10 mM, acetato de sódio 100 mM, pH 6,2; e eluiu-se 

com acetato de sódio 500 mM, pH 7. Este material foi carregado em 

uma coluna de Proteína A recombinante (Pharmacia); lavou-se com 

fosfato de sódio 100 mM, NaCl 150 mM, pH 7; lavou-se com fosfato de 

sódio 100 mM, NaCl 150 mM, pH 6; lavou-se com fosfato de sódio 10 

mM pH 7; e eluiu-se com fosfato de sódio 100 mM, NaCl 150 mM, pH 

3,5. O pH do material eluído era 4,2. Para promover a inativação do 

vírus, este pH foi reduzido para 3,8 e a preparação foi incubada por 30 

min, e depois disso, o pH foi neutralizado até 7 com NaOH 1 M. Para 

remover o ácido nucléico, este material foi carregado em uma coluna 

Q Sepharose (Pharmacia) e lavado com fosfato de sódio 100 mM, 

NaCl 150 mM, pH 7. O ácido nucléico ligou-se à coluna, enquanto que 

a proteína foi encontrada no fluxo que atravessou e nas lavagens, que 

foram repetidas até que A280 voltasse para o valor referencial. A diafil- 

tração por Pellicon 2 (Millipore) foi realizada de acordo com as instru­

ções do fabricante, de tal modo que o material final de hu14.18-IL2 

fosse colocado na seguinte formulação:

[0070] O pH do tampão de formulação foi ajustado para 7 com

1. Manitol 4%

2. Cloridrato de arginina USP/NF 100 mM

3. Ácido cítrico USP-FCC 5 mM

4. Polysorbate 80 0,01% (p/v)
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NaOH 1 M.

[0071] Como etapa final, a preparação foi filtrada através de uma 

membrana Viresolve 180 (Millipore), que tem um corte de peso mole­

cular de 180.000 daltons. Isto teve o efeito de "arrematar" o material, 

de tal modo que, como resultado, os dímeros agregados e oligômeros 

de ordem mais alta fossem removidos.

Exemplo 2

Atividade Antitumoral da Proteína de Fusão hu14.18-IL-2 Observada 

em Ensaios Clínicos Fase I

[0072] Para avaliar a segurança e a eficácia de hu14.18-IL-2, um 

ensaio clínico Fase I foi realizado. Os pacientes elegíveis tinham me­

lanoma confirmado por histologia, que foi considerado cirurgicamente 

e medicamente incurável. Estes pacientes podiam ter doença metastá- 

tica mensurável ou avaliável, ou eles podiam não ter qualquer evidên­

cia de doença após ressecção cirúrgica de metástases distantes ou 

doença recorrente regional. Os pacientes com múltiplas (duas ou 

mais) recorrências locais ou regionais foram incluídos apenas se eles 

tivessem evidência anterior do envolvimento de linfonodos e se cada 

recorrência tivesse ocorrido em um espaço de tempo de pelo menos 2 

meses. Todos pacientes tinham de ter função adequada da medula 

óssea (definida por leucócitos totais (WBC) > 3.500/mL, ou granulóci- 

tos totais > 2.000/mL, plaquetas > 100.000/mL, e hemoglobina > 10,0 

g/dL), função hepática adequada (definida por uma aspartato amino­

transferase (AST) < 3 x o nível normal, e uma bilirrubina total < 2,0 

mg/dL), e função renal adequada (definida por creatinina sérica < 2,0 

mg/dL ou depuração de creatinina > 60 mL/min). Todos os pacientes 

tinham um estado funcional por eletrocorticografia (ECOG) de 0 ou 1 e 

uma expectativa de vida de pelo menos 12 semanas. Os pacientes 

que tinham recebido anteriormente quimioterapia, terapia com radia­

ção, ou outra terapia imunossupressora dentro de 4 semanas antes do 
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estudo foram excluídos. Os pacientes podiam ter tido metástases no 

sistema nervoso central (SNC), caso tratadas e estáveis por pelo me­

nos 4 semanas antes de iniciar o estudo. Obteve-se consentimento por 

escrito por parte de todos pacientes.

