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DESCRIPCION

Anticuerpo humanizado (h14.18) del anticuerpo 14.18 de ratén que se enlaza con GD2 y su fusién con la IL-2.

Esta invencion se refiere, de forma general, a anticuerpos modificados. De una manera mds particular, la invencién
se refiere a anticuerpos modificados con una inmunogenicidad reducida, que se enlazan de manera especifica con el
glicoesfingolipico GD2 de la superficie de las células humanas, y a su uso como agentes terapéuticos.

Fundamento de la invencion

Durante afios ha habido progresos significativos en el desarrollo de terapias basadas en anticuerpos. Por ejemplo,
los investigadores han identificado, no solamente una variedad de marcadores especificos del cancer, sino que, tam-
bién, han identificado una variedad de anticuerpos, que se enlazan de manera especifica con dichos marcadores. Los
anticuerpos pueden ser usados para suministrar ciertas moléculas, por ejemplo una toxina o una mitad inmunoestimu-
lante, por ejemplo, una citocina, a una célula cancerosa, que exprese el marcador, con el fin de destruir selectivamente
a la célula cancerosa.

El anticuerpo 14.18 es un anticuerpo monoclonal derivado del ratén, que esta dirigido contra el glicoesfingolipido
GD2 de la superficie celular. E1 GD2 es un disialogangliésido, que es expresado normalmente solo a un nivel significa-
tivo sobre las membranas de la superficie externa de las células neuronales, en la que su exposicion al sistema inmune
estd limitada por medio de la barrera hematoencefdlica.

Por el contrario, numerosas células tumorales tienen niveles anormales de expresién de glicoesfingolipido en la
superficie celular. Por ejemplo, el GD2 es expresado en las superficies de una gran variedad de células tumorales,
con inclusién de los neuroblastomas, de los blastomas medulares, de los astrocitomas, de los melanomas, del cancer
pulmonar microcitico, de los osteosarcomas y de otros sarcomas del tejido blando. De este modo, el GD2 es un marca-
dor especifico de los tumores conveniente para dirigir a las células tumorales dominios proteicos inmunoestimulantes,
con objeto de provocar una respuesta inmune efectiva contra las células tumorales para llevar a cabo su destruccion.
Aln cuando el anticuerpo de ratén 14.18 (anticuerpo m14.18) puede contribuir a dirigir a estos dominios proteicos
hacia las células tumorales, sus secuencias de aminodcido, derivadas del ratén, pueden menoscabar el deseado efecto
terapéutico.

Cuando son administrados a un paciente, los anticuerpos pueden tener una inmunogenicidad asociada en el ma-
mifero huésped. Esto es mds probable que ocurra cuando los anticuerpos no son autélogos. Como consecuencia, la
eficacia de las terapias basadas en anticuerpos estd frecuentemente limitada por una respuesta inmunogénica dirigida
contra el anticuerpo terapéutico. Esta respuesta inmunogénica queda acrecentada, de forma tipica, cuando el anti-
cuerpo se derive en su totalidad, o en parte, de un mamifero diferente del mamifero huésped, por ejemplo cuando el
anticuerpo se derive de un ratén y el receptor sea un ser humano.

Para el uso clinico en seres humanos podria ser adecuado llevar a cabo una modificacién de los anticuerpos de-
rivados del ratén para proporcionar anticuerpos que se parezcan mas a los humanos de tal manera, que se reduzca o
que se minimice la inmunogenicidad del anticuerpo derivado del rat6n. La inmunogenicidad del anticuerpo derivado
del ratén puede ser reducida por medio de la generacién de un anticuerpo quimérico, en el que las regiones constantes
de un anticuerpo humano estén fusionadas con los dominios variables del rat6n. Sin embargo, los dominios variables
del ratén, remanentes, siguen siendo generalmente todavia inmunogénicos en los seres humanos y, por consiguiente,
pueden menoscabar la eficacia de una terapia basada en anticuerpos.

Algunos intentos destinados a reducir la inmunogenicidad, tales como el “chapeado” y la “humanizacién” com-
prenden la introduccién de un gran nimero de substituciones de aminodcidos y pueden interrumpir el enlace de un
anticuerpo con un antigeno. El anticuerpo m14.18 se enlaza con el GD2 con una afinidad moderada. Por consiguiente,
se espera que las mutaciones que disminuyan de manera significativa la afinidad del m14.18 con respecto al GD2,
hagan que este sea menos efectivo para finalidades terapéuticas en seres humanos. Por lo tanto, existe una necesidad
en el estado de la técnica de anticuerpos terapéuticos, que puedan hacer blanco de manera efectiva en el GD2 y que
tengan una inmunogenicidad reducida cuando sean administrados a seres humanos.

La publicaciéon WO 01/23573 y las publicaciones Derwent AN 2001-266163 XP002280627 (Kyowa Hakko Kogyo
KK) describen un anticuerpo anti-GD2 quimérico recombinante especifico con baja inmunoantigenicidad.

La publicaciéon WO 02/066514 (Merck Patent GmbH) describe numerosas versiones del mAb 14.18, que han sido
desinmunizadas por medio de la eliminacién de epitopos de células T a partir del anticuerpo parental murino, de con-
formidad con un método informético especifico. La solicitud de patente describe, sin indicacién de datos biolégicos,
protefnas de fusion respectivas de anticuerpos 14.18 desinmunizados con la IL-2.

Breve descripcion de la invencion
De manera general, la presente invencién proporciona una proteina de fusién, que comprende una forma modificada

del anticuerpo m14.18, que es menos inmunogénica en los seres humanos pero que todavia mantiene la afinidad de
enlace del m 14.18 con el GD2 humano.
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De una manera mas particular, la invencién proporciona una proteina de fusién, que comprende una forma huma-
nizada del anticuerpo m14.18 (anticuerpo hul4.18) en el que han sido substituidos varios aminodcidos especificos del
ratén, en una o en varias regiones marco, por diversos aminoacidos con objeto de reducir su inmunogenicidad en los
seres humanos. La invencién proporciona fusiones del anticuerpo hul4.18 con una o mds mitades no inmunoglobulina,
preferentemente con la IL-2 para reforzar los efectos de la terapia inmune dirigida.

En un aspecto, la presente invencidn proporciona una region variable de anticuerpo, que incluye la secuencia de
aminodcidos indicada en la SEQ ID NO: 1, que define una regién variable de la cadena ligera de inmunoglobulina
(regién Vi). En otro aspecto, la invencién se refiere a una region variable de anticuerpo, que incluye la secuencia de
aminodcidos indicada en la SEQ ID NO: 2, que define una regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina
(regién Vy). En una realizacidn, la invencién proporciona una regién variable de anticuerpo, en la que la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 estd enlazada con la secuencia de aminoacidos indicada en la SEQ ID NO: 2. Las
secuencias de aminodcidos pueden estar enlazadas, tal como por medio de un enlace de disulfuro o por medio de un
enlace peptidico.

En otro aspecto, la invencion se refiere a una regidn variable de anticuerpo, se que enlaza de manera especifica
con el GD2 y que incluye, al menos, los aminodcidos 1-23 de la SEQ ID NO: 1, los aminodcidos 1-25 de la SEQ
ID NO: 2, o los aminodcidos 67-98 de la SEQ ID NO: 2. Estas secuencias definen regiones marco en las regiones
variables de inmunoglobulina del anticuerpo hul4.18. Las regiones marco estdn descritas con mayor detalle mds
adelante.

Un aspecto de la invencién se refiere a un método para dirigir una célula con GD2 en su superficie e incluye la
administracién a un paciente de una region variable de anticuerpo de la presente invencion. En una realizacién, la
célula diana es una célula tumoral. Otros aspectos de la invencién incluyen un dcido nucleico, que codifica la regién
variable del anticuerpo o una célula, que incluye este acido nucleico, que puede ser administrado a un paciente o bien
que puede ser utilizado para una produccién de proteinas in vitro.

De la misma manera, la invencién proporciona un polipéptido, que incluye una regién variable de anticuerpo
de la invencién y una porcién Fc, que comprende, al menos, un dominio CH2, 4cidos nucleicos, que codifican al
polipéptido, células, que incluyen los dcidos nucleicos, y métodos para dirigir una célula con GD2 en su superficie por
medio de la administracién a un paciente del polipéptido, del 4cido nucleico o de la célula. En algunas realizaciones
de la invencion, la porcion Fc se deriva de la IgG1.

La regién variable del anticuerpo estd enlazada, con o sin una porcién Fc interviniente, con una mitad no inmuno-
globulina. De manera especifica, la mitad no inmunoglobulina es una citocina.

Debe entenderse que las caracteristicas de las diversas realizaciones aqui descritas no son mutuamente excluyentes
y que pueden existir en diversas combinaciones y permutaciones.

Descripcion de los dibujos

La figura 1A muestra la secuencia de aminodcidos de una region variable de cadena ligera de inmunoglobulina, de
conformidad con la invencién.

La figura 1B muestra la secuencia de aminodcidos de una regién variable de cadena pesada de inmunoglobulina,
de conformidad con la invencién.

Las figuras 2A-D muestran la secuencia de nucleétidos de un vector de expresion, que incluye los constructos de
acido nucleico, que codifican una proteina de fusién de una cadena ligera de inmunoglobulina y de una cadena pesada
de inmunoglobulina-IL-2, de conformidad con la invencién.

La figura 3A muestra la secuencia de aminodacidos de una cadena ligera de inmunoglobulina, de conformidad con
la invencion.

La figura 3B muestra la secuencia de aminodcidos de una cadena pesada de inmunoglobulina, de conformidad con
la invencion.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencién proporciona una proteina de fusién, que comprende una forma modificada del anticuerpo
ml14.18, que es menos inmunogénica en seres humanos, pero que todavia es capaz de enlazarse de forma especi-
fica con el GD2 humano. La inmunogenicidad reducida es proporcionada por uno o varias secuencias alteradas de
aminodcidos en los dominios variables de la inmunoglobulina. El anticuerpo es adecuado para llevar a cabo el trata-
miento de tumores positivos al GD2, de manera particular cuando esté fusionado con una citocina o con otro inmuno-
modulador.
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Se entendera que los términos “anticuerpo” e “inmunoglobulina”, tal como son usados aqui, quieren indicar (i) un
anticuerpo intacto (por ejemplo, un anticuerpo monoclonal o un anticuerpo policlonal), (ii) porciones de los mismos
que se enlazan con el antigeno, con inclusion, por ejemplo, de un fragmento Fab, un fragmento Fab’, un fragmento
(Fab’),, de un fragmento Fv, de un locus de enlace del anticuerpo monocatenario, de un sFv, (iii) anticuerpos biespe-
cificos y porciones de enlace los antigenos de los mismos, y (iv) anticuerpos multiespecificos y porciones de enlace
de los antigenos de los mismos.

Se entenderd que los términos “se enlaza de manera especifica”, “enlaza de forma especifica” y “de enlace es-
pecifico”, tal como se utilizan aqui, quieren indicar que el anticuerpo tiene una afinidad de enlace para un antigeno
particular de, al menos, aproximadamente 10° M™', de una manera preferente de, al menos, aproximadamente 107
M™!, de una manera mds preferente de, al menos, aproximadamente 108 M~' y, en el caso mds preferente, de, al
menos, aproximadamente 10'° M.

Se entenderd que los términos “regiones marco” y “FRs”, tal como son usados aqui, quieren indicar las regiones
de una regién variable de inmunoglobulina adyacente a las Regiones que Determinan la Complementaridad (Com-
plementatity-Determining Regions CDRs). Las CDRs son las porciones de una regién variable de inmunoglobuli-
na, que interactia fundamentalmente con un antigeno. Tal como se muestra en la figura 1, ambas regiones Vy y
V. contienen cuatro FRs y estdn localizadas dentro de las porciones recuadradas de las secuencias de aminoéci-
dos.

De forma particular, con referencia a la secuencia de aminodcidos, que estd mostrada en la figura 1A (SEQ
ID NO: 1), las FRs de cadena ligera estdn definidas por las secuencias de aminodcidos desde Aspl hasta Cys23
(huV_FR1), desde His39 hasta His54 (huV FR2), desde Gly62 hasta Cys93 (huV FR3), y desde Phe104 hasta Lys113
(huV_FR4). Con referencia a la secuencia de aminodcidos, que estd mostrada en la figura 1B (SEQ ID NO: 2),
las FRs de cadena pesada estdn definidas por las secuencias de aminoacidos desde Glul hasta Ser25 (huVyFR1),
desde Trp36 hasta Gly49 (huVyFR2), desde Arg67 hasta Ser98 (huVyFR3), y desde Trp103 hasta Serl113 (huVy
FR4).

Secuencias de proteinas de la invencion

La presente invencidn caracteriza anticuerpos que se enlazan, preferentemente de forma especifica, con el gli-
coesfingolipido GD2 de la superficie de las células humanas y que tienen regiones modificadas, que se derivan del
anticuerpo m14.18. Las secuencias de aminodcidos Vy o V. (o ambas) estdn modificadas o humanizadas con obje-
to de reducir su inmunogenicidad cuando son administradas a un ser humano. De conformidad con la invencién, el
anticuerpo m14.18 puede ser humanizado, por ejemplo, por medio de la utilizacién de métodos de desinmunizacién
en los que son eliminados los epitopos potenciales de las células T o son debilitados por medio de la introduccién de
mutaciones, que reduzcan el enlace de un epitopo peptidico con una molécula MHC clase II (véanse, por ejemplo,
las publicaciones W098/52976 y W0O00/34317). De manera alternativa, los epitopos no humanos de las células T son
mutados de manera que correspondan a los epitopos propios humanos, que estan presentes en los anticuerpos humanos
(véase, por ejemplo, la patente norteamericana U.S. No. 5,712,120). La presente invencion proporciona anticuerpos
del GD2 que tienen regiones Vi y Vy, que incluyen, al menos, una secuencia FR humanizada, con lo que se reduce la
inmunogenicidad cuando son administrados a un ser humano.

