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SEQUENCE LISTING 

<110> Hiroyuki OHNO 

<120> Cytotoxic Protein 

<130> 200212050 

5 <160> 4 

<210> 1 

<211> 357 

<212> PRT 

<213> Helicobacter pylon 

10 <400> 1 

Met Lys Gly Leu Glu Arg Glu Ser His Phe Thr Leu Asp Glu Asn Ala 

1 5 10 15 

Met Phe Phe Glu Cys Ala Tyr Ser Cys Asp Asn Ala Leu Phe Leu Gin 

20 25 30 

15 Leu Glu Asp Arg Ser Phe Phe Re Thr Asp Ser Arg Tyr Thr Gin Glu 

35 40 45 

Ala Lys Glu Ser Ile Gin Pro Lys Asn Gly Val Leu Ala Glu Val Ile 

50 55 60 

Glu Ser Ser Asp Leu Val Gin Ser Thr tie Asp Leu lie Ala Lys His 

20 65 70 75 80 

Ser Val Lys Lys Leu Phe Phe Asp Pro Asn Gin Val Asn Leu Gin Thr 

85 90 95 

Tyr Lys Arg Leu Asp Ser Ala Tie Gly Asn Lys Val tie Leu Glu Gly 

100 105 110 

25 Val Pro Ser Tyr HisArgGlnLysArg Ile Ile LysAsn Asn His Glu 

115 120 125 

Tie Gin Leu Leu Lys Lys Ser Gin Ala Leu Asn Val Glu Ala Phe Glu 

130 135 140 

Asn Phe Ala Glu Tyr Val Lys Lys lie Phe Asp Glu Lys Glu Ser Leu 
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145 150 155 160 

Ser Glu Arg Tyr Leu Gin His Lys Val Lys Asp Phe Leu Thr Lys Glu 

165 170 175 

Gly Val Tyr Asp Leu Ser Phe Glu Pro Ile Leu Ala Leu Asn Ala Mn 

5 180 185 190 

Ala Ser Lys Pro His Ala Leu Pro Ser Ala Lys Asp Phe Leu Lys Ala 

195 200 205 

Gin His Ser Tie Leu Len Asp Met Gly Ile Lys Tyr Glu Arg Tyr Cys 

210 215 220 

10 Ser Asp Arg Thr Arg Thr Ala Phe Phe Asp Pro Lys Asp Phe Val Phe 

225 230 235 240 

Lys Arg Glu Gin Ser Phe Lys Asp Lys Glu Ser Gin Lys He Tyr Asp 

245 250 255 

He Val Lys Glu Ala Gin Glu Lys Ala He Ser Gly Tie Arg Ala Gly 

15 260 265 270 

Met Thr Gly Lys Glu Ala Asp Ser Leu Ala Arg Gly Val Tie Ser Asp 

275 280 285 

Tyr Gly Tyr Gly GlnTyr Phe Thr His Ser Thr Gly His Gly Ile Gly 

290 295 300 

20 Leu Asp He His Glu Leu Pro Tyr Ile Ser Ser Arg Ser Glu Thr He Leu 

305 310 315 320 

Glu Glu Gly Met Val Phe Ser Val Glu Pro Gly He Tyr Tie Pro Gly 

325 330 335 

Phe Phe Gly Val Arg Ile Glu Asp Leu Val Val Tie Lys Mn Ser Arg 

25 340 345 350 

Ala Glu Leu Leu 

355 

<210> 2 

<211> 1071 
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<212> DNA 

<213> Helicobacter pylon 

<400> 2 

atgaaaggat tagaaagaga atcgcatttc acgcttgatg aaaacgcgat gttttttgag 60 

5 tgtgcttata gttgcgataa tgctttgttt ttgcaattag aggatcgctc gttttttatc 120 

actgattctc gctacactca agaagctaaa gaaagcattc agcctaaaaa tggcgtttta 180 

gcggaagtga tagaatcca.g cgatttagtc caaagcacga ttgatttgat cgcaaaacac 240 

tcggttaaaa agctcttttt tgatcccaat caagtgaatt tgcaaaccta caagcgtttg 300 

gattcggcga ttgggaataa ggttatttta gagggcgtgc ctagttacca ccgccaaaaa 360 

10 cgcatcatta aaaacaatca tgtgatccaa ctcctcaaaa aatctcaagc gttgaatgtt 420 

gaagcttttg aaaattttgc cgagtatgtg aaaaagattt ttgatgaaaa agagtccttg 480 

agcgagcggt atttgcagca taaggttaag gactttttga ctaaaga,ggg ggtttatgat 540 

� ctgagctttg agcctatttt agccttgaat gcgaacgcga gcaaacccca tgctttgcct 600 

agtgcgaagg attttttaaa agcggagcat agcattcttt tggatatggg gatcaaatac 660 

15 gaacgctatt gctcggatag gactcgcacg gctttttttg accctaaaga ttttgtcttc 720 

aaaagagagc agagtttcaa ggataaa.gag agtcaaaaga tttatgacat tgtgaaagaa 780 

gcgcaagaaa aggctatttc aggtattaga gcgggcatga ccggtaaaga agcggacagc 840 

ttggctaggg gagtgattag cgattatggt tatgggcaat atttcactca cagcactgga 900 

catggcattg gcttagacat tcatgagctt ccttatattt catcgcgcag tgaaaccatt 960 

20 ttagaagagg gcatggtgtt ttctgtagag cctgggattt atatccctgg attttttggg 1020 

gtgcgcattg aagatttagt ggtgatcaaa aattctaggg ctgagctttt g 1071 

<210>3 

<211> 32 

25 <212> DNA 

<213> Helicobacter pylon 

<400> 3 

gacgacgaca agatgaaagg attagaaa.ga ga 32 
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<Subject of Search> 

(1) Claim 16 
Claim 16 relates to a compound which is defined by a desired property 

of "promoting or inhibiting the activity of a protein as set forth in 

claim 1 or 2" or its salt. Although claim 16 involves any compounds having 

this property, only part of the claimed compounds are disclosed in the 

description in the meaning as defined in PCT Article 5. It is recognized 

that claim 16 is not supported by the description in the meaning as defined 

in PCT Article 6. 
Although the common technical knowledge at the point of the application 

is taken into consideration, the scope of "the compound promoting or 

inhibiting the activity of a protein as set forth in claim 1 or 2 or 

its salt" cannot be specified. Thus, claim 16 also fails to fulfill the 

requirement of clearness in the meaning as defined in PCT Article 6. 

Such being the case, this search was made on the compounds specifically 

stated as promoting or inhibiting the activity of a protein as set forth 

in claim 1 or 2 (namely, showing an anti -M toxin effect) or salts thereof. 

(2) Claims 17 and 18 
Claim 17 relates to a drug containing a compound which is defined 

by a desired property of "inhibiting the cytotoxic activity of a protein 

as set fort in claim 1 or 2 on warm-blooded animal cells" or its salt. 