[0073] Este ensaio Fase I foi designado como um estudo aberto, 

não-aleatório e com escalonamento da dose, no qual grupos de 3 a 6 

pacientes receberam hu14.18-IL-2 em um dos seguintes níveis de do­

se: 0,8, 1,6, 3,2, 4,8, 6,0 ou 7,5 mg/m2/dia. O hu14.18-IL-2 foi adminis­

trado aos pacientes internados como uma infusão intravenosa (IV) de 

4 horas por 3 dias consecutivos durante a primeira semana de cada 

curso de tratamento. A proteína de fusão hu14.18-IL-2 foi administrada 

aos pacientes em uma formulação que compreendia 4% de manitol; 

cloridrato de arginina, 100 M; citrato, 5 mM; e 0,01% de Tween 80, em 

pH 7. Os pacientes receberam alta do hospital, caso estáveis, aproxi­

madamente 24 horas depois de completada a terceira infusão. Even­

tos adversos e toxicidades foram pontuados conforme os critérios de 

toxicidade "NCI Common Toxicity Criteria" (versão 2.0) e da "University 

of Wisconsin Comprehensive Cancer Center Toxicity Grading Scale" 

para IL-2 (estado funcional, ganho de peso, e temperatura). A toxici­

dade limitante da dose (DLT) foi definida como a ocorrência de toxici­

dade grau 3 ou 4 que não linfopenia grau 3, hiperbilirrubinemia, hipo- 

fosfatemia ou hiperglicemia. A dose máxima tolerada (MTD) foi defini­

da como o nível da dose no qual dois entre seis pacientes tiveram to­

xicidade limitante da dose (DLT) durante o curso 1 do tratamento. Os 

pacientes com toxicidades grau 3 relacionadas ao tratamento foram 

deixados recuperar até pelo menos grau 1 antes de poder retomar o 

tratamento com uma redução de 50% na dose para o curso 2 do tra­

tamento. Os pacientes com progressão da doença > 25% foram remo­

vidos do estudo. Os pacientes com doença estável receberam a admi­

nistração do curso 2 do tratamento.
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[0074] As propriedades farmacocinéticas de hu14.18-IL-2 foram 

avaliadas nos pacientes. Quando os níveis de hu14.18-IL-2 foram ava­

liados em amostras seriais de todos 33 pacientes imediatamente após 

a primeira infusão de 4 horas (dia 1, curso 1), a meia-vida demonstrou 

ser 3,7 h (± desvio padrão (SD) de 0,9 h). Este é um valor intermediá­

rio entre as meias-vidas de seus 2 componentes (aproximadamente 45 

min para IL-2 e 3 dias para o anticorpo quimérico m14.18), e compará­

vel àquele que foi observado para a meia-vida de m14.18-IL-2 quimé­

rico em camundongos. Após a depuração do hu14.18-IL-2 do soro 

destes pacientes, nem IL-2 nem os componentes do anticorpo hu14.18 

puderam ser detectados. O pico no soro e a área sob a curva (AUC) 

durante o curso do tratamento 1 apresentaram um aumento dependen­

te da dose significativo (p<0,001).

[0075] Trinta e três pacientes foram tratados neste estudo. A Ta­

bela 1 lista os resultados clínicos. Dois pacientes (6%) completaram 

apenas os 2 primeiros dos 3 dias do curso 1. Um destes pacientes (ní­

vel de dose 3) teve hiperbilirrubinemia grau 3 no dia 2 do tratamento, e 

o outro paciente (nível de dose 6) teve hipoxia e hipotensão grau 3, 

requerendo tratamento para ser mantido. Estes dois pacientes tiveram 

progressão da doença e não receberam um segundo curso de terapia. 

Dezenove pacientes (58%) mantiveram a doença estável após o pri­

meiro curso da terapia e receberam um segundo curso da terapia. 

Cinco pacientes (15% de todos pacientes) requereram uma redução 

de 50% da dose para o curso 2, secundária a eventos adversos no 

curso 1. Dezessete pacientes (52% de todos pacientes) completaram 

o curso 2. Um paciente (nível de dose 4) declinou em receber a infu­

são final durante o curso 2, e um paciente (nível de dose 6) teve a in­

fusão final durante o curso 2 suspensa devido à hipotensão. Oito paci­

entes (24% de todos pacientes) mantiveram a doença estável após o 

segundo curso de tratamento. Os resultados indicam que hu14.18-IL-2 
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causou estabilização da progressão da doença em um número surpre­

endentemente alto de pacientes.

[0076] Oito entre os 33 pacientes mantiveram a doença estável 

depois de 2 cursos de terapia, e 4 destes 8 pacientes continuam com 

nenhuma evidência de doença progressiva (1 com doença estável e 3 

com nenhuma evidência de doença) por 20-52 meses desde completa­

rem a terapia do protocolo.