1. Regiones variables de cadena pesada y de cadena ligera

Tal como se ha mencionado precedentemente, el hul4.18 incluye regiones variables humanizadas, que se derivan
del anticuerpo m14.18, que mantiene el enlace especifico con el antigeno GD2 humano. En algunas realizaciones de
la invencion, la regién V. del anticuerpo hul4.18 incluye el siguiente polipéptido:

D-V-V-M-T-Q-T-P-L-§-L-P-V-T-P-G-E-P-A-S-I-5~C-R-5-§-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-§-G=§=G-§~G-T-D-F=-T-L-K-I~5-R~V-E-A-E-D-L-G-V-Y~F-C-§-Q-S-
T-H-V-P-P-L-T-F~G-A-G-T-K-L-E-L-K (SEQIDNO: 1).

En realizaciones particulares, el anticuerpo hul4.18 incluye una FR1 de cadena ligera, que estd definida por los
residuos 1 hasta 23 de la SEQ ID NO: 1, concretamente definida por D-V-V-M-T-Q-T-P-L-S-L-P-V-T-P-G-E-P-A-
S-I-S-C(huV_FR1).
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En otras realizaciones de la invencidn, la region Vy del anticuerpo hul4.18 incluye el siguiente polipéptido:

E-V-Q-L-V-Q-S-G-A-E-V-E-K-P-G-A-5-V-K-1-5-C~K-A-§-G-S-5-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-§~T-§~T-A~Y-M-H-L-K~S-L-R-S-E-D-T-A-V-Y-Y-C~
V~§=G~M~E~Y~W-G~Q-G-T-5-V-T-V-3~5 (SEQ ID NO: 2).

En realizaciones particulares, el anticuerpo hul4.18 incluye una FR1 de cadena pesada, que estd definida por los
residuos 1 hasta 25 de la SEQ ID NO: 2, concretamente definida por E-V-Q-L-V-Q-S-G-A-E-V-E-K-P-G-A-S-V-K-
[-S-C-K-A-S (huVyFR1).

En otras realizaciones de la invencion, el anticuerpo hul4.18 incluye una FR3 de cadena pesada, que estd repre-
sentada por los residuos 67 hasta 98 de la SEQ ID NO: 2, concretamente definida por 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 (huV4FR3).

De igual modo, quedan abarcadas en el ambito de la presente invencién diversas combinaciones de las realizaciones
precedentes. Por ejemplo, el anticuerpo hul4.18 puede incluir la secuencia Vi indicada en la SEQ ID NO: 1 y la
secuencia Vy indicada en la SEQ ID NO: 2. Las regiones V| y Vy pueden estar enlazadas por medio de un enlace de
disulfuro o por medio de un enlace peptidico, en funcién del modo en que estén construidas sus secuencias de dcidos
nucleicos. En general, las regiones V estan enlazadas por medio de un enlace de disulfuro cuando sus secuencias sean
codificadas en constructos de ADN independientes. Por el contrario, las regiones V estdn enlazadas de forma tipica
por medio de un enlace peptidico cuando sus secuencias sean codificadas en un constructo de ADN monocatenario.

De la misma manera, la presente invencién propone un anticuerpo, que se enlaza de forma especifica con el GD2 y
que incluye, al menos, una porcién de las regiones V humanizadas. Por ejemplo, el anticuerpo hul4.18 puede incluir
una region Vi, tal como se ha definido por medio de la SEQ ID NO:1 y una regién Vy, que tenga, al menos, una FR
humanizada, tal como la huVyFR o la huVyFR2. De manera alternativa, el anticuerpo de la presente invencion puede
incluir una regidon Vy, tal como se ha definido por medio de la SEQ ID NO: 2 y una regién Vi, que tenga, al menos,
una FR humanizada, tal como la huV FR1. De la misma manera, el anticuerpo hul4.18 puede incluir una regién Vy,
que tenga, al menos, una FR humanizada y/o una regién V;, que tenga, al menos, una FR humanizada.

En ciertas realizaciones de la invencion, la region variable de cadena ligera y la regién variable de cadena pesa-
da pueden estar acopladas, respectivamente, con una regién constante de cadena ligera y con una regién constante de
cadena pesada de una inmunoglobulina. Las cadenas ligeras de inmunoglobulina tienen regiones constantes, que se de-
nominan cadenas kappa o cadenas lambda. En una realizacién particular de la invencién, la regién constante de cadena
ligera es una cadena kappa. Las regiones constantes de cadena pesada, y diversas modificaciones y combinaciones de
las mismas estdn tratadas en detalle a continuacién

II. Porcion Fc

Los dominios variables del anticuerpo de la presente invencién estdn fusionados, de manera opcional, con una
porcién Fc. Tal como se utiliza aqui, la porcién Fc comprende dominios, que se derivan de la regién constante de
cadena pesada de una inmunoglobulina, de manera preferente de una inmunoglobulina humana, que incluye un frag-
mento, andlogo, variante, mutante o derivado de la region constante. La regién constante de una cadena pesada de
inmunoglobulina estd definida como un polipéptido, que se produce de forma natural o que se produce por via sinté-
tica, homologo con, al menos, una porcién de una regiéon C-terminal de la cadena pesada, que incluye los dominios
CHI1, bisagra, CH2, CH3, y, para algunas clases de cadena pesada, los dominios CH4. La regioén “bisagra” une al
dominio CH1 con la regién CH2-CH3 de una porcién Fc. La region constante de las cadenas pesadas de todas las
inmunoglobulinas de mamiferos presenta una gran similitud en la secuencia de aminodacidos. Las secuencias de ADN
para estas regiones de inmunoglobulina son perfectamente conocidas en el estado de la técnica. (Véase, por ejemplo,
la publicacidn de los autores Gillies ef al. (1989) J. Immunol. Meth. 125:191).

En la presente invencidn, la porcién Fe incluye, de forma tipica, al menos un dominio CH2. Por ejemplo, la porcion
Fc puede incluir toda la regién constante de cadena pesada de inmunoglobulina (CH1-bisagra-CH2-CH3). De manera
alternativa, la porcién Fc puede incluir la totalidad o una porcién de la regién bisagra, el dominio CH2 y el dominio
CH3.

La regién constante de una inmunoglobulina es responsable de un gran niimero de importantes funciones efectoras
de anticuerpos, con inclusion del enlace del receptor Fc (FcR) y la fijacion del complemento. Existen cinco clases
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principales de regiones constantes de cadena pesada, clasificadas como IgA, IgG, IgD, IgE, y IgM, cada una de las
cuales con funciones efectoras caracteristicas designadas por isotipo.

Asfi por ejemplo, la IgG se subdivide en cuatro isotipos y: y1, ¥2, y3 y y4, que se conocen también como IgGI,
1gG2, 1gG3, y IgG4, respectivamente. Las moléculas IgG pueden interactuar con un gran nimero de clases de re-
ceptores celulares con inclusion de tres clases de receptores Fcy (FcyR) especificos de la clase IgG del anticuerpo,
concretamente FcyRI, FcyRIl, y FcyRIII. Se ha descrito que las secuencias importantes para el enlace de IgG con los
receptores FcyR se encuentran en los dominios CH2 y CH3.

La semivida en suero de un anticuerpo estd influenciada por la capacidad que tiene de dicho anticuerpo para enla-
zarse con un receptor Fc (FcR). De manera similar, la semivida en suero de las proteinas de fusién de inmunoglobulina
estd igualmente influenciada por la capacidad que tienen para enlazarse con dichos receptores (Gillies ef al., Cancer
Research (1999) 59:2159-66). Los dominios CH2 y CH3 de la IgG2 y de la IgG4 tienen una afinidad de enlace in-
detectable o disminuida con los receptores Fc, en comparacién con la afinidad de enlace de la IgG1. Por lo tanto,
la semivida en suero del anticuerpo considerado puede ser aumentada por medio del uso del dominio CH2 y/o CH3
procedente de los isotipos IgG2 o IgG4. De manera alternativa, el anticuerpo puede incluir un dominio CH2 y/o CH3
procedente de la IgG1 o de la IgG3 con modificacién en uno o varios aminodcidos en estos dominios, con objeto de
reducir la afinidad de enlace con los receptores Fc (véase, por ejemplo, la solicitud de patente norteamericana U.S.
09/256,156, publicada como publicacién de solicitud de patente U.S. 2003-0105294-A1).

Normalmente, la region bisagra de la porcion Fc es adyacente al extremo C del dominio CH1 de la region constante
de cadena pesada. Cuando se encuentra incluida en las proteinas de la presente invencidn, la bisagra es homdloga
de una regién de inmunoglobulina de origen natural y, de forma tipica, incluye residuos de cisteina, que enlazan
dos cadenas pesadas por medio de enlaces de disulfuro, como ocurre en las inmunoglobulinas naturales. Secuencias
representativas de regiones bisagra para inmunoglobulina humana y de ratén, pueden encontrarse en la publicacién
INGENIERIA DE ANTICUERPOS una GUIA PRACTICA -ANTIBODY ENGINEERING, a PRACTICAL GUIDE-,
(Borrebaeck, ed., W. H. Freeman and Co., 1992).

Las regiones bisagra adecuadas para la presente invencién pueden derivarse de las IgGI, 1gG2, 1gG3, 1gG4, y de
otros isotipos de inmunoglobulina. El isotipo IgG1 tiene dos enlaces de disulfuro en la regién bisagra, que permiten
la formacién eficiente y consistente del enlace de disulfuro. Por lo tanto, una regién bisagra preferente de la presente
invencion se deriva de la IgG1. De manera opcional, la primera cisteina, en la mayoria de los casos N-terminal, de una
bisagra IgG1 estd mutada con objeto de reforzar la expresion y el ensamblaje de anticuerpos o de proteinas de fusién
de anticuerpos de la invencién (véase, por ejemplo, la solicitud de patente norteamericana U.S. 10/093,958, publicada
como publicacion de solicitud de patente U.S. 2003-0044423-A1).

En contra de lo que ocurre en el caso de la IgG1, se sabe que la regién bisagra de la IgG4 forma de manera
ineficiente enlaces de disulfuro intercatenarios (Angal ef al., (1993), Mol. Immunol. 30:105-8). De la misma manera, la
region bisagra de la IgG2 tiene cuatro enlaces de disulfuro que tienden a favorecer la oligomerizacién y, posiblemente,
el enlace de disulfuro incorrecto durante la secrecién en sistemas recombinantes. Una regién bisagra adecuada para la
presente invencion puede derivarse de la region bisagra de la I[gG4, que contiene, de manera preferente, una mutacién
que refuerza la formacién correcta de los enlaces de disulfuro entre las mitades derivadas de cadena pesada (Angal
et al., (1993), Mol. Immunol. 30(1):105-8). Otra region bisagra preferente se deriva de una bisagra de la IgG2, en la
que las dos primeras cisteinas estdn respectivamente mutadas en otro aminoécido, tal como, en orden de preferencia
general, serina, alanina, treonina, prolina, dcido glutdmico, glutamina, lisina, histidina, arginina, asparagina, dcido
aspdartico, glicina, metionina, valina, isoleucina, leucina, tirosina, fenilalanina, triptofano o selenocisteina (véase, por
ejemplo, la publicacién de la solicitud de patente norteamericana U.S. 2003-0044423-A1).

Una porcién Fe fusionada con una regién variable del anticuerpo de la invencién puede contener los dominios CH2
y/o CH3 y una region bisagra, que se derivan de diversos isotipos de anticuerpos. Por ejemplo, la porcién Fc puede
contener los dominios CH2 y/o CH3 de la IgG2 o de la IgG4 y una region bisagra de la IgG1. El ensamblaje de tales
porciones Fc hibridas ha sido descrito en la publicacién de la solicitud de patente norteamericana U.S. 2003-0044423-
Al.

Cuando se fusiona con una regién variable del anticuerpo de la invencién, la porcién Fc contiene, de manera
preferente, una o varias modificaciones de aminodcidos, que aumentan, por regla general, la semivida en suero de una
proteina de fusion Fc. Tales modificaciones de aminodcidos incluyen mutaciones que substancialmente disminuyen
o eliminan el enlace con el receptor Fc o la actividad de fijacién del complemento. Por ejemplo, un tipo de dicha
mutacién elimina el locus de glicosilacién de la porcidon Fc de una cadena pesada de inmunoglobulina. En la IgG1,
el locus de glicosilacién es Asn297 (véase, por ejemplo, la solicitud de patente norteamericana U.S. 10/310,719,
publicada como publicacién de solicitud de patente norteamericana U.S. 2003-0166163-A1).