Although claim 17 involves any compounds having this property, only part 

of the claimed compounds are disclosed in the description in the meaning 

as defined in PCTArticle 5. itis recognized thatclaiml7is not supported 

by the description in the meaning as defined in PCT Article 6. 

Although the common technical knowledge at the point of the application 

is taken into consideration, the scope of "inhibiting the cytotoxic 

activity of a protein as set fort in claim 1 or 2 on warm-blooded animal 

cells" cannot be specified. Thus, claim 17 also fails to fulfill the 

requirement of clearness in the meaning as defined in PCT Article 6. 

Such being the case, this search was made on drugs containing the 

compounds specifically stated as inhibiting the cytotoxic activity of 

a protein as set fort in claim 1 or 2 on warm-blooded animal cells (namely, 

showing an anti -M toxin effect) or salts thereof. 

The same applies to claim 18 depending on claim 17. 
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Specification 

CYTOTOXIC PROTEIN AND UTILIZATION THEREOF 

Field of the Invention 

This invention relates to a new cytotoxic protein (M toxin, mucous layer 

5 devastating toxin) produced by Helicobacterpylori and the use. 

Background Art 

It has been considered that the human gets many gastritis, gastric ulcer 

and gastric cancer by Hehcobacter pylori. A distinct direct cytotoxic factor 

causing destruction of gastric epithelial cells and irreversible cell death at the 

10 beginning of these diseases has not been specified. A factor changing pH 

environment and immunity reaction in the stomach, a factor adhering to 

gastric epithelial cells by Helicobacter pylori, or move properties of bacteria 

themselves has been indicated as a factor developing such diseases. 

However, it has been unclear hitherto that gastric mucosal destruction 

15 triggering gastritis, gastric ulcer and gastric cancer is injured in any process, 

or what is a direct responsible factor to the gastric mucosa]. destruction. 

The only is that vacuolating toxin having cytotoxicity is isolated, but it has 

week cytotoxic activity and reversible cytotoxic activity. As a fatal cytotoxic 

factor of a pathogenic factor, it has not been found in vivo and in vitro. 

20 Many researchers estimate that Helicobacter pylon, as described in the 

above, in the environment stomach in vivo, secretes a direct cytotoxic factor 

for gastric mucosal cells. Considering the importance of diseases, all 

sequences of the gene is confirmed in 1996. However, in spite of the use of 

serum, it is impossible to isolate and identify the presumable toxin due to 

25 separation conditions, with difficult culture conditions and purification 

conditions and unfixed valuation systems of the toxin. 

Problems to be solved by the invention 

One problem is that responsible protein causing gastritis, gastric ulcer and 

gastric cancer by Helicobacter pylori infection is found, a mass production 



method of the toxic protein is established, new M toxin is identified, and 

diagnosis and screening method is established. Using these methods, it is 

desired that responsible toxin of a cytotoxic factor for gastric mucosal cells is 

controlled, and preventive and treating agents of gastritis, gastric ulcer, gastric cancer 

5 and the like are developed and a method for using the toxin is found. 

Disclosure of the Invention 

Inventors of this invention have studied earnestly to resolve the above-

mentioned problem, and identified a new toxin that causes irreversible cell 

death when Helicobacterpylonis cultured under serum-free conditions that is 

10 similar to environment in the stomach different from usual. It has been found 

that this toxin has a toxic power 1000 to 100000 times per unit of above-

mentioned vacuolating toxin, and it causes irreversible cell death for various 

warm-blooded animal cells comprising not only gastric epithelial cells but also 

inimunocytes. The inventors of this invention have repeatedly researched on 

15 these views to attain to the present invention. 

Namely, this invention provides the following. (1) A cytotoxic protein 

comprising a protein having at least 70 % or more identity for the amino acid 

sequence represented by SEQ ID No. 1. (2) A partial peptide of the cytotoxic 

protein described in claim 1, characterized in that the protein has the same 

20 cytotoxic activity as that of the amino acid sequence represented by SEQ ID 

No. 1. (3) The cytotoxic protein of claim 1 or claim 2 wherein the protein is 

produced with Helicobacter pylon. (4) The cytotoxin protein of claim 1 or 

claim 2 wherein the protein is obtained by culturing a transformant which is 

transformed with a recombination vector containing DNA of SEQ ID No. 2 

25 coding the cytotoxin protein of claim 1 or 2. (5) The cytotoxin protein of claim 

4 wherein the transformant is deposited by deposition No. FERM BP-8218 at 

National Institute of Advanced Industrial Scienc and Technology (IPOD). 

(6) An antitumor agent which contains the cytotoxic protein of claim 1 or 2. 

(7) A monoclonal antibody specific against the cytotoxic protein which is 



obtained by immunization of the cytotoxic protein of claim 1 or 2 against a 

mammal. (8) The monoclonal antibody of claim 7 which is produced with a 

hybridoma clone of deposition No. FERM BP-8222. (9) The monoclonal 

antibody of claim 7 which is produced with a hybridoma clone of deposition No. 

5 FERM BP-8223. (10) The monoclonal antibody of claim 7 which is produced 

with a hybridoma clone of deposition No. FERM BP-8224. (11) A polyclonal 

antibody specific against the cytotoxic protein which is obtained by 

immunization of the cytotoxic protein of claim 1 or 2 against a mammal. (12) 

A method for detecting and diagnosing the cytotoxic protein of claim 1 or 2 

10 wherein the monoclonal antibody or polyclonal antibody described in any one 

of claims 7-11 is used. (13) An agent for preventing and treating gastric 

cancer, gastritis and gastric ulcer triggered by the cytotoxic protein of claim 1 

or 2, wherein the monoclonal antibody or polyclonal antibody described in any 

one of claims 7-11 are used. (14) A method for screening a compound 

15 promoting or inhibiting activity of the protein of claim 1 or 2, wherein cell 

multiplication inhibition activity, cytotoxic activity or cell death is judged by 

comparison between negative or positive control groups with a warm-blooded 

animal cell. (15) A kit for screening a compound or its salt promoting or 

inhibiting activity of the protein of claim 1 or 2, wherein the protein of claim 1 

20 or 2 is comprised. (16) A compound or its salt promoting or inhibiting activity 

of the protein of claim I or 2, wherein the compound is obtained by the 

screening method of claim 1.4 or with the kit for screening of claim 15. (17) A 

medicine containing a compound or its salt, wherein the compound has 

activity inhibiting cytotoxic activity of warm-blooded animal cells with the 

25 protein of claim 1 or 2. (18) A medicine of claim 17, which is an agent for 

preventing or treating gastritis, gastric ulcer, gastric cancer and a disease 

showing that it is caused with M toxin by the screening method of diam 14 or 

with the screening kit of claim 15. 