[0077] Cinco dos 33 pacientes entraram no estudo com nenhuma 

doença mensurável após ressecção cirúrgica de recorrências ou me- 

tástases. Dois destes cinco pacientes tiveram progressão da doença, 

enquanto que os 3 pacientes remanescentes continuaram com ne­

nhuma evidência de doença (20-52 meses). Estas descobertas são 

consistentes com a hipótese de que o benefício clínico de uma inter­

venção imunoterapêutica é mais possível de ocorrer em um paciente 

com uma baixa carga tumoral. Um paciente adicional teve um decrés­

cimo objetivo em um nódulo pulmonar após dois cursos de terapia, 

mas a resposta global da doença foi pontuada como progressão da 

doença devido ao crescimento em um nodo distante. O nodo foi resse­

cado após a terapia com hu14.18-IL-2 e o paciente permaneceu livre 

da progressão da doença por mais de 3 anos.

Tabela 1

Resultados Clínicos

Imunoestimulação in vivo por hu14.18-IL-2 em um Ensaio Clínico Fase

I

Número de Pacientes

Pacientes que completaram o curso 1 31

Doença estável após curso 1 19

Redução de 50% da dose para o curso 2 5

Pacientes que completaram o curso 2 17

Doença estável após curso 2 8
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[0078] Os pacientes tratados com hu14.18-IL-2 foram examinados 

também quanto a indicações de imunoestimulação. Uma linfopenia do 

sangue periférico ocorreu nos dias 2-4, e seguiu-se um rechaço de lin- 

focitose nos dias 5-22. Estas duas mudanças eram dependentes da 

dose (p<0,01 e p<0,05, respectivamente). As contagens de linfócitos 

nos dias 5, 8, 15 e 22 foram significativamente maiores do que o refe­

rencial para o curso 1. A contagem referencial de linfócitos para o cur­

so 2 (dia 29 do curso 1) foi aumentada sobre a contagem referencial 

de linfócitos para o curso 1, indicando que os efeitos do primeiro curso 

de tratamento ainda estacam presentes no dia 29. Além disso, as con­

tagens de linfócitos durante o curso 2 nos dias 5, 8 e 15 são maiores 

do que os valores correspondentes para os dias 5, 8 e 15 durante o 

curso 1 para estes 12 pacientes.

[0079] O fenótipo da superfície das células linfáticas apresentou 

uma expansão de linfócitos CD16+ e CD56+ (marcadores de células 

exterminadoras naturais (NK)) após a primeira semana da terapia com 

hu14.18-IL-2. Este efeito ainda estava presente no dia 29 do curso 1 

(dia 1, curso 2). Para os pacientes 19-33 (que receberam 4,8-7,5 

mg/m2/dia), o fenótipo da superfície das células linfáticas foi determi­

nado nos dias 15 e 22 além dos dias 1 e 8. Esta análise demonstrou 

que o aumento de células que co-expressam CD56 e CD56/CD16 

permaneceu significantemente elevado (p < 0,01) nos dias 8, 15 e 22.

[0080] Como uma medida de imunoativação, foram obtidos os ní­

veis de proteína C reativa (CRP) para os pacientes 13-33 e os níveis 

do receptor de IL-2 solúvel (sIL-2R) para os 31 pacientes que comple­

taram o curso 1. Um aumento significante na CRP média estava pre­

sente nos dias de tratamento 3-5 no curso 1 e também no curso 2, em 

comparação com o referencial para cada curso. Este aumento em 

CRP retornou aos níveis referenciais no dia 8 de cada curso de trata­

mento. O nível de sIL-2R foi aumentado significantemente sobre o re­
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ferencial, iniciando 24 após a infusão de hu14.18-IL-2 durante o curso 

1 e também no curso 2, que persistiu até o dia 8. O aumento em sIL- 

2R demonstrou ser dependente da dose (p = 0,014). Os valores de 

sIL-2R para o curso 2 foram aumentados em comparação com os va­

lores correspondentes no curso 1 para os dias 1-5, para os pacientes 

que receberam a mesma dose em ambos cursos (p < 0,05).

[0081] A linhagem de células de neuroblastoma LA-N-5, que ex­

pressa GD2 e se liga a hu14.18-IL-2, foi usada para avaliar a função 

de células exterminadoras naturais (NK) ativadas por IL-2 e a citotoxi- 

cidade celular dependente do anticorpo (ADCC) em células mononu- 

cleares do sangue periférico (PBMC) de 31 pacientes que completa­

ram o curso 1. Não houve um aumento significante na exterminação 

mediada por linfócitos a partir do dia 8, quando comparado com o dia 1 

para estes dois ensaios. Os 12 pacientes que receberam o curso 2 na 

mesma dose que no curso 1 apresentaram resultados de ADCC que 

foram muito similares àqueles obtidos durante o curso 1. O único pa­

râmetro que demonstrou ser diferente no curso 2 em relação ao curso 

1 foi a exterminação aumentada na presença de IL-2 no dia 1, indican­

do que a exterminação aumentada neste ensaio permaneceu elevada 

no dia 29 (dia 1, curso 2).