III. Region de acoplamiento por fusion
Las regiones variables del anticuerpo de la presente invencidon pueden ser opcionalmente enlazadas o fusionadas
con una mitad no inmunoglobulina de forma directa o indirecta, tal como a través de un péptido enlazante (por ejem-

plo (Gly,4-Ser); (SEQ ID NO: 3)). La inmunogenicidad de las proteinas de fusién descritas puede ser reducida si se
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menoscaba la capacidad del acoplamiento por fusién o del epitopo de acoplamiento para interactuar con el receptor
de las células T, tal como se ha descrito en la publicacién de solicitud de patente norteamericana U.S. 2003-0166877-
Al. Precisamente en una fusion entre dos proteinas humanas, por ejemplo la Fc humana y la IL-2 humana, la regién
que rodea al acoplamiento por fusién o al epitopo de acoplamiento incluye una secuencia peptidica que normalmen-
te no estd presente en el cuerpo humano y que, por consiguiente, puede ser inmunogénica. La inmunogenicidad del
epitopo de acoplamiento puede se reducida, por ejemplo, por medio de la introduccién de uno o varios locus de glico-
silacién cerca del acoplamiento por fusién, o por medio de la identificacién de un epitopo candidato de las células T
que puentee al acoplamiento tal como se ha descrito en la publicacién de la solicitud de patente norteamericana U.S.
2003-0166877-A1 y que cambie un aminodcido cerca del acoplamiento con objeto de reducir la capacidad que tiene
el epitopo candidato de las células T para interactuar con un receptor de las células T.

Por lo tanto, la semivida en suero de la proteina puede ser acrecentada por medio de la introduccién de mutaciones
en la regién de acoplamiento por fusién. Por ejemplo, en una proteina que incluya un dominio CH3 fusionado con
una mitad no inmunoglobulina, la lisina C-terminal del dominio CH3 puede ser cambiada por otro aminodcido, tal
como por alanina, que puede proporcionar un aumento substancial de la semivida en suero de la proteina de fusién
resultante.

En ciertas realizaciones, es deseable una escision proteolitica del acoplamiento por fusién. Por lo tanto, la regién
intergénica puede incluir una secuencia de nucleétido que codifique un locus de escision proteolitica. Este locus, que
estd interpuesto entre la inmunoglobulina y la citocina, puede estar disefiado para que proporcione el desprendimiento
proteolitico de la citocina en el locus diana. Por ejemplo, se sabe perfectamente que la plasmina y la tripsina se
escinden después de los residuos de lisina y de arginina en los loci que son accesibles a las proteasas. Se conocen
perfectamente otras endoproteasas especificas del locus y las secuencias de aminoéacidos que son reconocidas por las
mismas.

IV. Tratamiento de enfermedades humanas con las proteinas de fusion de anticuerpo hul4.18

Las regiones variables del anticuerpo de la invencién estdn enlazadas con una citocina. De manera preferente, la
proteina de fusion de anticuerpo y de citocina o el inmunoconjugado presenta actividad bioldgica de citocina. En la
realizacioén preferente, el dominio variable del anticuerpo estd fusionado con la IL-2. De manera preferente, varios
aminodcidos estdn mutados dentro de la mitad IL-2 con objeto de reducir la toxicidad, como se ha descrito en la
publicacién de la solicitud de patente norteamericana U.S. 2003-0166163-A1.

Por ejemplo, las figuras 3A y 3B muestran las secuencias de aminodcidos de una realizacién particular de una
proteina de fusién del anticuerpo de conformidad con la invencién. De manera especifica, la figura 3A muestra la
secuencia peptidica de una cadena ligera de inmunoglobulina humanizada, que incluye una regién variable y una
region constante. La figura 3B muestra la secuencia peptidica de una cadena pesada de inmunoglobulina humanizada
enlazada con la IL-2. Los polipéptidos proporcionan una proteina de fusién de anticuerpo humanizado, capaz de
enlazarse de manera especifica con el GD2 y de estimular al sistema inmune.

De manera opcional, los complejos proteicos pueden incluir, asi mismo, un segundo agente, tal como una segunda
citocina. En una realizacion, una proteina de fusién de anticuerpo hul4.18 incluye la IL-12 y la IL-2. La construccién
de los complejos proteicos, que contienen un dominio de inmunoglobulina y dos citocinas diferentes, estd descrita en
detalle en la patente norteamericana U.S. No. 6,617,135.

Las proteinas de fusion de la presente invencién son adecuadas para el tratamiento de enfermedades en los seres
humanos, tal como el cancer. Cuando se tratan tumores humanos, es particularmente adecuado administrar una proteina
de fusién de anticuerpo y de IL-2, que comprenda las regiones V de la invencién, por medio de una infusién o por
medio de una inyeccién subcutdnea, empledndose dosis comprendidas entre 0,1 y 100 miligramos/metro®/paciente.
En una realizacion preferente, es particularmente adecuado administrar una proteina de fusién de anticuerpo y de IL-
2, que comprenda las regiones V de la invencién, por medio de infusién o de inyeccién subcutdnea, empledndose
dosis comprendidas entre 1 y 10 miligramos/metro*/paciente y, de una manera mds preferente, comprendida entre
aproximadamente 3 y 6 miligramos/metro®/paciente.

Se ha puesto de manifiesto por medio de estudios clinicos que, después de la administraciéon de la hul4.18-IL-
2, la proteina de fusién conserva su capacidad para llevar a cabo la activacién de las células sensibles a la IL-2
por medio del receptor de la IL-2 y que conserva su capacidad para enlazarse con las células tumorales positivas al
GD?2 y para suministrar la IL-2 en su superficie. Por otra parte, la administracién de la proteina de fusién hul4.18-
IL-2 a un paciente canceroso da como resultado la estabilizacién de la progresion de la enfermedad en un nimero
sorprendentemente amplio de pacientes (véase el ejemplo 1).

Las composiciones farmacéuticas de la invencién pueden ser empleadas en formas de dosificacién sdlidas, semi-
sélidas o liquidas, tales como, por ejemplo, pildoras, cdpsulas, polvos, liquidos, suspensiones o similares, de manera
preferente en formas de dosificacion unitaria, adecuadas para llevar a cabo la administracion de dosis precisas. Las
composiciones incluyen un vehiculo o excipiente farmacéuticamente convencional, de manera adicional pueden in-
cluir otros agentes medicinales, agentes farmacéuticos, soportes, adyuvantes, etc. Tales excipientes pueden incluir
otras proteinas, tales como, por ejemplo, albimina de suero humano o proteinas de plasma. Los métodos actuales para
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llevar a cabo la preparacién de tales formas de dosificacién son conocidos o son aparentes para los técnicos en la ma-
teria. La composicién o la formulacion, que debe ser administrada, deberdn contener, en cualquier caso, una cantidad
de uno o de varios componentes activos en una cantidad efectiva con objeto de conseguir el efecto deseado en el sujeto
sometido al tratamiento.

La administracién de las composiciones correspondientes puede efectuarse por via de cualquier modo aceptado
para llevar a cabo la administracién de agentes que muestren dicha actividad. Estos métodos incluyen la administracién
oral, parenteral o tépica y formas sistémicas de otro tipo. La inyeccidn intravenosa en un vehiculo farmacéuticamente
aceptable es un método preferido para llevar a cabo la administracién (véase el ejemplo 1).

La cantidad del compuesto activo administrada dependerd, naturalmente, del sujeto que sometido al tratamiento, de
la gravedad de la afliccidn, de la forma de administracién, y de la opinién del médico que lleva a cabo la prescripcion.

Acidos nucleicos de la invencion
1. Constructos de anticuerpo hul4.18

La invencién se refiere, asi mismo, a dcidos nucleicos capaces de expresar cada uno de los tipos de proteinas
precedentes. Estos incluyen, por ejemplo, dcidos nucleicos que codifican la secuencia de aminodcidos indicada en la
SEQ ID NO: 1; la secuencia de aminodcidos indicada en la SEQ ID NO: 2; una regién Vi de anticuerpo hul4.18,
que incluye la secuencia de aminodcidos huV; FR1; una regién Vy de anticuerpo hul4.18, que incluye la secuencia
de aminodcidos huVyFR1; una region Vy de anticuerpo hul4.18, que incluye la secuencia de aminodcidos huVyFR3;
y proteinas de fusién, que comprenden un anticuerpo hul4.18, que incluye, al menos, una de las secuencias FR
humanizadas precedentes y uno o varios agentes terapéuticos.

Los anticuerpos hul4.18 de esta invencién pueden ser producidos por medio de técnicas de ingenieria genética;
por ejemplo por medio de la formacién de un constructo de acido nucleico, que codifique un anticuerpo especifico
del GD2, que contenga las FRs deseadas de la presente invencién. En una realizacién, el constructo génico, que
codifica el anticuerpo considerado, incluye un segmento de ADN, en el sentido 5 hacia 3’, que codifica una regién
variable de cadena pesada, que incluye en la misma, al menos, una FR humanizada y un segmento de ADN, que
codifica una regién constante de cadena pesada. En otra realizacidn, otro segmento de ADN, que codifica una citosina,
estd fusionado con el extremo 3’ del segmento de ADN, que codifica la region constante de cadena pesada. En una
realizacién diferente, el constructo génico incluye, en el sentido 5° hacia 3’, un segmento de ADN, que codifica una
region variable de cadena pesada, que incluye, al menos, una FR humanizada y un segmento de ADN, que codifica una
citocina. De manera alternativa, un acido nucleico de la invencién puede incluir, en el sentido 5’ hacia 3’°, un segmento
de ADN, que codifica una regién variable de cadena ligera, que incluye en la misma, al menos, una FR humanizada
y un segmento de ADN, que codifica una citocina. En algunas realizaciones, un dcido nucleico, que codifica una
citosina, estd ensamblado en el marco del extremo 3’de un gen, que codifica una regién constante (por ejemplo, exon
CH3), bien directamente o bien a través de una region intergénica (por ejemplo por medio de segmentos enlazadores
apropiados, tales como por ejemplo el ADN, que codifica (Gly, -Ser); (SEQ ID NO: 3)).

IL. Expresion de constructos de anticuerpo hu 14.18

El 4cido nucleico, que codifica las proteinas de la presente invencién, puede ser ensamblado con, o puede ser
insertado en, uno o en varios vectores de expresion para llevar a cabo la introduccion en una célula receptora adecuada,
en la que es expresado. La introduccién de dcidos nucleicos en vectores de expresion puede ser llevada a cabo segtin
técnicas estdndar de la biologia molecular. Los vectores de expresion preferidos incluyen aquellos, a partir de los
cuales, puede ser expresada la proteina codificada bien en bacterias o bien en células de mamiferos.

De conformidad con la invencién, una cadena pesada de una region variable de anticuerpo es preferentemente
coexpresada en la misma célula con una cadena ligera correspondiente. Para las proteinas de fusién, que comprendan
mudltiples cadenas polipeptidicas, puede ser empleado mas de un vector de expresion. Los métodos de cotransfeccion
que utilizan, por ejemplo, dos vectores de expresion, frecuentemente dan como resultado el que ambos vectores sean
suministrados a una célula diana. De manera alternativa, a veces es conveniente emplear un vector nico, que codifique
una pluralidad de polipéptidos para la coexpresion en la misma célula.

De forma ejemplificativa, las figuras 2A-D muestran la secuencia de 4cidos nucleicos de un vector tinico, que
codifica tanto la cadena pesada asi como la cadenas ligera de una inmunoglobulina de conformidad con la invencién.
Por lo tanto, el vector incluye un dcido nucleico, que codifica la IL-2 fusionada con el extremo 3’ de la cadena pesada
de inmunoglobulina. De este modo, cuando se introduce en una célula, este vector puede proporcionar, por si solo, una
protefna de fusién de anticuerpo humanizado y de IL-2, que se enlaza de manera especifica con el GD2 y que estimula
la inmunofuncion.

Por otra parte, puede ser conveniente llevar a cabo la expresion de las proteinas de la presente invencion en forma de
moléculas monocatenarias. De manera ejemplificativa, una region variable de anticuerpo puede ser expresada como un
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anticuerpo monocatenario o sFv opcionalmente fusionado con una proteina no inmunoglobulina. En otra realizacion,
una cadena pesada (con o sin una citocina fusionada) estd combinada con un complemento de cadena ligera (o pesada)
(con o sin citocina fusionada) para formar inmunoconjugados monovalentes y divalentes.

Las lineas de células receptores son, de manera preferente, células linfoides, tales como un mieloma (o hibridoma).
Los mielomas pueden sintetizar, ensamblar y secretar inmunoglobulinas codificadas por genes transfectados y pueden
llevar a cabo la glicosilacién de proteinas. Una célula receptora particularmente preferente es el mieloma Sp2/0, que
normalmente no produce inmunoglobulina endégena. Cuando es transfectada, la célula produce tinicamente inmuno-
globulinas codificadas por los constructos génicos transfectados. Los mielomas transfectados pueden hacerse crecer
en cultivos o en el peritoneo de ratones, del que pueden ser recuperados los inmunoconjugados secretados a partir del
fluido ascitico. De la misma manera, pueden ser empleadas como células receptoras otras células linfoides tales como
los linfocitos B.

Existen diversos métodos para llevar a cabo la transfeccién de las células linfoides con vectores, que contengan
constructos de 4cido nucleico, que codifiquen la cadena Ig quimérica. Una via preferente para llevar a cabo la intro-
duccién de un vector en las células linfoides consiste en la fusién de esferoblastos (véase por ejemplo la publicacién
de los autores Gillies et al. (1989) Biotechnol. 7:798-804). Métodos alternativos incluyen la electroporacién o la pre-
cipitacion con fosfato de calcio. Otros métodos adecuados para llevar a cabo la produccién de los inmunoconjugados
incluyen la preparacién de una secuencia de ARN, que codifique el constructo y su traduccién en un sistema apropiado
in vivo o in vitro. Una vez expresadas, las proteinas de la invencién pueden ser recogidas por medio de procedimientos
estandar para la purificacién de proteinas (véase, por ejemplo, la patente norteamericana U.S. No. 5,650,150).