Brief Description of the Drawings 



Fig. 1 shows an anion exchange chromatography of the sample obtained in 

Example 1. a shows activity of M toxin for each fraction and absorbances of 

the elute protein. h shows SDS-PAGE by silver stain of fraction 16 to fraction 

22 in the chromatography of 
a. c 

shows bands of protein toxin transferred to 

5 a PVDF membrane by electroblotting. d ande show morphologic changes of 

HeLa cell 24 hours after exposure to the control extract and the cytotoxin 

including extract at a concentration of mM, respectively. Scale bar, 50 am. 

Fig. 2 shows cell morphologic change with the gene recombinant toxin 

obtained in Example 3. 
a 

shows a negative contlol of HeLa cells after 6 hours. 

10 li and 
c 

show HeLa cells after 3 hours and after 6 hours of 5 nM addition of 

recombinant M toxin. j shows CRL7407(ATCC) normal human gastric cells 

of negative control after 6 hours. je and f show CRL7407 cells after 3 hours 

� and 6 hours of 5nM addition of recombinant M toxin. 

Fig. 3 shows sensitivity for M toxin of several kinds of cancer cells in 

15 Example 3. It was determined by a WST method. X axis shows 

concentration of M toxin in a substrate, and Y axis shows directly absorbance 

of wavelength 415nm or by a relative ratio when the absorbance of a negative 

control is estimated as 100%. HLF: rat hepatoma. colon 26: carcinoma of the 

mouse colon. 

20 Fig. 4 is as shown in Fig. 3. T24: human cancer of the bladder. OVK18: 

human ovarian cancer. KLM-1: human pancreatic cancer. A-549: human 

lung cancer. Ca9-22: human cancer of the gum. CRL 1500: human cancer of 

� the breast. 

Fig. 5 shows western blotting of monoclonal antibody which is conducted in 

25 Example 8. All dilution magnifications of cultured supernatants of 

hybndoma cells are 20 times. 

Fig. 6 shows M toxin activity with calcium alginate as an adsorbent in 

Example 9. The negative control contains 10mM Tris buffer pH7.7 alone as a 

substrate, and the positive control contains a substrate and 10 mM M toxin. 
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X axis shows each fraction numaber passed through a calcium alginate 

column. An average concentration of each fraction is lOnM. and any one of 

the fractions shows at least 10 nM or more. When red corpuscles are 

destroyed, hemoglobin concentration in the solution is increased. Y axis 

5 shows 415nm absorbance. 

Fig. 7 shows, in Example 10, % viability of HeLa cells showing M toxin 

inhibition activity by adsorption of activated carbon in Example 10. X axis 

shows each elute fraction number of column. M toxin concentrations are 

average lOnM and any one of them is at least lOnM or more. Y axis shows % 

10 obtained by dividing the value of the toxicity of each fraction by a positive 

control which is measured by a WST method. 

Fig. 8 shows as shown in Fig. 7. It shows % viability in HeLa cells of 

� CM-cellulose and calcium alginate showing M toxin inhibition activity by 

adsorption in Example 10. 

15 Best Mode for Carrying Out the Invention 

The protein having the same amino acid sequence or substantially identical 

amino acid sequence with the amino acid sequence represented by SEQ II) 

No.1 of this invention may be a protein originating from bacteria strains of 

Helicobacter pylon; for example, NCTC 11637, NCTC 11916, DT 61A, NCTC 

20 11639, R85-13 6P, R85-13-12F, R85-13-11P, T81213-NTB, J99 4, U2-1. 85D08 

MC903 MC123 Tx30a 26695 UA 1182 and the like, or my be a synthesized 

protein. 

S As substantially the same amino acid sequence as the amino acid sequence 

represented by SEQ ID No. 1, amino acid sequences having homology of about 

25 70% or more, preferably about 80 % or more, more preferably about 90% or 

more, further more preferably about 95% or more can be exemplified. As a 

protein having substantially the same amino acid sequence as the amino acid 

sequence represented by SEQ ID No.1, a protein having substantially the 

same amino acid sequence and substantially the same activity as that of the 
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protein having the amino acid sequence represented by SEQ ID No. 1 can be 

exemplified. As substantially the same activity, a cell multiplication 

inhibition activity, a cytotoxic activity or an activity causing cell death can be 

exemplified. The term of substantially the same means that these activities 

5 have tha same quality, for example, in physiological chemistry or 

pharmacology: Accordingly, it is preferred that the activity of cytotoxin and 

the like has the same quality, for example, about 0.1-100 times, preferably 

about 0.5-10 times, more preferably about 0.5-2 times. The degree of these 

activities or quantity factors of molecular weights of proteins may be different. 

10 The activities of a cell multiplication inhibition activity, a cytotoxic activity or 

an activity causing cell death can be determined by well-known methods, for 

example, by the screening method undermentioned. 

As the protein of this invention, the following proteins can be exemplified: 

an amino acid sequence deleting 1-150 (preferably 1-50) amino acids in the 

15 amino acid sequence represented by SEQ ID No.1; an amino acid sequence 

adding 1-100 (preferably 1-30) amino acids in the amino acid sequence 

represented by SEQ ID No. 1; an amino acid sequence inserting 1-50 

(preferably 1-30) amino acids in the amino acid sequence represented by SEQ 

ID No. 1; an amino acid sequence that 1-50 (preferably 1-30) amino acids in 

20 the amino acid sequence represented by SEQ ID No. 1 are substituted by the 

other amino acids; or a protein containing a combination of these amino acid 

sequences, what is called mucin. 

S When an amino acid sequence is iserted, deleted or substituted as described 

in the above, the position of insertion, deletion or substitution is not 

25 specifically limited. 

In the protein of this specification, according to a usual practice, the left side 

is an N end (an amino end) and the right side is a C end (a carboxyl end). In 

the proteins of this invention, which comprises the protein having the amino 

acid sequence represented by SEQ ID No. 1, the C end is usually a carboxyl 
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group (-COOH) or a carboxylate (-COO-), but it may be an amid (-CONH) or 

an ester group (-COOR), wherein R is a C1.6 alkyl group of methyl, ethyl, n-

propyl, isopropyl, n-butyl and the like, a C3.8 cycloalkyl group of cyclopentyl, 

cyclohexyl and the like, a C6.12 aryl group of phenyl, a -naphthyl and the like, 

5 benzyl, phenetyl and the like, a phenyl-C12 alkyl group of benzyl, phenetyl 

and the like, or a C7.14 aralkyl group of an a -naphthyl-C12 alkyl group of a - 

naphthyhnethyl and the like. When the protein of this invention has a 

carboxyl group (or carboxylate) at a position other than the C end, proteins 

having an aniidic or esterifled group are contained in the protein of this 

10 invention. As the ester, the ester of the above-mentioned C end may be used. 