[0082] Devido ao fato de que o alvo LA-N-5 é relativamente resis­

tente a células NK recentes, ele é útil para medir a exterminação au­

mentada de IL-2, e ADCC. Entretanto, a fraca exterminação de LA-N-5 
mediada por PBMCs recentes no meio (sem IL-2 suplementar in vitro) 

não foi significantemente maior no dia 8 do que no dia 1.

[0083] Para os pacientes 19-33, foram realizados ensaios de NK 

padronizados nos dias 1, 8, 15 e 22, usando a linhagem de células- 

alvo K562 suscetíveis a NK. Um aumento significante na lise de célu- 

las-alvo K562 por NK, quando testadas em meio ou na presença de IL- 

2, foi observado nos dias 8 e 22, quando comparado com o dia 1. As 
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amostras do soro de pacientes selecionados também foram avaliadas 

para determinar a atividade funcional de IL-2 e o anticorpo funcional 

anti-GD2.

[0084] A linhagem de células Tf-1b responsiva a IL-2 demonstrou 

que IL-2 induziu a proliferação com o soro dos pacientes obtido após a 

infusão de hu14.18-IL-2. Observou-se um aumento progressivo na pro­

liferação durante as primeiras 4 horas após a infusão de 4 horas. Os 

valores retornaram para o valor referencial em 16 horas após esta in­

fusão, o que é consistente com a meia-vida sérica para hu14.18-IL-2 

de aproximadamente 4 horas. As amostras do soro nestes pontos no 

tempo também foram examinadas por citometria de fluxo quanto à 

presença da imunocitocina (IC) de hu14.18-IL-2 que retém seu com­

ponente IL-2 e sua atividade do anticorpo anti-GD2. hu14.18-IL-2 ca­

paz de ligar-se à linhagem de células M21 (GD2-positivas) foi detectá- 

vel em amostras do soro dos pacientes após uma infusão de imunoci- 

tocina (IC). A quantidade de IC capaz de ligar-se a M21 aumentou 

progressivamente durante as primeiras 4 horas após a infusão de 4 

horas, e diminuiu após este tempo, o que é novamente consistente 
com a meia-vida de aproximadamente 4 h. Finalmente, ensaios in vitro 

foram realizados com espécimes de pacientes, para determinar se a 

administração de hu14.18-IL-2 resulta em condições in vivo consisten­

tes com aquelas necessárias para atingir a citotoxicidade celular de­

pendente do anticorpo (ADCC). As PBMCs do dia 8 apresentaram 

ADCC aumentada em células-alvo GD2+ quando hu14.18-IL-2 é adici­

onado ao ensaio citotóxico. Este mesmo ensaio de ADCC foi realizado 

com PBMCs do dia 8; entretanto, em vez de adicionar hu14.18-IL-2 ao 

ensaio, o soro do paciente, obtido antes ou depois da administração 

de hu14.18-IL-2, foi adicionado. As PBMCs obtidas dos pacientes no 

dia 8 do curso 2 foram capazes de mediar a exterminação aumentada 

da linhagem de células LA-N-5 na presença do soro obtido após a ad­
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ministração de hu14.18-IL-2, comparado com aquela observada com o 

soro obtido antes da infusão. Assim sendo, o hu14.18-IL-2 que circula 

nos pacientes depois da administração intravenosa é capaz de facilitar 

a ADCC com PBMCs ativadas in vivo por hu14.18-IL-2 desse mesmo 

paciente.

[0085] Resumindo, estes resultados indicam que houve mudanças 

imunológicas associadas a esta terapia com hu14.18-IL-2, incusive um 

aumento na contagem de linfócitos, um aumento na porcentagem de 

PBMCs CD16+ e CD56+, um aumento na lise por NKs, e um aumento 

na ADCC. Uma evidência adicional quanto à imunoativação incluiu um 

aumento nos níveis séricos de CRP e de sIL-2R. Análises laboratoriais 

do soro e de PBMCs indicaram que a molécula de hu14.18-IL-2 em 

circulação no soro dos pacientes após a administração intravenosa 

conservou sua capacidade de ativar células responsivas a IL-2 através 

do receptor de IL-2 e conservou sua capacidade de ligar-se a células 

tumorosas GD2-positivas, e distribuir IL-2 para sua superfície, como 
detectado por citometria de fluxo. As células NK foram ativadas in vivo 

em função da sua capacidade de mediar a função de NKs e ADCC in 

vitro. Além disso, as células NK ativadas in vivo pelo hu14.18-IL-2 ad­

ministrado a estes pacientes foram capazes de mediar a ADCC facili­

tada pelo hu14.18-IL-2 circulante no soro destes mesmos pacientes. 