1. Tratamiento de cdncer por medio de terapia génica

Los dcidos nucleicos de la invencion pueden ser empleados como agentes de terapia génica para llevar a cabo
el tratamiento de cancer o de otras enfermedades en las que sea deseable dirigir al sistema inmune hacia un tipo
celular especifico. Por ejemplo, pueden ser eliminadas células a partir de un ser humano o de un animal, y pue-
den ser transfectados en las células uno o varios dcidos nucleicos, que codifican un anticuerpo de la presente in-
vencion. Las células son reintroducidas a continuacién en el ser humano o en el animal. Las células transfectadas
pueden ser células normales o células cancerosas. De manera alternativa, puede ser introducido in situ un 4cido nu-
cleico en células. Entonces el ser humano o el animal produce una respuesta inmune a las células cancerosas, que
puede curar o reducir la gravedad del cancer. Una regién variable del anticuerpo de la invencién, acoplada con ele-
mentos reguladores apropiados para fomentar la expresiéon en células de mamiferos, puede ser transfectada en las
células por cualquiera de las diversas técnicas, que incluyen la via del fosfato de calcio, un cafién génico “gene
gun”, vectores de adenovirus, liposomas catiénicos, vectores retrovirales, o cualquier otro método de transfeccién
eficiente.

En una realizacién particular de la invencién, un anticuerpo hu 14.18 es empleado para suministrar de forma
selectiva una citocina a una célula diana in vivo de tal forma que la citocina pueda ejercer un efecto biolégico localizado
tal como una respuesta inflamatoria localizada, una estimulacién del crecimiento y de la activacion de las células T, o
una actividad ADCC. Una cantidad terapéuticamente efectiva del anticuerpo es administrada en el sistema circulatorio
de un sujeto que alberga la célula diana.

La invencion estd ilustrada con mayor detalle por medio de los ejemplos no limitativos.

Ejemplos
Ejemplo 1
Purificacion y formulacion de la hul4.18-1L2

Se llevo a cabo, en un estudio, la expresion de la hul4.18-IL2 a partir de células NS/0, se recogid el sobrenadante
de cultivo tisular, y la proteina hul 4.18-IL2 se purificé por medio del empleo, en el orden indicado, de cromatografia
en columna con resina Abx Mixed, cromatografia con proteina A recombinante, y cromatografia en columna de Q
Sepharose, seguido por una diafiltracién con flujo tangencial Pellicon 2 para cambiar el tampdn por el tampén de la
formulacidn. Los detalles de estas etapas de esta purificacion estdn descritos mds adelante. La inactivacion de los virus
y las etapas de eliminacién fueron interdigitalizadas en estas etapas como se ha descrito mas adelante. La inactivacién
de los virus y las etapas de eliminacién no eran necesarias para llevar a cabo la purificacién per se, pero se utilizaron
para satisfacer consideraciones reglamentarias.

Se ajust6 a 5,9 el pH de dos litros de sobrenadante de cultivo tisular NS/0, en los que estaba contenida la hu14.18-
IL2, con 4cido acético 1M y se cargaron en una columna Abx (J. T. Baker); se lavaron con MES 10 mM, acetato de
sodio 100 mM a pH 6,2; y se eluyeron con acetato de sodio 500 mM a pH 7. Este material se cargd en una columna
de proteina A recombinante (Pharmacia); se lavé con fosfato de sodio 100 mM, NaCl 150 mM a pH 7; se lav6 con
fosfato de sodio 100 mM, NaCl 150 mM a pH 6; se lav6 con fosfato de sodio 10 mM a pH 7; y se eluy6 con fosfato
de sodio 100 mM, NaCl 150 mM a pH 3,5. El pH del material eluido era de 4,2. Para fomentar la inactivacion de los
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virus, este pH se redujo a 3,8 y la preparacion se incubé durante 30 minutos, después de lo cual se neutralizé el pH
a7 con NaOH 1M. Para retirar el 4cido nucleico, este material se cargd en una columna de Q sepharose (Pharmacia)
y se lavé con fosfato de sodio 100 mM, NaCl 150 mM a pH 7. El 4cido nucleico se enlazé con la columna, mientras
que la proteina fue encontrada en la corriente de salida y en los lavados, que se repitieron hasta que el A280 retorné
a la linea de referencia. Se llevo a cabo una diafiltracién Pellicon 2 (Millipore) de conformidad con las instruccio-
nes del fabricante de tal manera, que el material final, constituido por la hul4.18-IL2, fue colocado en la siguiente
formulacion.

1. |Manitol 4%

2. |Hidrocloruro de arginina USP/NF 100 mM

3. |Acido citrico USP-FCC 5 Mm

4. |Polisorbato 80 0,01 % (p.v)

El pH del tamp6n de la formulacién se ajusté a 7 con NaOH 1 M.

A modo de etapa final, la preparacion fue filtrada a través de una membrana Viresolve 180 (Millipore), que tenia
un peso molecular redondeado hacia abajo de 180.000 Daltons. Esto tenia el efecto de “rectificaciéon” del material de
tal manera, que fueron eliminados, como resultado, los dimeros agregados y los oligémeros de orden superior.

Ejemplo 2
Actividad antitumoral de la proteina de fusion hul4.18-IL-2
Observada en los ensayos clinicos en fase I

Para llevar a cabo la evaluacién de la seguridad y de la eficacia del hul4.18-IL-2, se llevé a cabo un ensayo clinico en
fase I. Los pacientes elegibles tenfan melanoma histoldgicamente confirmado, que estaba considerado como incurable
desde el punto de vista quirirgico y médico. Estos pacientes podian tener o bien enfermedades medibles o evaluables
desde el punto de vista metastatico o bien podian no tener evidencia de enfermedad como consecuencia de la reseccién
quirdrgica bien de metastasis distante o bien de enfermedad regionalmente recurrente. Los pacientes con recurrencias
locales o regionales miiltiples (dos o mds) fueron incluidos tinicamente si habfan tenido previamente evidencia de
implicacién de nédulo linfatico y si cada recurrencia estuvo espaciada en el tiempo por, al menos, 2 meses. Todos los
pacientes debian tener una funcién adecuada de la médula dsea (definida por el nimero total en leucocitos (WBC) >
3.500/ml, o por el total de granulocitos > 2.000/ml, de plaquetas > 100.000/ml, y de hemoglobina > 10,0 g/dl), una
funcién hepdtica adecuada [definida por una aspartatoaminotransferasa (AST) < 3 x normal y un total en bilirrubina
< 2,0 mg/dl], y una funcién renal adecuada (definida por creatinina en suero < 2,0 mg/dl o un aclaramiento de la
creatinina > 60 ml/minuto). Todos los pacientes tenian un estado general segtin la electrocorticografia (ECOG) de 0 o
de 1y tenfan una esperanza de vida 12 semanas como minimo. Se excluyeron aquellos pacientes que habfan recibido
previamente quimioterapia, terapia por radiacion, u otra terapia inmunosupresora dentro de las 4 semanas previas al
estudio. Los pacientes podian haber tenido previamente metastasis en el sistema nervioso central (CNS) si habian sido
tratadas y eran estables durante, al menos, 4 semanas antes del inicio del estudio. Se obtuvo consentimiento informado
de todos los pacientes.

Este ensayo en fase I se disefié como un estudio de ensayo abierto con escalacién de la dosis no aleatoria, en
el que grupos de 3 hasta 6 pacientes recibieron la hul4.18-IL-2 en uno de los niveles de dosificacién siguientes:
0,8, 1,6, 3,2, 4,8, 6,0 0 7,5 mg/m*/dia. La hul4.18-IL-2 fue administrada en una base hospitalaria en forma de una
infusién intravenosa (IV) durante 4 horas (IV), a lo largo de 3 dias consecutivos durante la primera semana de cada
sesién. La proteina de fusién hul4.18-IL-2 fue administrada a los pacientes en una formulacién, que comprendia
un 4% de manitol; arginina HCI, 100 mM; citrato, 5 mM; y un 0,01% de Tween 80, a pH 7. Los pacientes fueron
dados de alta del hospital, si se encontraban estables, aproximadamente 24 horas después de haberse completado la
tercera infusidn. Los episodios adversos y las toxicidades fueron clasificados de conformidad con los criterios de
toxicidad comtn -NCI Common Toxicity Criteria- (versién 2.0) y de conformidad con la escala de clasificacién de
la toxicidad del centro integral del cdncer de la universidad de Wisconsin -University of Wisconsin Comprehensive
Céncer Center Toxicity Grading Scale- para la IL-2 (estado general, ganancia de peso, y temperatura). La toxicidad
limitadora de la dosis (DLT) se definié como la apariciéon de toxicidad de grado 3 o 4 distinta de linfopenia, de
hiperbilirubinemia, de hipofosfatemia o de hiperglicemia, de grado 3. La dosis mdxima tolerada (MTD) se defini6
como el nivel de dosificacidon con el que dos de seis pacientes tuvieron DLT durante la primera sesién. Pacientes con
toxicidades relacionadas con el tratamiento de grado 3 fueron requeridos para recuperar, al menos, el grado 1 antes de
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que pudiesen reanudar el tratamiento con una reduccion de la dosis del 50% para la segunda sesién. Los pacientes con
una progresion de la enfermedad > 25% fueron retirados del estudio. Los pacientes con enfermedad estable recibieron
la administracién en la segunda sesion.

Se evaluaron en los pacientes las propiedades farmacocinéticas del hul4.18-IL-2. Cuando los niveles en hul4.18-
IL-2 fueron evaluados en series de muestras procedentes del conjunto de los 33 pacientes inmediatamente después
de la primera infusion durante 4 horas (primer dia, primera sesién), se encontré que la semivida era de 3,7 horas (+/-
desviacién estandar SD de 0,9 h). Esta es intermedia entre las semividas de sus 2 componentes (aproximadamente 45
minutos para la IL-2 y de 3 dias para el anticuerpo quimérico m14.18), y es comparable con lo que se observd con
respecto a la semivida de la m14.18-IL-2 quimérica en ratones. Como consecuencia del aclaramiento de la hul4.18-
IL-2 a partir del suero de estos pacientes, no pudieron ser detectados los componentes correspondientes a la IL-2 ni
al anticuerpo hul4.18. La cresta en suero y el drea situada por debajo de la curva (AUC) durante la primera sesién
mostré un aumento significativamente dependiente de la dosis (p < 0,001).

En este estudio fueron tratados treinta y tres pacientes en este estudio. La tabla 1 enumera los resultados clinicos.

Unicamente dos pacientes (6%) completaron los 2 primeros dias de los 3 dias de la primera sesién. Uno de estos pa-
cientes (nivel de dosis 3) tenfa un grado 3 de hiperbilirubinemia al segundo dia del tratamiento, y el otro paciente (nivel
de dosis 6) tenia un grado 3 de hipoxia y de hipotension, que requirié tratamiento para llevar a cabo su contencién. Dos
de estos pacientes tuvieron progresioén de la enfermedad y no recibieron una segunda sesion de terapia. Diecinueve
pacientes (58%) tenian enfermedad estable después de la primera sesion de terapia y recibieron una segunda sesién
de terapia. Cinco pacientes (15% de todos los pacientes) requirieron una reduccion de la dosis al 50% para la segunda
sesion como consecuencia de eventos adversos en la primera sesion. Diecisiete pacientes (52% de todos los pacientes)
completaron la segunda sesién. Un paciente (nivel de dosis 4) decliné recibir la infusién final durante la segunda se-
sién y un paciente (nivel de dosis 6) interrumpi6 la infusién final durante la segunda sesién debido a una hipotension.
Ocho pacientes (24% de todos los pacientes) tenian enfermedad estable después de la segunda sesién de tratamiento.
Los resultados indican que la hul4.18-IL-2 ha provocado la estabilizacién de la progresién de la enfermedad en un
ndmero sorprendentemente elevado de pacientes.

Ocho de los 33 pacientes mantuvieron la enfermedad estable después de 2 sesiones de terapia, y 4 de estos 8
pacientes siguieron sin tener evidencia de la progresion de la enfermedad (1 con enfermedad estable y 3 con ausencia
de evidencia de enfermedad) durante 20-52 meses desde que se completo el protocolo de terapia.

Cinco de los 33 pacientes iniciaron el estudio con enfermedad no mensurable como consecuencia de una reseccién
quirdrgica de recurrencias o de metastasis. Dos de estos cinco pacientes tuvieron progresion de la enfermedad, mientras
que los 3 pacientes restantes continuaron sin tener evidencia de la enfermedad (20-52 meses). Estos hallazgos son
consistentes con la hipétesis de que el beneficio clinico procedente de una intervencién inmunoterapéutica es mas
probable en un paciente con una baja carga tumoral. Un paciente adicional tuvo un descenso objetivo en un ndédulo
pulmonar después de dos sesiones de terapia, pero la respuesta global de la enfermedad fue puntuada como progresién
de la enfermedad debido al crecimiento en un nédulo distante. El nédulo fue extirpado después de la terapia con la
hul4.18-IL-2 y el paciente permanecié libre de progresién de la enfermedad durante mds de 3 afios.