In the proteins of this invention, further, there is a protein that the amino 

group of an amino acid residue (for example, a methionin residue) at the N 

end is protected by a protective group (for example, a Cl.6 acyl group of a C1.6 

alkanoyl group or the like of aformyl group, acetyl group or the like); a protein 

15 that the glutamic acid residue of the N end produced by incision in vivo is 

changed into pyrroglutamic acid group; a protein that the substituent group 

on the side chain of an amino acid in the molecular (for example, -OH, -SH, an 

amino group, an imidazole group, an indol group, a guanidino group or the 

like) is protected by a suitable protective group (for example, a Cl.6 acyl group 

20 or the like of C1.6 alkanoyl group or the like of a formyl group); or a conjugated 

protein or the like of so-called glycoproteins that the sugar chain is bound. 

As the partial peptide of the protein of this invention, it may be a partial 

peptide of the above-mentioend proteins of this invention, and preferably, it 

has similar activities (for example, a cell multiplication inhibition activity, a 

25 cytotoxic activity or the like) to the proteins of this invention. As an example, 

a peptide of an amino acid sequence having at least 20% or more, preferably 

50% or more, more preferably 70% or more, further preferably 90% or more, 

and most preferably 95% or more in the amino acid sequence of this invention, 

and having a cell multiplication inhibition activity, a cytotoxic activity or an 
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activity causing cell death can be utilized. The partial peptide of this 

invention may be the following peptides: 1-5 (preclerably 1-3) amino acids are 

deleted in the amino acid sequence; 1-10 (preferably 1-5 (more preferably 1-3)) 

amino acids added to the amino acid sequence; 1-5 (preferably 1-3) amino 

5 acids are inserted into the amino acid sequence; or 1-5 (preferably 1-3) amino 

acids are substituted by the other amino acids. 

Although the partial peptide of this invention has usually a carboxyl group 

(-COOI]) or carboxylate (-COO-) at the C end, as shown in the above proteins 

of this invention, the C end may be amide (-CONH2) or ester (COOR) wherein 

10 R is the same meaning as shown in the above. In the partial peptide of this 

invention, further, as shown in the above proteins of this invention, there is a 

. peptide that the amino group of an amino acid residue (for example, a 

methionin residue) at the N end is protected by a protective group; a protein 

that the glutamic acid residue of the N end produced by incision in vivo is 

15 changed into pyrroglutamic acid group; a protein that the substituent group 

on the side chain of an amino acid in the molecular is protected by a suitable 

protective group; or a conjugated protein or the like of so-called glycoproteins 

that the sugar chain is bound. The partial peptide of this invention can be 

used as an antigen for constructing an antibody, so that a cell multiplication 

20 inhibition activity, a cytotoxic activity or the like is no necessarily required. 

As the salt of the protein or partial peptide of this invention, salts of 

O 
physiologically allowable acids (for example, inorganic acids or organic acids) 

or bases (for example, alkali metal salts) can be used, and preferably 

physiologically allowable acid addition salts, can be used. As such salts, for 

25 example, there are salts of inorganic acids (for example, hydrochloric acid, 

phosphoric acid, hydrobromic acid, sulfuric acid), organic acids (for example, 

acetic acid, formic acid, propionic acid, fumanc acid, maleic acid, succinic acid, 

tartaric acid, citric acid, malic acid, oxalic acid, benzoic acid, methane sulfonic 

acid, benzene sulfomc acid). The proteins and the salts of this invention can 



be produced by well-known preparation methods of proteins from any kinds of 

strains of above-mentioned Helicobacterpylori, or by culturing a transformant 

containing DNA that after-mentioned protein is coded. They further can be 

produced in accordance with after-mentioned method for syntheizing peptides. 

5 When the proteins are produced from any kinds of strains of Helicobacter 

pylon, proteins in bacterial cells are centrifuged off by ultrsonic crushing, 

then they are extracted by ammonium sulfate precipitation or the like, and 

the extracted liquid is purified and separated by combined chromatography 

such as ion exchange chromatography and hydrophobic chromatography. 

10 In the synthesis of the protein, the partial peptide, salts thereof or amide 

thereof of this invention, commertially available resins for synthesizing 

proteins can be used. As such resins, the following resins can be exemplified: 

chloromethyl resin, hydroxyniethyl resin, benzhydrylaimne resin, 

aminomethyl resin, 4-benzyloxybenzylalcohol resin, 4-methylbenzhydryl-

15 amine resin, PAM resin, 4-hydroxymethylmethyiphenylacetoanudemethyl 

resin, polyacrylamide resin, 4-(2’,4’-diniethoxyphenythydroxymethyl)phenoxy 

resin, 4-(2’,4’-dimethoxypheny1-Fmoc minoethyl) phenoxy resin. Using such 

resins, an amino acid that a-pmino groups and functional groups of side 

chains are suitably protected is condensed on the resin to meet to the desired 

20 protein sequence by a well-known condensation method. At the end of 

reaction, the protein is cut off from the resin and several protecting groups are 

10 
deleted. Then, the desired proteins or amides thereof are obtained by a 

method for forming internal disulfide bonds in a high dilution solution. 

Concerning the above-mentioned condensation of protected amino acids, 

25 several kinds of activated agents for protein synthesis can be used, and 

particularly, carbodiimides can be used. As such carbodiimides, DCC, N,N’-

diisopropylcarbodiimide, N-ethyl-N’-(3-dimethylaminopropyl)carbodiinai de 

and the like can be used. In activation by these carbodiimides, the protected 

amino acid can be directly added to the resin with an additional agent for 
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controlling racemization (for example, HOBt or HOOBt), or it can be added 

the resin after previous activation of the protected amino acid as a symmetric 

acid anhydride or, HOBt ester or HOOBt ester. 

As the solvent used in the activation of the protected amino acid or the 

5 condensation with the resin, it can be selected from known solvents usable for 

the protein condensation reaction. As such solvent, acid amides such as 

N,N-dimethylformaniicle, N,N-dimethylacetoaniicle and N-methylpyrolidone, 

halogenated hydrocarbons such as methylene chloride and chloroform, 

alcohols such as trifuloroethanol, sulfoxydes such as dimethylsulfoxide, 

10 pyridine, eters such as dioxane and tetrahydrofuran, nitriles such as 

acetonitrile and propionitrile, esters such as methyl acetate and ethyl acetate, 

and mixtures thereof can be used. The reaction temperature is suitably 

selected from the known ranges that can be used in the reaction for forming 

protein bonds, and usually, it is suitably selected from -20 °C - 50°C. 

15 Activeted amino acid derivatives are usually used by 1.5-4 times of the mole 

equivalent. As a test result of ninhydrin reaction, when the condensation is 

insufficient, the condensation reactions can be repeated without the deletion 

of the protected groups to conduct sufficient condensation. When sufficient 

condensation can not be conducted by the repeated reactions, unreacted 

20 amino acids are acetylated with acetic anhydride or acetyiimidazole, so that 

subsequent reactions have no influence. 