Assim sendo, as condições para atingir a imunoativação foram alcan­

çadas em todos os pacientes neste estudo.
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REIVINDICAÇÕES
1. Proteína de fusão de anticorpo-IL2 designada como 

hu14.18-IL2, caracterizada pelo fato de que compreende a cadeia leve 

de SEQ ID NO:5 e a cadeia pesada de SEQ ID NO: 6, em que a refe­

rida proteína de fusão liga-se especificamente a GD2 e estimula fun­

ção imune.

2. Vetor, caracterizado pelo fato de que compreende a se­

quência de nucleotídeos de SEQ ID NO: 4 contendo as sequências de 

ácido nucleico que codificam a proteína de fusão como definida na rei­

vindicação 1.

3. Composição farmacêutica, caracterizada pelo fato de que 

compreende a proteína de fusão como definida na reivindicação 1 e 

um veículo ou excipiente farmacêutico.

4. Uso da proteína de fusão como definida na reivindicação 

1, caracterizado pelo fato de que é para a fabricação de um medica­

mento para estabilizar a progressão da doença em doentes com cân­

cer positivo para GD2.

5. Uso da proteína de fusão como definida na reivindicação 

1, caracterizado pelo fato de que é para a fabricação de um medica­

mento para aumentar a atividade de ADCC e de lise NK-em doentes 

com câncer positivo para GD2.
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GTCGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCAT 
ATATGGAGTTCCGCGTTACATÀACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCC 
GCCCATTGACGTCAATAATGAOGTATGITCCCATAGTAACGCCAATAGGGACnTCCATrGACGTC 
AATGGGTGGAGTAITTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTA 
CGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTAT 
GGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTG 
GCAGTACATCAATGGGCGHK^TAGCGGmGACrcACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGA 
CGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGC 
CCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACXjGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCrCTCrGGC 
TAACTACAGAACCCACTGCTTAACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCTC 
TAGAATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTGATGTTCTGGATTCCTGGTGAGGAGAGAGGGAA 
GTGAGGGAGGAGAATGGACAGGGAGCAGGAGCACTGAATCCCATTGCTCATTCCATGTATCTGGC 
ATGGGTGAGAAGATGGGTCTTATCCTCCAGCATGGGGCCrCTGGGGTGAATACTTGlTAGAGGGA 
GGTTCCAGATGGGAACATGTGCTATAATGAAGATTATGAAATGGATGCCTGGGATGGTCTAAGTA 
ATGCCITAGAAGTGACTAGACACTTGCAATTCACTTTTTTTGGTAAGAAGAGATTTTTAGGGTATA 
AAAAAATGTTATGTAAAAATAAACGATCACAGTTGAAATAAAAAAAAAATATAAGGATGTTCATG 
AATTTTGTGTATAACTATGTATTTCTCTCTCATTGTTTCAGCTTCCTTAAGCGACGTGGTGATGACC 
CAGACCCCCCTGTCCCTGCCCGTGACCCCCGGCGAGCCCGCCTCCATCTCCTGCAGATCTAGTCAG 
AGTCTTGTACACCGTAATGGAAACACCTATTTACATTGGTACCTGCAGAAGCCAGGCCAGTCTCCA 
yVAGCrCCTGATTCACAAAGTTTCCAACCGATTTTCTGGGGTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGA 
TCAGGGACAGATTTCACACTCAAGATCAGCAGAGTGGAGGCrGAGGATCTGGGAGTTTATrTCTGT 
TCTCAAAGTACACATGITCCrCCGCTCACGTrCGGTGCTGGGACCAAGCTGGAGCrGAAAOGTATr 
AGTGTGTCAGGGTTTCACAAGAGGGACTAAAGACATGTCAGCTATGTGTGACTAATGGTAATGTC 
ACTAAGCTGCGGGATCCCGCAATTCTAAACTCTGAGGGGGTCGGATGACGTGGCCATTCTrTGCCT 
AAAGCATTGAGTTrACTGCAAGGTCAGAAAAGCATGCAAAGCCCTCAGAATGGCTGCAAAGAGCT 
CCAACAAAACAATITAGAACTTrATTAAGGAATAGGGGGAAGCrAGGAAGAAACTCAAAACATCA 
AGATITTAAATACGCITCTTGGTCrCCTrGCrATAAlTATCTGGGATAAGCATGCIOITrTCTOTCr 
GTCCCTAACATGCCCrGTGATTATCCGCAAACAACACACCCAAGGGCAGAACrrTGTTACTTAAAC 
ACCATCCTGTTTGCTTCTrTCCTCAGGAACTGTGGCrGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTG 
ATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGG 
CCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAG 
CAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCrGAGCAAAGCAGACTACG 
AGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGC 
TTCAACAGGGGAGAGTGTTAGAGGGAGAAGTGCCCCCACCTGCTCCTCAGTTCCAGCCTGACCCCC 
TCCCATCCTTrGGCCTCTGACCCTTTTTCCACAGGGGACCTACCCCTATTGCGGTCCTCCAGCTCAT 
CTTTCACCTC/^CCCCTCCrCCrCCTTGGCTTTAATTATGCTAATGTTGGAGGAGAATGAATAAAT 
AAAGTGAATCTTrGCACCTGTGGITrCTCrCTTTCCTCAATTTAATAATTATTATCTGTTGTrrACCA 
ACTACTCAATTrCTCTTATAAGGGACTAAATATGTAGTCATCCTAAGGCGCATAACCATTTATAAA 
AATCATCCTTCATTCTATTTTACCCTATCATCCTCTGCAAGACAGTCCTCCCTCAAACCCACAAGCC 
I^CTGTCCTi^CAGTCCCGTOGGCCATGGTAGGAGAGACTrGCTTCXTTTGTTTTCCCCTCCTCAGCA 
AGCCCrCATAGTCCTTTITAAGCKH'GACAGGTCITACGGTCATATATCCTTTGATrCAA'ITCCCrGG 
GAATCAACCAAGGCAAATmTCAAAAGAAGAAACCTGCTATAAAGAGAATCATTCATTGCAACA  
TGATATAAAATAACAACACAATAAAAGCAATTAAATAAACAAACAATAGGGAAATGTTTAAGTTC 
ATCATGGTACTTAGACTTAATGGAATGTCATGCCTTATTTACATmTAAACAGGTACrGAGGGAC 
TCCTGTCTGCCAAGGGCCGTATTGAGTACnTCCACAACCTAATTTAATCCACACTATACTGTGAG 
ATTAAAAACATrCATTAAAATGTTGCAAAGGTTCTATAAAGCTGAGAGACAAATATATTCTATAAC 
TCAGCAATCCCACTTCTAGGGTCGATCGACGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATC 
AATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGG 
CCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGT 
AACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACrTGGC 
AGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACX3QTAAATGGCCCGC