TABLA 1
Resultados clinicos
Numero de pacientes

Pacientes que completan la primera sesion 31

Enfermedad estable después de la primera sesion 19

Reduccion del 50 % de la dosis para la segunda sesion 5

Pacientes que completan la segunda sesion 17

Enfermedad estable después de la segunda sesion 8

Inmunoestimulacién in vivo por medio de la hul4.18-IL-2 en un ensayo clinico en fase I.
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De la misma manera, los pacientes tratados con la hu14.18-IL-2 fueron examinados con respecto a las indicaciones
de inmunoestimulacion. A los 2-4 dias se produjo una linfopenia de sangre periférica, y esto fue seguido por un rebrote
de linfocitosis los dias 5-22. Estos dos cambios eran dependientes de la dosis (p < 0,01 y p < 0,05, respectivamente).
Los recuentos de linfocitos en los dias 5, 8, 15 y 22 fueron significativamente mayores que la linea de referencia
de la primera sesion. El recuento de linfocitos de la linea de referencia para la segunda sesion (dia 29 de la primera
sesion) crecid por encima del recuento de linfocitos de la linea de referencia para la primera sesion, lo que indica que
efectos de la primera sesion de tratamiento estdn presentes todavia en el dia 29. De manera adicional, los recuentos de
linfocitos durante la segunda sesion en los dias 5, 8 y 15 son mayores que los valores correspondientes para los dias 5,
8 y 15 durante la primera sesion para estos 12 pacientes.

El fenotipo de la superficie celular de los linfocitos mostré una expansiéon de CD16+ y de linfocitos CD56+
(marcadores de células asesinas naturales (NK)) después de la primera semana de terapia con la hul4.18-IL-2. Este
efecto estaba presente todavia el dia 29 de la primera sesion (dia 1, segunda sesidn). Se determiné en los dias 15 y
22 el fenotipo de la superficie celular de los linfocitos para los pacientes 19-33 (que recibieron 4,8-7,5 mg/m?/dfa),
ademds de hacerse en los dias 1 y 8. Este andlisis demostré que el aumento de CD56 y de las células de coexpresion
CD56/CD16 permaneci6 significativamente elevado (p < 0,01) los dias 8, 15y 22.

A titulo de una medida de la inmunoactivacién, se obtuvieron niveles de la proteina C-reactiva (CRP) para los
pacientes 13-33 y niveles del receptor de la IL-2 soluble (SIL-2R) para los 31 pacientes que completaron la primera
sesion. Tanto en la primera sesion asi como en la segunda sesion estaba presente un aumento significativo en promedio
de la CRP en el tratamiento los dias 3-5 en comparacion con la linea de referencia para cada sesion. Este aumento de
la CRP retorné a los niveles de la linea de referencia al 8° dia de cada sesidn de tratamiento. El nivel del sIL-2R se
encontraba significativamente acrecentado por encima de la linea de referencia comenzandose a las 24 horas después
de la infusion de la hul4.18-IL-2 tanto durante la primera sesioén asi como durante la segunda sesién, que persistié
hasta el 8° dia. Se encontré que el aumento del sIL-2R dependia de la dosis (p = 0,014), los valores del sIL-2R de la
segunda sesion estaban acrecentados en comparacion con los valores correspondientes en la primera sesion en los dias
1-5 para pacientes que recibieron la misma dosis en ambas sesiones (p < 0,05).

Para llevar a cabo la evaluacién de la funcién NK activada con la IL-2 y de la citotoxicidad celular dependiente del
anticuerpo (ADCC) en células mononucleares de sangre periférica (PBMC) procedente de 31 pacientes, que comple-
taron la primera sesion, se empleé la linea celular de neuroblastoma LA-N-5, que expresa al GD2 y que se enlaza con
la hul4.18-IL-2. Se presenté un aumento significativo en la destruccién inducida por los linfocitos a partir del 8° dia,
en comparacion con el ler dia para estos dos ensayos. Los 12 pacientes que recibieron la segunda sesién con la misma
dosis que en la primera sesion, mostraron resultados de ADCC, que eran muy similares a los que se obtuvieron duran-
te la primera sesion. El inico parametro, que se encontrd diferente para la segunda sesidon con respecto a la primera
sesion, fue la destruccién acrecentada en presencia de la IL-2 el ler dia, lo que indica que la destruccién aumentada
en este ensayo permanece elevada en el 29° dia (ler dia, segunda sesion).

Puesto que la diana LA-N-5 es relativamente resistente a las células NK frescas, ésta es adecuada para llevar a
cabo la medicién de la destruccion aumentada por la IL-2, y la ADCC. Sin embargo, la débil destruccion de la LA-N-
5 inducida con ayuda de la PBMC fresca en medio (sin suplemento de IL.-2 in vitro) no era al 8° dia significativamente
mayor que la del ler dia.

Se llevaron a cabo ensayos NK estdndar para los pacientes 19-33 los dias 1, 8, 15 y 22, empledndose la linea
celular diana K562 susceptible a la NK. Se observé un aumento significativo en la lisis por NK de las células diana
K562, cuando fueron ensayadas bien en medio o bien en presencia de la IL-2, en los dias 8° y 22° en comparacién
con el ler dia. De la misma manera, se llevaron a cabo evaluaciones de muestras de suero procedentes de pacientes
seleccionados con objeto de determinar la actividad de la IL-2 funcional y el anticuerpo anti-GD2 funcional.

La linea celular Tf-1b sensible a la IL-2 demostré una proliferacion inducida por la IL-2 con suero de pacientes
obtenido después de la infusién de la hul4.18-IL-2. Se observé un aumento progresivo de la proliferacién durante las
primeras 4 horas después de la infusién durante 4 horas. Los valores volvieron a la linea de referencia al cabo de 16
horas después de esta infusidn, lo que es consistente con la semivida en suero para la hul4.18-IL-2 de aproximada-
mente 4 horas. De la misma manera, se examinaron muestras de suero procedentes de estos periodos de tiempo por
medio de citometria de flujo con respecto a la presencia de la inmunocitocina hul4.18-IL-2 (IC) intacta, que conser-
va su componente IL-2 y su actividad anticuerpo anti-GD2. La hul4.18-IL-2 capaz de enlazarse con la linea celular
M21 (positiva al GD2) era detectable en muestras de suero de pacientes después de una infusién de IC. La cantidad
de IC capaz de enlazarse con la M21 aumenté progresivamente durante las primeras 4 horas después de la infusién
durante 4 horas y disminuyé después de esto, nuevamente de forma consistente con la semivida de aproximadamente
4 horas.

Por tltimo, se llevaron a cabo ensayos in vitro con muestras procedentes de pacientes, con objeto de determinar si
la administracién de la hul4.18-IL-2 daba como resultado condiciones in vivo consistentes con las que son necesarias
para alcanzar la ADCC. Las PBMCs procedentes del 8° dia mostraron un aumento de la ADCC sobre células diana
GD2+ cuando se afiadi6 la hul4.18-IL-2 al ensayo citotéxico. Se llevd a cabo este mismo ensayo de ADCC con la
PBMC procedente del 8° dia, sin embargo, en lugar de afiadirse la hul4.18-IL-2 al ensayo, se afiadi6 suero procedente
del paciente, obtenido antes o después de la administracién de la hul4.18-IL-2. Las PBMC obtenidas a partir de
pacientes en el 8° dia de la segunda sesion eran capaces de favorecer la destruccidn acrecentada de la linea celular
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LA-N-5 en presencia de suero obtenido después de la administracién de la hul4.18-IL-2, en comparacién con lo que
se observa con el suero obtenido antes de la infusién. De este modo, la hul4.18-IL-2, que circula en los pacientes,
después de la administracién IV, es capaz de facilitar la ADCC con las PBMCs activadas in vivo por medio de la
hu14.18-IL-2, procedente del mismo paciente.

En resumen, estos resultados indican que existian cambios inmunoldgicos asociados con esta terapia por medio
de la hul4.18-IL-2 con inclusién de un aumento en el recuento de linfocitos, de un aumento en el porcentaje de
CD16+ y de CD56+ PBMC, de un aumento en la lisis de NK y de un aumento en la ADCC. Una prueba adicional
de la inmunoactivacién inclufa un aumento en niveles en suero de la CRP y del sIL-2R. Andlisis de laboratorio de
suero y de PBMC mostraron que la molécula de hul4.18-IL-2, que circula en el suero del paciente después de la
administracién IV conservaba su capacidad para activar a las células sensibles a la IL-2 por medio del receptor de la
IL-2 y que conservaban su capacidad para enlazarse con las células tumorales positivas al GD2, y para suministrar la
IL-2 en su superficie, como se ha detectado por medio de citometria de flujo. Las células NK fueron activadas in vivo
en base a su capacidad para favorecer la funcién NK y ADCC in vitro. Por otra parte, las células NK activadas in vivo
por medio de la hul4.18-IL-2 administrada a estos pacientes, eran capaces de inducir la ADCC facilitada por medio
de la hul4.18-IL-2, que circula en el suero de estos mismos pacientes. Por lo tanto, se alcanzaron condiciones para
lograr una inmunoactivacion en todos los pacientes en este estudio.
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REIVINDICACIONES
1. Una proteina de fusién de anticuerpo humanizado y de IL-2, designada como hul4.18-IL2, que se enlaza de
manera especifica con el GD2 y que estimula una inmunofuncién, que comprende la cadena ligera de la SEQ ID No.
5 y la cadena pesada de 1la SEQ ID No. 6.

2. Un vector que comprende la secuencia de nucledtidos de la SEQ ID No. 4, que contiene las secuencias de dcido
nucleico que codifican la proteina de fusion de la reivindicacion 1.

3. Composicién farmacéutica que comprende la proteina de fusion de la reivindicacion 1 y un vehiculo o excipiente
farmacéutico.

4. Uso de la proteina de fusion de la reivindicacién 1 para la fabricacién de un medicamento destinado a la estabi-
lizacién de la progresion de enfermedades en pacientes con cdncer positivo al GD2.

5. Uso de la proteina de fusion de la reivindicacion 1 para la fabricacion de un medicamento destinado a acrecentar
la actividad ADCC y la lisis de NK en pacientes con cancer positivo al GD2.
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Secuencia de nucledtidos del vector de expresion

GTCGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCAT
ATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCC
GCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTC
AATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTA
CGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTAT
GGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTG
GCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGA
CGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTITCCAAAATGTCGTAACAACTCCGC
CCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGC
TAACTACAGAACCCACTGCTTAACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCTC
TAGAATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTGATGTTCTGGATTCCTGGTGAGGAGAGAGGGAA
GTGAGGGAGGAGAATGGACAGGGAGCAGGAGCACTGAATCCCATTGCTCATTCCATGTATCTGGC
ATGGGTGAGAAGATGGGTCTTATCCTCCAGCATGGGGCCTCTGGGGTGAATACTTGTTAGAGGGA
GGTTCCAGATGGGAACATGTGCTATAATGAAGATTATGAAATGGATGCCTGGGATGGTCTAAGTA
ATGCCTTAGAAGTGACTAGACACTTGCAATTCACTTTITTITGGTAAGAAGAGATTTTTAGGCTATA
AAAAAATGTTATGTAAAAATAAACGATCACAGTTGAAATAAAAAAAAAATATAAGGATGTTCATG
AATTTIGTGTATAACTATGTATTTCTCICTCATTGTTTCAGCTTCCTTAAGCGACGTGGTGATGACC
CAGACCCCCCTGTCCCTGCCCGTGACCCCCGGCGAGCCCGCCTCCATCTCCTGCAGATCTAGTCAG
AGTCTTGTACACCGTAATGGAAACACCTATTTACATTGGTACCTGCAGAAGCCAGGCCAGTCTCCA
AAGCTCCTGATTCACAAAGTTTCCAACCGATTTTCTGGGGTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGA
TCAGGGACAGATTTCACACTCAAGATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATCTGGGAGTTTATTTCTGT
TCTCAAAGTACACATGTTCCTCCGCTCACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGGAGCTGAAACGTATT
AGTGTGTCAGGGTITCACAAGAGGGACTAAAGACATGTCAGCTATGTGTGACTAATGGTAATGTC
ACTAAGCTGCGGGATCCCGCAATTCTAAACTCTGAGGGGGTCGGATGACGTGGCCATTCTTITGCCT
AAAGCATTGAGTTTACTGCAAGGTCAGAAAAGCATGCAAAGCCCTCAGAATGGCTGCAAAGAGCT
CCAACAAAACAATTITAGAACTTTATTAAGGAATAGGGGGAAGCTAGGAAGAAACTCAAAACATCA
AGATTTTAAATACGCTTCTTGGTCTCCTTGCTATAATTATCTGGGATAAGCATGCTGTTTTICTGICT
GTCCCTAACATGCCCTGTGATTATCCGCAAACAACACACCCAAGGGCAGAACTTTGTTACTTAAAC
ACCATCCTGTTTGCTTCTTTCCTCAGGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTG
ATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGG
CCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAG
CAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACG
AGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGC
TTCAACAGGGGAGAGTGTTAGAGGGAGAAGTGCCCCCACCTGCTCCTCAGTTCCAGCCTGACCCCC
TCCCATCCTTTGGCCTCTGACCCTTTTITCCACAGGGGACCTACCCCTATTGCGGTCCTCCAGCTCAT
CTTTCACCTCACCCCCCTCCTCCTCCTTGGCTTTAATTATGCTAATGTTGGAGGAGAATGAATAAAT
AAAGTGAATCTTTGCACCTGTGGTTTCTCTCTTTCCTCAATTTAATAATTATTATCTGTTGTTTACCA
ACTACTCAATTTICTCTTATAAGGGACTAAATATGTAGTCATCCTAAGGCGCATAACCATTTATAAA
AATCATCCTTCATTCTATTTTACCCTATCATCCTCTGCAAGACAGTCCTCCCTCAAACCCACAAGCC
TTCTGTCCTCACAGTCCCCTGGGCCATGGTAGGAGAGACTTGCTTCCTTGTTITCCCCTCCTCAGCA
AGCCCTCATAGTCCTTTTTAAGGGTGACAGGTCTTACGGTCATATATCCTTTGATTCAATTCCCTGG
GAATCAACCAAGGCAAATTTTTCAAAAGAAGAAACCTGCTATAAAGAGAATCATTCATTGCAACA
TGATATAAAATAACAACACAATAAAAGCAATTAAATAAACAAACAATAGGGAAATGTTTAAGTTIC
ATCATGGTACTTAGACTTAATGGAATGTCATGCCTTATTTACATTTTTAAACAGGTACTGAGGGAC
TCCTGTCTGCCAAGGGCCGTATTGAGTACTTTCCACAACCTAATTTAATCCACACTATACTGTGAG
ATTAAAAACATTCATTAAAATGTTGCAAAGGTTCTATAAAGCTGAGAGACAAATATATTCTATAAC
TCAGCAATCCCACTTCTAGGGTCGATCGACGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATC
AATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGG
CCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGT
AACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGC
AGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGC

FIG. 2A
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CTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTC
ATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCA
CGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTIGTTTTGGCACCAAAATCAACGG
GACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTG
GGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTACAGAACCCACTGCTTAACTGGCTTATCGAAA
TTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTCCTCGAGGCTAGAATGAAGTTGCCTGTTAGGCTG
TTGGTGCTGATGTTCTGGATTCCTGGTGAGGAGAGAGGGAAGTGAGGGAGGAGAATGGACAGGGA
GCAGGAGCACTGAATCCCATTGCTCATTCCATGTATCTGGCATGGGTGAGAAGATGGGTCTTATCC
TCCAGCATGGGGCCTCTGGGGTGAATACTTGTTAGAGGGAGGTTCCAGATGGGAACATGTGCTAT
AATGAAGATTATGAAATGGATGCCTGGGATGGTCTAAGTAATGCCTTAGAAGTGACTAGACACTT
GCAATTCACTTTTTTITGGTAAGAAGAGATTTTTAGGCTATAAAAAAATGTTATGTAAAAATAAACG
ATCACAGTTGAAATAAAAAAAAAATATAAGGATGTTCATGAATTTTGTGTATAACTATGTATTTCT
CTCTCATTGTTTCAGCTTCCTTAAGCGAGGTGCAGCTGGTGCAGTCCGGCGCCGAGGTGGAGAAGC
CCGGCGCCTCCGTGAAGATCTCCTGCAAGGCCTCCGGCTCCTCCTTCACCGGCTACAACATGAACT
GGGTGCGCCAGAACATCGGCAAGTCCCTGGAGTGGATCGGCGCCATCGACCCCTACTACGGCGGC
ACCTCCTACAACCAGAAGTTCAAGGGCCGCGCCACCCTGACCGTGGACAAGTCCACCTCCACCGC
CTACATGCACCTGAAGTCCCTGCGCTCCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGCGTGTCCGGCATGGA
GTACTGGGGCCAGGGCACCTCCGTGACCGTGTCCTCCGGTAAGCTTTTCTGGGGCAGGCCAGGCCT
GACCTTGGCTTTGGGGCAGGGAGGGGGCTAAGGTGAGGCAGGTGGCGCCAGCCAGGTGCACACCC
AATGCCCATGAGCCCAGACACTGGACGCTGAACCTCGCGGACAGTTAAGAACCCAGGGGCCTCTG
CGCCCTGGGCCCAGCTCTGTCCCACACCGCGGTCACATGGCACCACCTCTCTTGCAGCCTCCACCA
AGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGG
GCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCA
GCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGA
CCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAAC
ACCAAGGTGGACAAGAGAGTTGGTGAGAGGCCAGCACAGGGAGGGAGGGTGTCTGCTGGAAGCC
AGGCTCAGCGCTCCTGCCTGGACGCATCCCGGCTATGCAGTCCCAGTCCAGGGCAGCAAGGCAGG
CCCCGTCTGCCTCTTCACCCGGAGGCCTCTGCCCGCCCCACTCATGCTCAGGGAGAGGGTCTICTG
GCTTTTTCCCCAGGCTCTGGGCAGGCACAGGCTAGGTGCCCCTAACCCAGGCCCTGCACACAAAGG
GGCAGGTGCTGGGCTCAGACCTGCCAAGAGCCATATCCGGGAGGACCCTGCCCCTGACCTAAGCC
CACCCCAAAGGCCAAACTCTCCACTCCCTCAGCTCGGACACCTTCTCTCCTCCCAGATTCCAGTAA
CTCCCAATCTTCTCTCTGCAGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAG
GTAAGCCAGCCCAGGCCTCGCCCTCCAGCTCAAGGCGGGACAGGTGCCCTAGAGTAGCCTGCATC
CAGGGACAGGCCCCAGCCGGGTGCTGACACGTCCACCTCCATCTCTTCCTCAGCACCTGAACTCCT
GGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCC
TGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACG
TGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTA
CCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCA
AGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGTGGGACC
CGTGGGGTGCGAGGGCCACATGGACAGAGGCCGGCTCGGCCCACCCTCTGCCCTGAGAGTGACCG
CTGTACCAACCTCTGTCCCTACAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCAC
GGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGAC
ATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCT
GGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTATAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGG
GGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCT
CCCTGTCCCCGGGTAAAGCCCCAACTTCAAGTTCTACAAAGAAAACACAGCTGCAACTGGAGCAT
CTCCTGCTGGATCTCCAGATGATTCTGAATGGAATTAACAACTACAAGAATCCCAAACTCACCAGG
ATGCTCACATTCAAGTTCTACATGCCCAAGAAGGCCACAGAGCTCAAACATCTCCAGTGTCTAGAG
GAGGAACTCAAACCTCTGGAGGAAGTGCTAAACCTCGCTCAGAGCAAAAACTTCCACTTAAGACC
TAGGGACTTAATCAGCAATATCAACGTAATAGTTCTGGAACTAAAGGGATCCGAAACAACATTCA
TGTGTGAATATGCTGATGAGACAGCAACCATTGTAGAATTTCTGAACAGATGGATTACCTTTTGTC

FIG. 2B
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‘AAAGCATCATCTCAACACTAACTTGATAATTAAGTGCTCGAGGGATCCAGACATGATAAGATACA
TTGATGAGTTTGGACAAACCACAACTAGAATGCAGTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTTGTG
ATGCTATTGCTTTATTTGTAACCATTAGAAGCTGCAATAAACAAGTTAACAACAACAATTGCATTC
ATTTTATGTITCAGGTTCAGGGGGAGGTGTGGGAGGTTTTITAAAGCAAGTAAAACCTCTACAAAT
GTGGTATGGCTGATTATGATCCTGCCTCGCGCGTITCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACAT
GCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGG
GCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCGCAGCCATGACCCAGTCACGTAGCGATAGCGGA
GTGTATACTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGCGGTGTG
AAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTG
ACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGT
TATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAG
GAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTITCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAA
AAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCC
CTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCT
CCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCAATGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTT
CGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAAC
TATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGG
ATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTA
CACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGG
TAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTITTTTIGTTTGCAAGCAGCAGAT
TACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTG
GAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCT
TTITAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTA
CCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTITCGTTCATCCATAGTTGCCTGA
CTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATA
CCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGA
GCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAG
AGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTGCAGGCATCGTGGTGTC
ACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATC
CCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGC
CGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGA
TGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGT
TGCTCTTGCCCGGCGTCAACACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATC
ATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATG
TAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAA
AAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCAT
ACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTT
GAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGA
CGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCG
TCTTCAAGAATTCCGATCCAGACATGATAAGATACATTGATGAGTTTGGACAAACCACAACTAGA
ATGCAGTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTTATTTGTAACCATTAGAA
GCTGCAATAAACAAGTTAACAACAACAATTGCATTICATTTTATGTTTCAGGTTCAGGGGGAGGTGT
GGGAGGTTTTTTAAAGCAAGTAAAACCTCTACAAATGTGGTATGGCTGATTATGATCTAAAGCCAG
CAAAAGTCCCATGGTCTTATAAAAATGCATAGCTTTCGGAGGGGAGCAGAGAACTTGAAAGCATC
TTCCTGTTAGTCTTTCTTCTCGTAGACCTTAAATTCATACTTGATTCCTTTITTICCTCCTGGACCTCAG
AGAGGACGCCTGGGTATTCTGGGAGAAGTTTATATTITCCCCAAATCAATITCTGGGAAAAACGTGT
CACTTTCAAATTCCTGCATGATCCTTGTCACAAAGAGTCTGAGGTGGCCTGGTTGATTCATGGCTTIC
CTGGTAAACAGAACTGCCTCCGACTATCCAAACCATGTCTACTTTACTTGCCAATTCCGGTTGTTCA
ATAAGTCTTAAGGCATCATCCAAACTTTTGGCAAGAAAATGAGCTCCTCGTGGTGGTTCTITYGAGT
TCTCTACTGAGAACTATATTAATTCTGTCCTTTAAAGGTCGATTCTITCTCAGGAATGGAGAACCAG

FIG. 2C
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FIG. 2D

ES 2 346 205 T3
GTTTTCCTACCCATAATCACCAGATTCTIGTTTACCTTCCACTGAAGAGGTTGTGGTCATTCTITGGA
AGTACTTGAACTCGTTCCTGAGCGGAGGCCAGGGTCGGTCTCCGTTCTTGCCAATCCCCATATTTTG
GGACACGGCGACGATGCAGTTCAATGGTCGAACCATGAGGGCACCAAGCTAGCTTTITGCAAAAG
TCTGCATAAATAAAAAAAATTAGTCAGCCATGGGGCGGAGAATGGGCGGAACTGGGCGGAGTTAG
GGGCGGGATGGGCGGAGTTAGGGGCGGGACTATGGTTGCTGACTAATTGAGATGCATGCTTTGCA
TACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACACCTGGTTGCTGACTAATTGAGATGCATGC
TITGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACACCCTAACTGACACACATTCCACA

CCTAGGCCTCCAAAAAAGCCTCCTCACTACTTCTGGAATAGCTCAGAGGCCGAGGCGGCCTCGGCC
(SEQIDNO: 4)

V¢ O

(S :ON a1 OFS)
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1SS T-S-A-L-S" @ A-S" @ O-H-1-A-SH-0-S"N-D-S-O-T-V-N-A-A-A-M-O-A--V-H
L&A I NNTTOAASV-L-O- S - T-OF-A-S-d-d-d-T-d-A-S-dV-V-A-L-AT
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q¢ "Iid

O :ONdAI0ES) I-TI-STI-S-0-0d-L T MU N-TAAATLV-LHCV-A- 2D WA

LA S DA TETATANTINS T CE-d - THEN TS O V- TN TA ST Td T TEE T TOO THITH
"LV WA A T L T N T AN NTO- N T TN-O- T A T T THE TO-TO- LA 3L-$-5-8-1
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A TA AL L ANNT-dODNSTMTA VIS d AT TATOL TS AN LNEEE-SddTL
A A0 L -O-DI VS T L AT T-d-V-d-TV- NS A MO A-E- DN T-M-T-O-H T AL T A S AAY
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S ADRAAVL TS TSN THINA VLS LS TN LTIV AL ONAS LD DAKETLY
OTMA A TS IO TNOTAMNIWN-A-DLd-§-S-D8-V-ADSTHAS VDI TATV-DSOATOAE
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<400> 2

Glu

Ser

Asn

Gly

Lys

&5

Met

Val

Ser

<210>3
<211> 15
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Val Gln

val Lys
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50
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Ile
20