As the protected groups of amino groups of starting materials, for example, 
S Z , Boc, t-pentyloxycarhonyl, isobomyloxycarbonyl, 4-methoxybenzyloxy-

carbonyl, Cl-Z, Br-Z, adamantyloxycarbonyl, trifluoroacetyl, phthaloyl, formyl, 

25 2-nitrophenylsulfenyl, diphenylphosphinothioyl, Fmoc and the like can be 

used. The carboxyl groups can be protected, for example, by alkyl-

esterification (for example, alkylesteration of straight, branched or cyclic 

chains of methyl, ethyl, propyl, butyl, t-butyl, cyclopentyl, cyclohexyl, 

cydoheptyl, cydooctyl and 2-adamantyl), aralkylesteration (for example, 
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benzylester, 4-thtrobenzylester, 4-methoxybenzylester, 4-ch].orobenzylester, 

benzhydrylester), phenacylesteration, benzyloxycarbonylhyclradidation, t-

butoxycarbonyihydradidation, trityihydradidation and the like. The hydroxyl 

group of serine can be prtected, for example, by esterification or etheration. As 

5 the suitable groups of this esterification, for example, lower (C1.6) alkanoyl 

groups such as an acetyl group, an acyl group such as a benzoyl group, or 

groups derived from carbonate such as a benzyloxycarbonyl group and 

ethoxycarbonyl group can be used. As groups suitable to the etheration, a 

benzyl group, a tetrahydropyranyl group and a t-butyl group can be 

10 exemplified. As the protected groups of phenolic hydroxyl groups of tyrosine, 

for examle, Bzl, C12-Bzl, 2-thtrobenzyl, Br-Z and t-butyl can be used. As the 

protected groups of irnidazole of histidine, for example, Tos, 4-methoxy-2,3,6-

� trimethylbenzenesulfonyl, DNP, benzyloxymethyl, Bum, Boc, Trt and Fmoc 

can be used. 

15 As the activated carboxyl groups of starting materials, for example, 

corresponding acid anhydrides, azides and activated esters (esters of alcohol 

(for example, pentachiorophenol, 2 ,4,5-trichlorophenol, 2 ,4-di.nitrophenol, 

cyanomethylalcohol, paranitrophenol, HONB, N-hydroxysuccimi.de, N-

hydroxyphthalimide and HOBt)) can be used. As the activated amino groups 

20 of starting materials, for example, corresponding phosphoric amides can be 

used. As a method for removing (elimination) of the protected groups, for 

example, catalytic reduction in hydrogen stream in the presence of a catalyst 

� of Pd-black or Pd-charcoal; acid treatment with anhydrous hydrogen fluoride, 

methan sulfomc acid, trifluoromethan sulfonic acid, trfluoroacetic acid or their 

25 mixtures; base treatment with diisopropylethylamine, triethylan]ine, 

pipendine, piperadine or the like; or reduction with sodium in liquid ammonia 

can be used. The elimination reaction by using the above acid treatment is 

conducted usually at a temperature of-20°C ---400C. In the acid treatment, 

it is efficient to add a cation catching agent such as anisol, phenol, thioanisol, 
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metacresol, paracresol, dimethylsulflde, 1,4-butandithiol or 1,2-ethandithiol. 

The 2,4-dinitrophenyl group used as an iniidazole protection group of histidine 

is removed by thiophenol treatment. The formyl group used as an indole 

protection group of tryptophan is removed by acid treatment in the presence 

5 of the above 1,2-ethanedithiol, 1,4-butanedithiol or the like, and further it can 

be removed by alkali treatment with a diluted sodium hydroxide solution, 

diluted ammmonja or the like. 

The protection of functional groups that should not participate in the 

reaction of starting materials and the protected groups, elimination of the 

10 protected groups, activation of the functional group that participate in the 

reaction or the like can be suitabily selected from well-known groups and 

means. As the other methods for obtaining amides of proteins, for example, 

an a -carboxyl group of carboxy end-group amino acid is protected by 

amidation, a peptide chair. (protein) is elongated to the desired chain length at 

15 the side of the amino chain, a protein that the protected group of the a -amino 

group at the N-end of the peptide chain is eliminated and a protein that the 

protected group of the carboxyl group at the C-end of the peptide are produced, 

and the both peptide are condensed in a mixture solution as described above. 

The particular of the condensation reaction is as mentioned in the above. 

20 The protected protein obtained by the condensation is purified, all protected 

groups are removed by the above method, and crude protein can be obtained. 

The crude protein is purified by using a known purification means, main 

� fructions are lyophilized and an desired amide of the protein can be obtained. 

For obtaining esters of the protein, for example, a -carboxyl groups of 

25 carboxy-end amino acids are condensed with desired alcohols to obtain amino 

acid esters, the esters ara treated as shown in amides of the protein, and 

desired esters of the protein can be obtained. 

The partial peptide or the salts of this invention can be produced by well-

known methods for synthesizing peptides or by cutting the protein of this 
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invention with a suitable peptidase. As the method for synthesizing the 

peptide, for example, a solid-phase synthesis mathod or liquid-phase 

synthesis method can be used. Namely, a partial peptide able to constitute 

the partial peptide of this invention or an amino acid is condensed with the 

5 remaining parts, when the product has a protected group, the protected group 

is eliminated, and the desired peptide can be produced. 

As well-known condensation methods and the elimination of the protected 

groups, for example, the following methods are exemplified. M.Bodanszky and 

M.A.Ondetti, Peptide Synthesis, Jnterscience Publishers, New York (1966); 

10 Schroeder and Luebke, The Peptide, Academic Press, New York (1965); Nobuo 

Izumiya et al., Fundament and Experiments of Peptide Synthesis, Maruzen 

Co., (1975); Haruaki Yajima and Shunpei Sakakibara, Biochemical 

Experiment Lectures 1, Chemistry of Proteins IV, 205 (1977); Haruaki Yajima 

supervised, Continued Development of Medicines, Vol. 14, Peptide Synthesis, 

15 Hirokawa Shoten. After the reaction, further, the partial peptide of this 

invention can be purified by usual purification methods, for example, solvent 

extraction, distillation, column chromatography, liquid chromatography, 

recrystalization and their combination. When the partial peptide is obtained 

by the above methods, it can be changed into a suitable salt by a known 

20 method or the similar method. When a salt of the partil peptide is obtained, 

it can be changed into a released compound or the other salt by a known 

method or the similar method. 

As the DNA coding the protein of this invention, any compounds that a base 

sequence coding the above-mentioned protein of this invention is contained 

25 can be used. Further, a genome DNA, a genome DNA library, the above-

mentioned cDNA derived from cells and tissues, the above-mentioned cDNA 

library derived from cells and tissues, or synthetic DNA can be used. A 

vector used in the library can be selected from any one of bacteriophage, 

plasimd, cosmid, phagemid and the like. Using a total RNA or mRNA fruction 
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prepred from the above cells or tissues, it can be directly amplified by Reverse 

Transcriptase Polymerase Chain Reaction (called as a RT-PCR method 

hereinafter) . As the DNA coding the protein of this invention, any one of the 

following DNAs can be exemplified: for example, a DNA containing a base 

5 sequence represented by SEQ ID No.2, or a DNA, which has a base sequence 

hybridizing with a base sequence represented by SEQ ID No.2 under 

highstringent conditions and codes the protein having substantially the same 

activity as the protein of this invention (for example, citotoxin activity). 