FIG. 2A
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CTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCC7TACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTC 
ATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTnTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCA 
CGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATrGACGTCAATGGGAGmGTrrTGGCACCAAAATCAACGG 
GACrFTCCAAAATGTCGTAACAACTCOGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTG 
GGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCrAACTACAGAACCCACTGCITAACTGGCTTATCGAAA 
TTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCrCCTCGAGGCTAGAATGAAGTTGCCTGTTAGGCTG 
TTGGTGCTGATGTrCTGGATTCCTGGTGAGGAGAGAGGGAAGTGAGGGAGGAGAATGGACÀGGGA 
GCAGGAGCACTGAATCCCATTGCrCATTCCATGTATCrGGCATGGGTGAGAAGATGGGTCTrATCC 
TCCAGCATGGGGCCTCTGGGGTGAATACTrGTTAGAGGGAGGTTCCAGATGGGAACATGTGCTAT 
ÀATGAAGATTATGAAATGGATGCCTGGGATGGTCTAAGTAATGCCTTAGAAGTGACTAGACACTT 
GCAATrCACrnTnTGGTAAGAAGAGATmTAGGCTATAAAAAAATarTATGTAAAAATAAACG 
ATCACAGTTGAAATAAAAAAAAAATATAAGGATGTTCATGAATnTGTGTATAACTATGTATTTCr 
CTCTCATTGTTrCAGCTTCCTTAAGCGAGGTGCAGCTGGTGCAGTCCGGCGCCGAGGTGGAGAAGC 
C\XJGCGCCTC(OTGAAGATCrCCTOCAAGGCCTCCGGCrCCTCCTTCACXX3GCTACAACATGAACT 
GGGTGCGCCAGAACATCGGCAAGT(XCTGGAGTOGATCGGCGCCATCGACCCCTACrACGGCGGC 
ACCTCCTACAACCAGAAGTTCAAGGGCCGCGCCACCCTGACCGTGGACAAGTCCACCTOCACCGC 
CTACATGCACCTGAAGTCCCTXjCGCTCCGAGGACACXIGCCGTGTACTACTGCGrGTCCGGCATGGA 
GTACTGGGGCCAGGGCACXnCCGTGAíXGnrrCCTCOGGTAAGCrnTCrGGGGCAGGCCAGGCCT 
GACCTTGGCTTTGGGGCAGGGAGGGGGCTAAGGTGAGGCAGGTGGCGCCAGCCAGGTGCACACCC 
AATGCCCATGAGCCCAGACACTGGACGCTGAACCTCGCGGACAGTTAAGAACOCAGGGGCCrCTG 
CGCOTGGGCCCAGCrCTGTCCCACACCGCGGTX^CATGGCACCACCTCrCriXK^GCCTCX^CCA 
AGGGCCCAIWGTCTITXXXX?TGG<ACOCTCCTCCAAGAGCACCrCTGGGGGCACAGCGGCCCTGG 
G<nOCCTGG7OAAGGACTACTKXXXXJAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCA 
^GQ^jTGCACACCTIOCCGGCTarccrACAGTCCTCAGGACTCTACTCXXTCAGCAGCGTGGTGA 
CCXmXXTCTCCAG^GCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAAC 
ACCAAGGTGGACAAGAGAGTTGGTGAGAGGCCAGCACAGGGAGGGAGGGIX3TCTGCrGGAAGCC 
AGGCrCAGCGCTOCTGCCTGGACOCATCCCGGCTATGCAGTCCCAGTCCAGGGCAGCAAGGCAGG 
CCCCGTCTGCCrCITCACCCGGAGGCCTCTGCCCGCCCCACTCATGCTCAGGGAGAGGGTCTrCTG 
GCTTITrCCCCAGGCTCTGGGCAGGCACAGGCTAGGTGCCCCTAACCCAGGCCCTGCACACAAAGG 
GGCAGGTGCTGGGCTCAGACCTOCCAAGAGCCATATCCGGGAGGACCCTGCCCCTGACXTrAAGCC 
CACCCXAAAGGCCAAACTCTCCACTCCCTCAGCTCGGACACCTICnTrcCIOaAGATTCCAGTAA 
CnXXX?AATCTrCTCTCTGCAGAGCCCAAATCTrGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAG 
GTAAG(XAGCCCAGGCCTCGCCCTCCAGCTCAAGGCGGGACAGGTGCCCrAGAGTAGCCTGCATC 
CAGGGACAGGíXCCAGCCGGGTGCTQACACGTCCACCTCCATCTCTTCCTCAGCACCTGAACTCCT 
GGGGGGACCGTCAGTCirCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCC

CGTGGGGTGCGAGGGCCACATGGACAGAGGCCGGCTCGGCCCACCCTCTGCCCTGAGAGTGACCG 
CTGTACCAACCTCTGTCCCTACAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCAC 
GGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATOOCAGCGAC 
ATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCT
GGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTATAGCAAGCTCACCGTGGACÀAGAGCAGGTGGCAOCAGG 
GGAACGTCITCTCATGCTCCGTGATGC^TGAGGCrCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCT

ATGCTCACATTCAAGTTCTACATGCOCAAGAAGGCCACAQAGCTCAAACATCTCCAGTGTCTAGAG 
GAGGAACTCAAACCTCTGGAGGAAGTGCTAAACCTCGCTCAGAGCAAAAACITCCACTTAAGACC
tagggacttaatcagcaatatcaacxjtaatagttctggaactaaagggatccgaaacaacattca 
tgtgtgaatatgctgatgagacagcaaccattgtagaatttctgaacagatggattaccttttgtc
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AAAGCATCATCTCAACACTAACTTGATAATTAAGTGCTCGAGGGATCCAGACATGATAAGATACA 
TTGATGAGTTTGGACAAACCACAACTAGAATGCAGTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTTGTG 
ATGCTAITGCnTATTTGTAACCATTAGAAGCrGCAATAAACAAGTTAACAACAACAATrGCATTC 
ATITTATGllTCAGGTTCAGGGGGAGGTGTGGGAGGTTTTTTAAAGCAAGTAAAACCTCrACAAAT 
GTtXiTATGGCTGATTATOATCCTOCCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCrCTGACACAT 
GCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGG 
GCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCGCAGCCATGACCCAGTCACGTAGCGATAGCGGA 
GTOTATACTGGCHTAACTATGCGGC^TCAGAGCAGATTGTACTGAGAQTGCACCATATGCGGTGTG 
AAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCrCACTG 
ACTCGCTGCGCTO3GTCGTTCXjGCrGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACX3GT 
TATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAG 
GAAÍXGTAAAAAGGCCGCGTTOCTGGCGITITríXATAGGCIGCGCCCCCCTGACGAGCATCACAA 
AAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCOACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTrCCCC 
CTGGAAGCrCCXTTCGTGCGCIVrCCTGTrCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCIXjTCCGCCTTTCT 
CCCirCGGGAAGCXjTGGCGCITrCTCAATGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTT 
CGCT(XAAGCTCK3GCIX7rGTOCACGAACCCCCXGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAAC 
TATCGTCrTGAGIOCAACCCXKnAAGACACGACrrATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGG 
ATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTA 
CACTAGAAGGACAGTATTTOGTATCTGCGCICTGCTGAAGCCAGTTACCTTCXjGAAAAAGAGTTGG 
lACGCGtL^GAAAAAAAGGATCrc^GAAGATCXTTlTGATCTrrrcTACGGGGTCTGACGCTCAGTG 
i’AACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACXTTAGATCCT 
TTrAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACrrGGTCTGACAGTTA 
CCAATOiHTAATCAGTGAGGCACCTAraOAGCXjATCTOTCTATrrCGlTCATCCATAGTrGCCTGA 