Trp
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<400> 4

gtcgacattg
60

gcecatatat
120

ccaacgacec
180

ggactttcca
240

atcaagtgta
300

cczggcatta
3€0

tattagtcat
420

agcggtttga
480

tttggcacca
54C

aaatgggcgg
600

cagaacccac

attactgact

ggagttecgc

ccgeccateg

ttgacgtcaa

tcatatgcca

tgcccagtac

cgctattacc

ctcacgggga

aaatcaacgg

taggcgogta

tgcctaactg
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agttattaat

gttacataac

acgtcaataa

tgggtgcagt

agtacgccec

atgacctcat

atggtgatgc

tttccaagtce

gactttccaa

cggtgggagg

gcttactcgaa

agtaatcaat

ttacggtaaa

tgacgtatgt

atttacggta

ctattgacgt

gggactttcc

ggttttggca

tccaccceat

aatgtcgtaa

tctatataag

attaatacga

tacggggtca

tggccegect

tcccatagta

aactgcccac

caatgacggt

tacttggcag

gtacatcaat

tgacgtcaat

caactccgcce

cagagctcctc

ctcactatag

ttagttcata

ggctcaccgc

acgccaatag

ttggcagtac

aaatggcccg

tacatctacg

gggcgtggat

gggagt:-tgt

ccattgacac

tggctaacta
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660

tagaatgaag
720

agggaagtga
780

atgtatctgg
840

atacttgtta
500

atgcctggga
860

ttggtaagaa
1020

tgaaataaaa
1080

ctcattgttt
1140

gtgacccccg
1200

aatggaaaca
1260

attcacaaag
1320

gggacagatt
1380

tgttctcaaa
1440

aaacgtatta
150¢

ctaatggtaa
1560

gacgtggcca
1620

gccctcagaa
16873

ttgectgtta

gggaggagaa

catgggtgag

gagggaggtt

tggtctaagt

gagattttta

adaaaataca

cagcttectt

gcgagcccge

ccratctaca

tttccaazcg

tcacactcaa

gtacacatgt

gtgtgtcagg

tgtcactaag

ttctttgect

tggctgcaaa
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ggctgttggt

tggacaggga

aagatgggtc

ccagatggga

aatgccttag

ggctataaaa

aggatgttca

aagcgacgtg

ctccatetec

ttggtacctg

atttrctggg

gatcagcaga

tcctecgetc

gtttcacaag

ctgcgggatc

aaagcattga

gagctccaac

gctgatgtzc

gcaggagcac

ttatcctcca

acatgtgcta

cagtgactag

aaatgttatg

tgaattttce

gtgatgaccc

tgcagatcta

cagaagccag

gtccocagaca

gtggaggctg

acgttcggtg

agggactaaa

ccgcaactct

gtttacrtgca

aaaacaattt

tggattcctg

tgaatcccat

gcatggggcc

taatgaagat

acacttgcaa

taaaaataaa

gtactaactat

agaccccect

gtcagagtct

gccagtcrcce

ggttcagtgg

aggatctggg

ctgggaccaa

gacatgtcag

aaactctgag

aggtcagaaa

agaaccttat

gtgaggagag

tgctcattcc

tectggggtga

tatgaaatgg

ttcacttttt

cgatcacagt

gtatttctet

gtccetgcecee

tgtacaccgt

aaagctcctg

cagtggatca

agtttatctc

gctggagctg

ctatgtgtga

ggggtcggat

agcatgcaaa

taaggaatag
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ggggaaccta
1742

ctataacttat
1802

tccgcaaaca
18873

tttccocagg
192¢C

tgaaazcrtgg
19eC

aagtacagtg
2040

agcagaacag
21CC

actaccagaa
216C

tcacaaagag
2223

gttccagcecet
22872

ccctatzgeg
2343

tratgctaat
2423°C

tctrtectea
2460

gggactaaat
2520

tattttaccc
2580

tcacagtccce
2540

gcccteatag
2700

ggaagaaact

ctgggataag

acacacccaa

aactgtcgct

aactgccetce

gaaggtggat

caaggacagc

atacaaagtc

sttcaacagg

jaccccctcec

gtcectccage

gttggacgag

atttaataat

atgtagteat

tatcatcctce

ctgggccatg

tcctttttaa
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caaaacatca

catgctgttt

gggcagaact

gcaccatctg

gttgtgtgcece

aacgcactcee

acctacagcc

tacgcctgeg

ggagagtgtec

catcctttgg

tcatzstttca

aatgaataaa

tattatctge

cctaaggege

tgcaagacag

gtaggagaga

cggtgacagg

agatttraaa

tctgtcegtce

ttgttactta

tcttcatcte

—gctgaaraa

aatcgggtaa

tcagcagceac

aagtcaccea

agagggagaa

cctetgaccee

cctecaccece

aaagtgaat

tgtttaccaa

ataaccattce

tcectecectea

ctteccettect

tcroacggte

tacgcttceot

cctaacatge

aacaccatcce

cccgeecatct

ctzctatccc

ctcccaggag

cctgacge-g

tcagggcectg

gtgczcocccac

tt-ttccaca

ctectecerec

ctttgcacct

ctactcaatt

ataaaaatca

aacccacaag

tgttttceee

atatatccet

ggtctccectty

cctgtgatta

tgtttgcitc

gatgagcagt

agagaggzocea

agtgtcacaqg

agcaaagcag

agctcgeecey

ctgctcctcea

ggggacctac

ttggctttaa

gtggtttcte

tctcttataa

tccecttecatte

ccrictgtce

tcctcageaa

tgattcaatt
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ccctgggaat
2760

tcattgcaac
2820

ggaaatgttt
2880

totraaacag
2540

cctaatttaa
3000

tctataaagc
3060

cgacgttgac
3120

catagcccat
3180

ccgcccaacyg
3240

atagggactt
3300

gzacatcaag
3360

ccecgeetggc
3420

tacctattag
3480

ggatagcggt
3540

ttgtttrggce
3600

acgcaaatgg
3660

actacagaac
3720

ccaagectcct

caaccaaggc

atgatataaa

aagttcatca

gractgaggg

~ccacactarc

-gagagacaa

attgattatt

atatggagct

acccccgecee

cccattgace

tgtatcacat

attatgccca

-~catcgctat

ttgactcacg

accaaaatca

gcggtaggeg

ccactgctta

cgaggctaga
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aaatctttca

ataacaacac

tggtacttag

actcetgtct

actgtgagat

atatattcta

gactagttas

ccgegttaca

attgacgtca

tcaatgggtg

gccaagtacg

gtacatgacce

taccatggtg

ggoatttceca

acgggacettt

tgtacggtgg

actggcttat

atgaagttgc

aaagaagaaa

aataaaagca

acttaatgga

gccaagggec

taaaaacatt

taactcagca

taatagtaat

taacttacgg

ataatgacgt

gagtatttac

cceectattg

Ltatgggact

atgcggtete

agtctccace

ccaaaatgtc

gaggtctata

Ccgaaattaat

ctgttagget

cctgctataa

attaaataaa

atgtcatgcc

gtattgagra

cattaaaatg

atcccacttc

caattacggg

taaatggcec

atgttcccat

ggtaaactgc

acgtcaatga

Lttectactiy

ggcagracat

ccattgacgt

gtaacaactec

taagcagagce

acgactcact

gttggtgctg

agagaatcat

caaacaatag

ttatttacac

cttrtecacaa

ttgcaaacg:

tagggtcgat

gtcattagtt

gcctggstga

agtaacgcca

ccacttggca

cgctaaatgg

gcagtacatc

caatgggegt

caatgggagt

cgccccattg

tctcotgocta

atagggagac

atgttctgga
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378C

ttcctggtga
3840

tccecatoget
3900

ggggeetcetg
3960

gaagdatzatg
4023

ttgcaattca
4082

aataaacgat
414¢

aactasctat
4200

cggcgecgag
4260

ctccttcacc
432G

gatcggcocc
4380

cgccaccetg
44490

ctcecgaggac
4500

ctccgtgacce
4560

ggggcaggga
4620

atgagcocag
4680

ccectgggece
4740

&ccaagggec
4800

ggagagagygg

cattccatgt

gggtgaatac

aadatggatgce

cttrttttyg

cacagttgaa

ttctctctca

gtggagaagce

ggcracaaca

atcgacccct

accgtggaca

accgecgtgt

gtgtcctecg

gggggoctaag

acactggacg

agctctgtee

catcggtectt

ES 2 346 205 T3

aagtgaggga

atctggcatg

ttgttagaqgg

ctgggatggt

taagaagaga

ataaaaaaaa

ttgtttcage

ccggegecete

tgaactgggt

actacggcgyg

agtccacctce

actactgcgt

gtaagctttt

gtgaggcagg

ctgaacctcyg

cacaccgegg

ccccectggea

ggagaatgga

ggtgagaaga

gaggttccag

ctaagtaatg

ttttaggct

astataagga

ttccttaagce

cgrgaagatc

gcgccagaac

caccrtectac

caccgcctac

gtcecggecatg

ctggggcagg

tggcgccagce

cggacacsta

tcacatggca

ccctececrcca

cagggagcag

tgggtcttat

atgggaacat

ccttagaagt

cldaacaaat

tgttcatgaa

gaggtgcagce

tectgcaagy

atcggcaagt

aaccagaagt

atgcacctga

gagtactggg

ccaggectga

caggtgcaca

agaacccagg

ccacctcectct

agagcaccec

gagcactgaa

cctcecagcat

gtgctataat

gactagacac

gttatgtaaa

ttttgtgtat

tggtgcagtc

ccteceggstce

ccectggagtg

tcaagggccg

agtccctgeg

gccagggcac

ccttggettt

cccaatgecc

ggccrtctgcg

tgcagectcc

tgggggcaca



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

gcggeeetgy
4860

tcaggcgeze
4520

tactcectcea
4980

tgcaacgtga
5040

gcacagggag
5100

cggcratgea
5150

gcetctgeece
5220

gggcaggcac
5280

gctcagacct
5310

aaggccaaac
5400

tcccaaccet
5460

cccaggtaag
5520

agcctgcatce
5580

cagcacctga
5640

ccctcatgat
5700

accctgaggt
5760

agccgcggga
5820

gctgcctgg:
tgaccagcgg
gcagcgtggt
atcacaagcc
ggagggtgtce
gtcccagtcce
gcecccactca
aggcraggtg
gccaagagcec
tctccactcece
ctctctgcag
c:agcccagg
cagggacagg
actcctgggg
ctcccggace

caagttcaac

ggagcagtac

ES 2 346 205 T3

caaggactac

cgtgcacacc

gacecgtgceec

cagcaacacce

tgctggaagce

agggragcaa

tgctcaggga

ccaectaaccece

atatceggga

ctcagctegg

agcccaaatc

cctcgcecte

ccccagcegg

ggaccgtcag

cctgaggtca

tggracgrgg

aacagcacgt

ttccccgaac

ttcecggcetg

tccagcaget

aaggtggaca

caggctcagce

ggcaggcccc

gagggtcttc

aggccctgea

ggaccetgece

acacctetecte

ttgtgacaaa

cagctczagg

gtgctgacac

tcrttecctett

catgcgtggt

acggcgtgga

accgtgtggt

cggtgacggt

tcctacagte

tgggcaccca

agagagttgg

gctcecectgcecet

gtetgerctct

tggeetettc

cacaaagggg

cctgacctaa

tcctceccaga

actcacacat

c¢gggacaggt

gtccacctcecc

ccceccecccaaaa

ggtggacgtg

ggrgcataat

cagcctectc

gtcgtggaac

ctcaggactc

gacctacatc

tgagaggcca

ggacgcatcce

tcacccggag

ccecaggctct

caggtgctgg

gcccacceca

ttccagtaac

gcccaccgtyg

gccctagagt

atctcteect

cccaaggaca

agccacgaag

gccaagacaa

accgtecetge
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accaggactg
5880

ccccratcga
5940

atggacagag
6000

gtccctacag
6060

atgaccaaga
6120

gccgtggagt
6180

ctgyactccg
6240

cagcagggga
6300

cagaagagcc
6360

cagctgcaac
€420

tacaagaatc
€480

acagagctca
6540

aazctegcetce
6600

gtaatagtte
6660

acagcaacceca
€720

acactaactt
6780

ttggacaaac
6840

ctattgette

gctgaatggce

gaaaaccatc

gccggetcgg

ggcagcccceg

accaggtcag

gggagagcaa

acggcrcctt

acgtcttctce

tcteceectgte

tggagcatct

ccagaactceac

aacatcccca

agagcaaaaa

tggaactaaa

ttgtagaatt

gataattaag

cacaactaga

atttgtaacc

ES 2 346 205 T3

aaggagtaca

tccaaagcca

cccacceccetcee

agaaccacag

cctgaccege

tgegcageeg

ctccctrrat

atgctccgtg

cccgggtaaa

cctgctggat

caggatgctc

gtgtctagag

cttccactta

gggatccgaa

tctgaacaga

tgctegaggyg

atgcagtgaa

attagaagct

agtgcaaqgt

aaggtgggac

gccctgagag

gtgtacaccc

ctggtcaaag

gagaacaact

agcaagcrca

atgcatgagg

gcecccaactt

ctccagatga

acattcaagt

gaggaac=tca

agacctaggg

acaacatteca

tggattacct

atcecagacat

aaaaalgcett

gcaataaaca

ctccaacaaa

ccgtgggetg

tgaccgctat

tgececccatc

gcrrctatcc

acaagaccac

ccgtagacaa

ctctgcacaa

caagttctac

ttcigaatgg

tctacatgcc

aacctctgga

ac.taatcag

tgtgtgaata

tttgtcaaag

gataagatac

tatttgtgaa

agttaacaac

gcccteccag

cgagggceac

accaacctct

acgggaggag

cagcgacatc

gccteocegtg

gagcaggtgg

ccactacacg

aaagaaaaca

aattaacaac

caagaagcce

ggaac-=gcta

caatairaac

tgctgatgag

catcatctca

attgatgagt

atttgtgatg

cacaattgca
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6900

trtcatttrat
6960

tctacaaatg
7020

aaacctctga
7080

gagycagacaa
7140

gacccagtca
7200

attgtactga
7260

taccgcatca
7320

ctgcggcegag
7380

gataacgcag
7440

gccgereortgce
7500

cgctcaagtc
756C

ggaagctccc
7620

tttctcectt
7680

gtgtaggtcg
7740

tccgecttat
7800

ctggcagcag
7860

ttcttgaage
7920

gtttcaggtt

tggtatggctl

cacatgcagc

gccecgtcagg

cgtagcgata

gagtgcacca

ggcgctcettce

cqggtatcagc

gaaagaacat

tggcgtttet

agagg-ggeg

zcgteccgetce

cgggaagegt

ttcgctecaa

ccggtaacta

ccactggtaa

ggtgacctaa
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cagggggage

gattatgatc

tcccggagac

gcgegtcage

gcggagtgta

tatgcggtge

cgcttectcg

tcactcaaag

gtgagcaaaa

ccataggctc

aaacccgaca

tcctgtteccg

ggcgetrctct

gctgggetgt

tcgtcttgag

caggattagc

ctacggctac

tgtgggaggt

ctgectegeg

ggtcacagct

gggtgrtgygc

tactggztta

gaaataccgce

ctcactgact

gcggtaatac

ggccagcaaa

cgcceccetg

ggactataae

acccrgecgce

caatgctcac

gtgcacgaac

tccaacccgg

&gagcgagat

actagaagga

10

ttttraaage

cgtttcggtg

tgtctotaag

gggtglcg3g

actatgcgge

a~agatgcgt

cgctgcgcectc

ggttacccac

aggccaggaa

acgagcatca

gataccaggc

tiaccqgata

gctgtaggta

ccccogttca

taagacacga

atgtaggcgg

cagtatttgy

aagtaaaacc

atgacggtga

cggatgccgg

gcgeagcceat

atcagagcag

aaggagaaaa

ggtecgttcyg

agaatcagag

ccgtaaaaag

caaaaatcga

gtrtcccect

cctgtecgcee

tctcagttcg

gceccgaccgce

cttatcgcca

tgctacagag

tatctgcgcet
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ctgctgaagce
7980