Further embodying, As the DNA coding a protein having the amino acid 

10 sequence represented by SEQ ID No. 1, the DNA having the base sequence 

represented by SEQ ID No. 2 can be used. 

As the DNA coding the partial peptide of this invention, any one of DNAS 

containing the above base sequence coding the partial peptide of this 

invention can be used. Further. a genome DNA, a genome DNA library, the 

15 above-mentioned eDNA derived from cells and tissues, the above-mentioned 

cDNA library derived from cells and tissues, or synthetic DNA can be used. 

As the DNA coding the partial peptide of this invention, for example, any one 

of the following DNAS can be exemplified: for example, a DNAhaving a partial 

sequence of DNA having a base sequence represented by SEQ ID No.2, or a 

20 DNA having a prtial sequence of DNA which has a base sequence hybridizing 

with a base sequence represented by SEQ ID No.2 under highstringent 

conditions and codes the protein having substantially the same activity as the 

� protein of this invention (for example, citotoxin activity). 

As cloning methods of the DNA perfectly coding the protein of this invention 

25 or the partial peptide (hereinafter, in the description of the cloning and 

expression of the DNA coding these protein and the like, case by case, these 

protein and the like is shorten as the protein of this invention) , using a 

synthesized DNA primer having the partial base sequence of the protein of 

this invention, it is amplifyed by a known PCR method, or the DNA combined 
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in a suitable vector is selected by hybridization with a DNA fraction or a fl 
synthesized DNA that codes a part or all region of the protein of this invention. 

The hybridization method can be conducted by the description of, for example, 

Molecular Cloning, 2ni1, J. Sambrook et al., Cold Spring Harbor Lab. Press 

5 (1989). When a commertially available liblary is used, it can be conducted by 

the method described in an attached explanation. In the change of DNAbase 

sequences, using a known kit such as MutanTM-G (produced by Takara 

Shuzou Co.) , MutanTM-K (produced by Takara Shuzou Co.) or the like, a 

Gapped duplex method, a Kunkel method, well-known methods or similar 

10 methods can be conducted. The DNA coding a cloned protein can be used as 

it is, or by digesting with a restriction enzyme as desired, or by addition of a 

linker. The DNA may have ATG, GTG or TTG as a translation initiation 

codon at the 5’ end side and TAA, TGA or TAG as a translation termination 

codon at the Tend side. The translation initiation codon and the translation 

15 termination codon can be added by using a suitable synthetic DNA adapter. 

The expression vector of the protein of this invention can be produced, for 

example, by means (i) that an desired DNA is cutt off from the DNA coding the 

protein of this invention, and (ii) that the DNA fraction is bonded to the 

downstream of the promoter in a suitable expression vector. 

20 As the vector, a plasmid derived from Echerichia coil (such as pBR322, 

pBR325, pUC12, pUC13 or pET30), a plasmid derived from Bacillus subtilis 

(such as pUB110, pTP5 or pC194), a plasmid (such as pSH19, pSH15), 

� bacteriophage derived from yeast, a bacteriophage such as A phage, an 

animal virus such as a retro virus, a vaccinia virus, a Baculo virus or the like, 

25 pAl-11, pXT1, pRc/CMV pRcIRSV or pcDNAIfNeo can be used. As the 

promoter used in this invention, any promoters suitable for the host used in 

the expression of genes can be used. For example, when animal cells are 

used as the host, a SR a promoter, SV40 early promoter, HIV LTR 

promoter, CMV promoter or HSV-TK promoter can be exemplified. In these 
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promoters, the CMV (cytomegalovirus) promoter, SR a promoter can be 

preferably used. When the host is an Echerichia family fungus, a trp 

promoter, lac promoter, rec.A promoter, A PL promoter, lpp promoter or T7 

promoter is preferred. When the host is a Bacillus family fungus, a SPO1 

5 promoter, SP02 promoter or penP promoter is preferred. When the host is 

yeast, a P1105 promoter, PGK promoter, GAP promoter or ADH promoter is 

preferred. When the host is an insect cell, a polyhedrin promoter, PlO 

promoter or the like preferred. 

As the expression vectors other than the above vectors, if desired, vectors 

10 containing an enhancer, a selection marker, SV40 replication origin 

(occationally abbreviated as SV40on hereinafter) or the like can be used. As 

the selection marker, for example, a dihydro folic acid reduction enzyme 

� (occationally abbreviated as dhfr hereinafter) gene (methotrxate (MTX) 

resistance), an ampicillin resistance gene (occationally abbreviated as Ampr 

15 hereinafter), a neomycin resistance gene (occationally abbreviated as Neor 

hereinafter) G418 resistance and kanamycin resistance gene can be 

exemplified. Particularly, when the dhfr gene is used as a selection marker 

by using Chinese hamster cells defective a dhfr gene, combinant cells can be 

selected by a medium not containing thyniidine. If necessary, further, a signal 

20 sequence fitted to the host is added to N end sides of the protein of this 

invention. When the host is an Echenchia family fungus, a PhoA signal 

sequence, OmpA signal sequence or the like can be used. When the host is a 

� Bacillus family fungus, an a -amylase signal sequence, a subtilicin signal 

sequence or the like can be used. When the host is yeast, an MF a signal 

25 sequence, a SUC2 signal sequence, a SUC2 signal sequence or the like can be 

used. When the host is an animal cell, an insulin signal sequence, an a - 

interferon sigani sequence, an antibody molecular signal sequence or the like 

can be used. Using a vector containing the DNA coding such constructed 

protein of this invention, a transformant can be produced. 
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As the host, for example, an Genus Echerichia, a Genus Bacillus, yeast-----. 

insect cells, insects, animal cells or the like can be used. As an embodiment 

of Genus Echerichia, for example, Escherichia coil K12, DHI, DH5 a (Proc. 

Natl. Acad. Sci. USA, V61.60, 160(1968)) , JM103 (Nucleic Acids Research, 

5 Vol.9, 309(198 1)) , JA221 (Journal of Molecular Biology, Vol. 120, 517(1978)) 

HB101 (Journal of Molecular Biology,Vol.41, 459(1969)) ,C600 (Genetics, 

V61.39, 440(1954)) or the like can be used. As Genus Bacillus, for example, 

Bacillus subtilis M1114 (Gene, Vol.24, 255(1983), 207-21 (Journal of 

Biochemistry, Vol.95, 87(1984)) or the like can be used. As the yeast, for 

10 example, Saccharomyces cerevisiae AH22, AH22R, NA87-11A, DKD-5D, 20B-

12, Schizosaccharomyces pombe NCYC 1913, NCYC2036, Pichia pastons 

KM71 or the like can be used. 