CTCCCCGTCX3TGTAGATAACrACGATACGGGAGGGCITA(XATCTGGCCCCAGTGCrGCAATGATA 
('CGCOAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGA 
(tCGCAGAAGTGGTCX7IOCAA(nTrATmjCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCrAG 
AGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGnTGCGCAACGTTGTrGCCATTGCrGCAGGCATCGTGGTGTC 
ACGCTCGTCGTTTGGTATOGCrTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGrrACATGATC 
CCOCATGTTGrGCAAAAAAGaXOTAGCTCCrrCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTrGGC 
°3£A2ZPTTA7^ctcatogttatogcaocact<:^t^ttctctt^ 
TGCTirrCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGT 
TGCTCTTGCCXGGCGTCAACACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCrGATC 
ATTGGAAAACGTTCTKXKXSGCOAAAACrCTCAAGGAIXnTACCGCTGrrrGAGATCCAGTrCGATG 
rAACCCACTCGTGCACCCAACnUTCTTCAGCATCrriTACrrrCACCAGCGTITCrGGGTGAGCAA 
AAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGrTGAATACTCAT 
ACTCTTCCTITTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATrGTCTCATGAGCGGATACATATTT 
GAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTrCCCCGAAAAGTGCCACCrGA 
CGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCG 
TCTTCAAGAATTCCGATCCAGACATGATAAGATACATTGATGAGTTTGGACAAACCACAACTAGA 
ATGCAGTGAAAAAAATGCITrATITGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTTATTTGTAACCATTAGAA 
QCTGCAATAAACAAGTTAACAACAACAAITGCXTTCAlTrTATGTTTCAGGTTCAGGGGGAGGTGT 
GGGAGGTTTTTTAAAGCAAGTAAAACCTCTACAAATGTGGTATGGCTGAITATGATCrAAAGCCAG 
CAAAAGTCCCATGGTCrTATAAAAATGCATAGCrTTCGGAGGGGAGCAGAGAACTTGAAAGCATC 
TT(XTOTTAGTCrriXmcrCOTAGACCI7AAATTCATACTTGATrCCTITTTCCTCCTGGACCTCAG 
AG^S^CGCCTGGGTAlnCT0QGA<3AAOT^ATA'mcCccAAATCAATTTCTGGGAAAAACGTGT 
CACTTTCAAATTCCTGCATGATCVnOTCACAAAGAGTCTGAGGTGGCCTGGTTGATTCATGGCTTC 
CTGGTAAACAGAACTGCCKXGACTATCCAAACCATGTCTACTTTACrTGCCAATTCCGGTTGTTCA 
ATAAGTCTTAAGGCAIOAIOCAAACTTTrGGCAAGAAAATGAGCTCCTCGTGGTGGTrCTTTGAGT 
TCTCTACTGAGAACTATATTAATICrGTCCTTTAAAGGTCGATTCTrCrCAGGAATGGAGAACCAG

FIG. 2C
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GTTTTCCTACCCATAATCACCAGATTCrGTTTACCTTCCACTGAAGAGGTTGTGGTCATTCnTGGA
YI/?E5ÍYÍlYY5CT2™CGGAGGCCAGOGTCGGTCTCCGTrCTTGCCAATCCCCATATnTG 
!^SííÍ^^f.Y.TQCAG^CAATGGTCGAACCATGAQGGCACCAA<^AGCmTrGCAAAAG 
TCTGc?^ATAAAttt?fS?S^^OTCTGQAATAGCTCAGAG<3CCGAGQCGGCCTCGGCC 
I^^T^TAAAAAAAATTAGTCAGCCATGGGGCGGAGAATGGGCGGAACTGGGCGGAGTTAG 
aGGCGG^TGGGCGGAGnAGGGGCGGGACrATGGTTGCTGACTAATTGAGATGCATGCITTGCA 
TACnCTGOTGCTGGGGAGCCTGGGGACnTCCACACCTGGTTGCTGACTAATTGAGATGCATOC 
1C[P^J^cÍTctgcctgctggggagcctogggactttccacaccctaactgacacacattccaca (ofiQ ID NO; 4)

FIG. 2D
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