accgctggta
8040

tctcaagaag
8100

cgttaaggga
8160

taaaaatgaa
8220

ceatocttaa
8230

gccrtgactcce
8340

gctrgcaatga
8400

ccagccggaa
8460

atraatrgte
8520

gttgccattg
8580

tccggttane
8540

agcLccttcg
8700

gttaszggeag
8760

actggtgagt
§82¢C

tgcceggegt
8880

attggaaaac
894C

cagttacctt

gcggtggttt

atcctttgat

tzttggtcat

grttttaaatc

tcagtgaggce

ccotcgtgta

taccgcgaga

ggsccgageg

gccgggaage

ctgcaggcat

aacgatcaag

gtccoeccgat

cactgcataa

acTcaaccaa

caacaccgga

gttct=cagg

ES 2 346 205 T3

cggaaaaaga

ttctgrttge

cttttctacg

cagattatca

aatctaaagt

acctatctca

gataactacg

cccacgctca

cagaagtggt

tagagtaagt

cgtgctgtca

gcgagttaca

cgttgtcaga

ttctcttace

gtcattctga

taataccgeg

gcgaaaactc

gttggtagc:t

azgcagcaga

gggtctgacg

aaaaggalct

atatatgagt

gcgatctatce

atacgggagg

ccggctccag

cctgcaactt

agttcgecadg

cgctcqgtegt

rgatzsccecee

agtaagttgg

gtzatgccat

gaatagtgta

ccacatacca

tcaaggatct

11

ctrgatcegg

ttacgcgcag

ctcagtggaa

tcacctagat

aaacttggte

tatctcegotc

gcttaccatc

atttatcagc

tatccgcctc

ttaatagttt

ttggtatggc

tgrrtgtgcaa

ccgcagtgte

ccgraagatce

tgcggcgace

gaactttaac

taccgctgrt

caadcaaaco

aaaaaaagga

cgaaaactca

cctltttacat

tgacagttac

atccatagtt

“ggccoeagt

aataaaccag

catccagtct

gcgcaacgtt

ttcattcagzs

aaaagcggret

atcactczatg

cttttetgtg

gagrtrtgctct

agtgctcatc

gagatccagt
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tcgatgtaac
5000

tctgegtgag
5060

aaatgttgaa
9120

tgtcrecatga
9180

cgcacatttc
9240

Accraraaaa
9300

gataagatac
9360

tattcgtgaa
9420

agttaacaac
9480

tttttaaagce
9540

aaaagteccera
3600

catcttcectg
9660

cctggaccte
37720

tttcogggaa
9780

ggtggecigg
9840

tgtcracetee
99230

tggcaagaaa
99350

ttetgtecte

zcactegtge

caaaaacagg

tactcazact

gcggatacat

sccgaaaagzT

araggcgrat

artgatcagr

atcttgtgacg

aacaattgca

aagtaaaacc

tggtctratra

ttagtcertc

agagaggacg

aaacgtgtca

tigattcatg

dacttgccaat

atgegctcct

taaaggtcga
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agccaactga

aaggcaaaat

cttecteete

attigaatgt

gccaccrgac

cacgaggcce

trggacaaac

crattgetee

ttcattttat

tctaceaaatg

aaaatgcara

rtcTcgtaga

cctgggrate

ctttcaaatt

gcttcctggt

tccggtegtt

cgtggtggteo

ttcttctcag

tcttecagea:c

gccgcazaaa

caatatrarc

atttageaaa

grctaacaaa

tttegtetsc

ca&caacraga

atttgtaacc

gtttcaggtc

tggtatgget

gcttteccgag

ccttaaattce

ctgggagaag

cctgcatgat

aaacagaact

caataagtct

ctiigagtic

gaatggagaa

12

cLecetactee

agggaataag

gaagcattca

ataaacaaat

ccatrratcttar

aageattcceg

atgcagtgaa

attagaagct

cagggggagy

gattatgatc

gggagcagag

atacttgatt

ttratatcec

ccttgtcaca

gectcecgact

taaggcatca

tctactgaga

ccaggttrte

caccagcgtt

ggcgacacgg

tcagggttat

aggggttccg

cavgjaca-ta

atccagacas

aaaaatgce:

gcaataaaca

tgrgggaggt

taaagccagce

aarttgaaaqg

ccotrteect

cCZaaatcaa

aagagtctga

atccaaacca

tccaaacttt

actatattaa

ctacccataa
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10020

tcaccagatt
100890

actcgotcct
1014C

acacggcgac
10200

aagcctaggc
10260

gcctcggect
10320

ctgggcggag
10380

ttgagatgca
10440

gttgctgact
10500

tttccacacc
10531

<210> 5
<211> 220
<212> PRT

ctgtttacct

gagcggaggce

gatgcagttc

ctccaaaaaa

ctgcataaat

ttaggggcgy

tgctttgcat

aattgagatg

ctaactgaca

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 346 205 T3

tccactgaag

cagggtcgge

aatggtcgaa

gccteeteac

aaaaaaaatt

gatgggcgga

acttctgcct

catgctrtge

cacattccac

<223> Cadena ligera de inmunoglobulina humanizada

<400> 5

1

>

Asp Val Val Met Thr Gln Thr Pro

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg

2C

Asn Gly Asn Thkr Tyr Leu His Trp

40

aggttgtggt

cteegtrcett

ccatgagggce

tacttctgga

agtcagccat

g-taggggcg

gcltggggage

atacttctge

Leu Ser
10

Ser Ser
25

Tyr Leu

13

cattctttgg

gccaatcccc

accaagctag

atagctcaga

ggggcggaga

ggactatggt

ctggggactt

ctgctgggga

aagtacttga

atatcttggg

ctttttgcaa

ggcecgaggeg

atgggcggaa

tgctgactaa

tccacacctg

gcctegggac

Leu Pro Vel Thr Pro Gly

15

Gln Ser Leu Val His Arg

30

45

Gln Lys Pro Gly Gln Ser
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Pro

Asp

65

Ser

Lys

Glu

Phe

145

Gln

Ser

Glu

Ser

<210> 6
<211> 575
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Lys

50

Arg

Arg

Hiys

Arg

Gln

130

Ser

Thr

Lys

Pro
210

Leu

Phe

val

val

Thr

115

Leu

Pro

GLy

dis
195

val

Leu

Ser

Glu

Pro

00

Val

Lys

Arg

Asn

Ser

180

Lys

Thr

TIle

Gly

Ala

85

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

165

Leu

val

Lys

His

Ser

70

Glu

ALa

Gly

Ala

150

Gln

Ser

Tyr

Ser

ES 2 346 205 T3

Lyvs Val Ser Asn Arg

55

Gly Ser

Asp Leu

Thr Phe

Pro Ser
120

Thr Ala
135

Lys Val

Glu Ser

Ser Thr

Ala Cys

200

Phe Asn
215

Gly Thr

Gly val
80

Cly ala
1C5

vel Phe

Ser Val

Gln Trp

vVal Thr

170

Leu Thr
185

Glu Vval

Arg Gly

<223> Cadena pesada de inmunoglobulina humanizada y IL-2

14

Asp

75

Tyr

Gly

Ile

val

Thr

Glu

Phe

60

Phe

Phe

Thr

Phe

Cys

140

val

Gln

Ser

His

Cys
220

Ser

Thr

Cys

Lys

Pro

125

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
205

Gly

Leu

Ser

Leu

110

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

190

Gly

val Pro

Lys Ile

80

Gln Ser

95

Glu Leu

Ser &sp

Asn Asn

Ala Leu
160

L.eu Ser
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<400> 6

Glu

Ser

Asn

Gly

Va. 3

Ser

Lys

145

Ser

Ser

~hr

val

val

Gly

His

Ala

Ser

130

Phe

Gly

Leu

Tyr

Gln
Lyé
Asn
35

Ile
Axg

Leu

Gly

Pro

Val

Ser

Ile
155

Leu

Ile

20

Trp

Asp

Ala

Lys

Met

100

Thr

Ser

Glu

His

Ser

180

Cys

Yal

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Glu

Gly

Pro

Thr

165

Val

Asn

Cys

Arg

Leu
70

Leu

Tyr

Gly

Gly

Val

150

val

Val

ES 2 346 205 T3

Ser

Lys

Gln

Arg

Trp

Pro

Thr

135

Tnr

Pro

Thr

Asn

Gly

Ala

Asn

40

CGly

vVal

Ser

Gly

Ser

120

Ala

vVal

Ala

val

His
200

Ala

Ser

25

1le

Gly

Asp

Glu

Val

Ala

Val

Pro
185

15

Glu

12

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

30

Gly

Phe

Trp
Leu

170

Ser

Pro

val

ser

Serx

Ser

75

Thr

Thr

Pro

Gly

Asn

155

CGln

Ser

Gilu

Ser

Ser

Tyx

60

Thr

Ala

Ser

Leu

Cys

140

Sexr

Ser

Asn

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

val

Ala

125

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr
205

Fro

Thr

30

CGlu

Gln

Thr

Tyr

Thr

110

Pro

val

Ala

Gly

Gly °

199

Lys

Gly

15

Gly

Trp

Lys

Ala

-~

95

Val

Ser

ays

Leca

Leu

175

val

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Ser

Ser

Thr

160

Tyr

Gln

Asp
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Lys

Cys

225

Fro

Cys

Trp

Glu

Leu

305

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

385

Phe

Arg

210

°ro

Lys

Val

Tyr

Glu

290

His

Lys

Gln

Met

Pro

370

Asn

Leu

val

Ala

Pro

val

val

275

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

385

Ser

Tyr

Tyr 5

Glu

Pro

Lys

val

260

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

240

Lys

Asp

Lys

Pro

Glu

Asp

245

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

325

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys
405

Lys

Leu

230

Thr

Val

val

Ser

Leu

310

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

390

Leu

ES 2 346 205 T3

Ser

215

Leu

Ser

Glu

Thr

295

Asn

Pro

Gln

Val

val

375

Pro

Thr

Cys Asp Lys

Gly

Met

His

val
280

Tyr

Gly

Ile

val

Ser

360

Glu

Pro

Val

Gly

Ile

Glu

265

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

345

Leu

Trp

Val

Asp

16

Pro

Ser

250

Asp

Asn

val

Glu

Lys

330

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys
410

Thr

Ser

235

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

315

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp
395

Ser

His

220

val

Thr

Glu

Lys

Ser

300

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

380

Ser

Arg

Tar

Pne

Pro

val

Thr

285

val

Cys

Ser

Pro

val

365

Gly

Asp

Tro

Cys

Leu

Glu

Lys

270

Lys

Leu

Lys

=YS

Ser

350

Lys

Gln

Gly

Gln

Pro

Phe

val

255

Phe

Pro

Thr

val

Ala

335

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln
415

Pro

Pro

240

Thr

Arg

Val

Ser

320

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

400

Gly



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Asn

Thr

Thr

Met

465

Met

His

Asn

Ser

Phe

545

Asn

val

Gln

Lys

450

Ile

Leu

Leu

Leu

Asn

530

Met

Arg

Phe

Lys

435

Lys

Thr

Gln

Ala

515

Ile

Txp

Ser

420

Ser

Thr

Asn

Phe

Cys

500

Asn

Glu

Ile

Cys

Leu

Gln

-

GLy

Lys

485

Leu

Ser

val

Tyr

Thr
565

Ser

Ser

Leu

Ile

470

Phe

Glu

Lys

Ile

Ala

550

Phe
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val

Leu

Gln

455

Asn

Tyxr

Glu

Asn

Val

535

Asp

Cys

Met

Ser

440

Leu

Asn

Met

Glu

Phe

520

Leu

Glu

Gln

HE-s

425

Pro

Glu

Tyr

Pro

Leu

505

His

Glu

Thr

Ser

17

Glu

Gly

His

Lys

Lys

490

Lys

Leu

Leu

Ala

Ile
570

Ala

Ala

Leu

Asn

475

Lys

Pro

Arg

Lys

Thr

555

Ile

Leu

Prxo

Leu

4690

Pro

Ala

Leu

Pro

Gly

540

Ile

Ser

His

Thr

445

Leu

ays

Glu

Arg

525

Ser

Val

Thr

Asn

430

Ser

Asp

Leu

Glu

510

Asp

Glu

Glu

Leu

His

Ser

Leu

Thr

Leu

495

val

Leu

Thr

Phe

Thr
575

Tyr

Ser

Gln

Arg

480

Lys

Leu

Ile

Thr

Leu
560
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