� 
As the insect cells, for example, when the virus is ACNPV, Spodoptera 

frugiperda cell; Sf cells, MGi cells derived from midintestine of Trichoplusia 

15 ni, High Five TM cells derived from the egg of Thchoplusia m, cells derived 

from Mamestra brassicae, cells derived from Estigmena acrea or the like can 

be used. When the virus is BmNPV, Bombyx mon N cells; BmN cells or the 

like can be used. As the Sf cells, for example, Sf9 cells (ATCC CRL1711) , Sf21 

cells (Vaughn, J.L. et al., In Vivo, 13, 213-217(1977)) or the like can be used. 

20 As the insects, for example, larvae of silkworms can be used (Maeda et al, 

Nature, Vol. 315, 592(1985)). As the animal cells, for example, monkey cell 

COS-7, Vero, chinese hamster cell CHO (abbreviated as a CHO cell 

hereinafter), dhfr gene defective chainese hamstercell CHO (abbreviated as a 

CHO(dhfr-) cell hereinafter), mouse L cells, mouse AtT-20, mouse myeloma 

25 cells, rat GH3, human FL cells or the like can be used. Moreover, several 

kinds of normal human cells, for example, liver cells, splenocytes, nerve cells, 

neuroglia, spleen cells, bone marrow cells, mesangium cells, Langerhans 

cells, skin cells, epithelium cells, endothelium, fibroblast, fibrocells, muscle 

cells, fat cells, immunological cells (for example, macrophages, T cells, B cells, 
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natural killer cells, mast cells, neutrophils, basophils, eosinophils, monocytes) 

megakaryocytes, synovial cells, cartilages, bone cells, osteoblasts, ostedasts 

mammary grand cells, hepatic cells, interstitial cells, or precursor cells, stem 

cells or cancer cells of these cells can be used. For the transformation of 

5 Genus Echerichia, for example, it can be conducted by the method described 

in Proc. Nail. Acad. Sd. USA, Vol.69, 2110(1972), Gene, Vol. 17, 107(1982) or 

the like. 

For the transformation of Genus Bacillus, for example, it can be conducted 

by the method described in Molecular & General Genetics, Vol. 168, 

10 111(1979) or the like. For the transformation of yeast, for example, it can be 

conducted by the method described in Methods in Enzymology, Vol. 194, 182 

- 187(199 1), Proc. Nail. Acad. Sci. USA, Vol. 75, 1929(1978) or the like. For 

the transformation of insect cells or insects, for example, it can be conducted 

by the method described in Bio/Technology, 6, 47-55(1988) or the like. 

15 For the transformation of animal cells, for example, it can be conducted by 

the method described in Cell Engineering, separate volume 8, New Cell 

engineering Experiment protocol, 263-267(1995), published by Shujunsha, 

and Virology,  Vol. 52, 456 (1973) . Using the above methods, transformants, 

which are transformed with expression vectors containing DNA coding the 

20 protein, can be obtained. When the transformants that the hosts are Genus 

Echerichia or Genus Bacillus are cultured, a liquid medium is suitable as the 

medium used in the culture. In the medium, carbon sources, nitrogen 

sources, inorganic and the like, which are necessary for the growing of the 

transformants, are contained. As the carbon sources, for example, glucose, 

25 dexitrin, soluble starch, succrose or the like can be exemplified. As the 

nitrogen sources, for example, inorganic or organic materials such as 

ammonium salts, nitrates, corn steep liquor, peptone, casein, meat extract, 

bean cakes, potato extract and the like can be used. As the inorganic 

materials, for example, calcium chloride, monosodium phosphate and 
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magnesium chloride can be exemplified. Yeast extract, vitamines,growth-

stimulating materials or the like can be added. About pH 5-8 of the medium 

is preferrably used. 

As the medium for culturing Genus Escherichia, for example, a M9 medium 

5 containing glucose and casamino acid (Miller, Journal of Experiments in 

Molecular Genetics, 431-433, Cold Spring Harbor Laboratory, New York 

1972) is preferred. If necessary, for efficient action of the promoter, for 

example, an agent such as 3 0 -indolyl acrylic acid can be added. When the 

host is Genus Escherichia, the culture is usually concducted at a temperature 

10 of about 15--43°C for about 3 -’24 hours, if necessary, aeration or stirring 

can be added. When the host is Bacillus family fungi, the culture is usually 

conducted at a temperature of about 30-40°C for about 6 ’-’24 hous, if 

necessary, aeration or stirring can be added. 

When the transfomant that the host is yeast is cultured, as the medium, for 

15 example, a Burkholder minimal medium (Bostian, K.L.et al., Proc. Natl. Acad. 

Sci. USA, Vol.77, 4505(1980)) or a SD medium containing 0.5% casamino acid 

(Bitter, G. A. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol-81, 5330(1984)) can be 

exemplified. About pH 5-8 of the medium is preferrably used. The culture 

is usually conducted at a temperature of about 20-’-35°C for about 24-’72 

20 hours, if necessary, aeration or stirring can be added. When the 

transformant that the host is an insect cell or an insect is cultured, as the 

medium, Grace’s Insect Medium (Grace, T.C.C., Nature, 195,788(1962)) canbe 

Is used by suitably adding an addition of immobilized 10% bovine serum or the 

like. About pH 6.2-5.4 of the medium is preferrably used. The culture is 

25 usually conducted at a temperature of about 27°C for about 3--’5 days, if 

necessary, aeration or stirring can be added. When the transformant that 

the host is an animal cell, as the medium, for example, a MEM medium 

containing about 5-20% fetus bovine serum (Science, Vol.122, 501(1952)), 

a D M E M medium (Virology, Vol.8, 396(1959)) , an RPMI 1640 medium (The 
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Jounal of the American Medical Association, Vol.199, 519(1967)) , a 199 

medium (Proceeding of the Society for the Biological Medicine, 

Vol.73,1(1950)) or the like can be used. About pH 6-8 of the medium is 

preferrably used. The culture is usually conducted at a temperature of about 

5 30-40°C for about 15�’60 hours, if necessary, aeration or stirring can be 

added. As descrived in the above, the protein of this invention can be 

produced out of the cells of the transformants. 

For separation and purification of the protein of theis invention, for example, 

the following methods can be suitably used. When the protein of this 

10 invention is extracted from the cultured fungi or cells, after the culture, the 

fungi or cells are collected by a well-known method, suspended in a suitable 

buffer, and destroyed by ultrasound, lysozyme and/or freze-thawing or the like. 

� Then, the crude extracted liquid of the protein is obtained by centrifugation or 

filtration. A protein denaturant such as urea or guanidine hydrochloride, or 

15 a surface-active agent such as tritonX-100TM can be contained in the buffer. 

When the protein is secreted in the medium liquid, after the culture is 

finished, the fungi or cells and supernatant are separated by a well-known 

method, and the supernatant is collected. Such obtained culture 

supernatant or the protein contained in the extracted liquid is purified by a 

20 combination of well-known separation and purification methods. These 

well-known separation and purification methods are methods using salting-

out techniques or solubilities by a solvent precipitation method, a dialysis 

S method, a method using a difference in the molecuar weight such as 

ultrafiltration and SDS-polyacrylamide gel electrophoresis or the like, a 

25 method using a difference of the charge such as ion exchange chromatography, 

a method using a difference of hydrophobic such as hydrophobic 

chromatography, a method using specific affinity such as ifinity 

chromatography, a method using a difference of hydrophobic such as reverse 

phase high-speed liquid chromatography, a method using a difference of 
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isoelectric points such as isoelectrcophoresis can be used. 

When such a protein is obtained in the form of free, it can be converted inti 

a salt by a well-known method or a similar method. On the other hand, 

when the protein is obtained in the form of a salt, it can be converted into a 

5 free form or the other salt by a well-known method or a similar method. The 

protein produced by a recombinant may be further reacted with a suitable 

protein modification enzyme before or after purifying the protein to optionally 

modify or partially remove the polypeptide. As the protein modification 

enzyme, for example, trypsin, chymotrypsin, arginylendopeptidase, protein 

10 kinase, glycosidase or the like may be used. The activitis of such obtained 

protein of this invention or salts thereof may be determined by a bond 

experiment with a labeled ligand and enzyme immunoassay using a specific 
� antibody or the like. 

The antibodies for the protein, the partial peptide or the salts of this 

15 invention, may be a polyclonal antibody or monoclonal antibody on condition 

that the antibodies can recognize the protein, the partial peptide and the salts. 

The antibodies for the protein, the partial peptide or the salts of this invention 

(in the following description of antibodies, these protein and the like may be 

abbreviated as the protein of this invention) may be produced by using the 

20 protein as the antigen and by a well-known production method of antibodies 

or anti-serum. 

Production of a monoclonal antibody 

S (a) Production of cells of monoclonal antibody production: The protein of this 

invention is administered to a warm-blodded animal at a position, which can 

25 produce an antibody by the administration, with itself or a carrier or a diluent. 

In the administration, to enhance the effect of antibody production, a complete 

Freund’s adjuvant or an incomplete Freund’s adjuvant may be administered. 

The administration is usually conducted once for each 2 6 weeks, and 

total is 2 10 times. The warm-blooded animals are, for example, monkeys, 
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rabbits, dogs, guinea pigs, mice, rats, sheep, goats, chickens and the like, 

preferably mice and rats. At the production of cells for producing a 

monoclonal antibody, the warm-blooded animal immunized with an antigen, 

for example, mice are used. A mouse recognizable an antibody value is 

5 selected from the mice, the spleen or the lymph is collected after 2�  5 days of 

the final immunization, and the cells of monoclonal antibody production 

contained in the spleen or the lymph are fused with myeloma cells of the same 

kind or different kind of animals to prepare a hybridoma for producing a 

monoclonal antibody. The antibody value in the antiserum may be 

10 determined, for example, by a method that the antiserum is reacted with an 

after-mentioned labeled protein, and the activity of the labeled agent bound to 

the antibody is measured. The fusion operation may be conducted by a 

� known method such as a method of Kohler and M.ilstein (Nature, 256, 495 

(1975)). As the fusion promotion agent, for example, polyethylene glycol 

15 (PEG), a Sendai virus or the like, preferably PEG may be used. 

As the myeloma, for example, myloma celles of warm-blooded animals such 

as NS-1, P3U1, SP2/0, AP-1 and AP-1, preferably P3U1 can be exemplified. 

The preferabi ratio of the number of the antibody production cells (spleen 

cells) to the number of myeloma cells is around 1:1-20:1. PEG (preferably, 

20 PEG1000-PEG6000) is added in the concentration of around 10’-80%, and 

incubation is conducted at a temperature of 20"-40°C, preferably 3O’’-’37°C for 

1 -10 minutes, and cell fusion is efficiently performed. In screening of a 

� hybridoma of monoclonal antibody production, several kinds of methods can 

be used, for example, there are a method that a supernatant of hyblidoma 

25 culture is added to a solid phase (such as a micro plate) adsorbing a protein 

antigen directly or with a carrier, and an anti-immunoglobulin antibody, 

which is labeled with a radioactive material or an enzyme yeast, (when the 

cells for using in cell fusion is a mouse, an anti-mouse immunoglobulin is 

used) or a protein A is added so as to detect the monoclonal antibody bound to 
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the solid phase; and a method that a supernatant of hyblidoma culture is 

added to a solid phase adsorbing an anti-immunoglobulin antibody or a’ 

protein A, a protein labeling a radioactive material or an enzyme yeast is 

added, and the monoclonal antibody bound to the solid phase is detected. The 

5 selection of the monoclonal antibody may be conducted by a known method or 

a similar method thereof. Usually, it may be conducted by a medium for 

mimal cells that HAT (hypoxanthine, amino pterin, thymidine) is added. As 

the medium for selection and breeding, any medium that the hyblidoma can 

breed may be used. As an example, a RPMI 1640 medium containing 1 

10 20%, preferably 10-20% bovine fetus serum, a GIT medium containing 1 

�10% bovine fetus serum (produced by Wako Junyaku Kougyou Co.) or a 

medium not containing serum for hybndoma culture (SFM-101, Nissui 

Seiyaku Co.) may be used. The culture temperature is usually 20-’40°C, 

preferably about 37°C. The, culture time is usually 5 days - 3 weeks, 

15 preferably 1 week� 2 weeks. The culture may be usually conducted in a 5 % 

carbon dioxide. The antibody value of the supernatant of hyblidoma culture 

can be determined as shown in the above-mentioned method for measuring 

the antibody value in the antiserum. 

(b) Purification of the monoclonal antibody: The separation and purification of 

20 the monoclonal antibody may be conducted by a known method, for example, a 

separation and purification method for immunogloblins (such as a salting-out 

method, an alcohol precipitation method, a isoelectric precipitation method, 

S an electrophoresis method, a adsorption and desorption method with an ion-

exchanger (for example, DEAE), a ultracentrifuge method, a gel ffltrat.ion 

25 method, or a specific purification method that only an antibody is elected with 

an active absorbant such as an antigen-binding solid phase or protein A or 

protein G, and the bond is released to obtain the antibody). 

(Production of the polyclonal antibody) 

The polyclonal antibody of this invention can be produced by a known 



24 

method or a similar method. As an example, using an immunoarngen 

(protein antigen) itself or a complex of the immunoantigen and a carrier 

protein, it immunizes to a warm-blooded animal by using the same method as 

in the above-mentioed method for producing a monoclonal antibody, materials 

5 containing the antibody for the protein of this invention are collected, and the 

antibody is separated and purified. As to the complex of an immunoantigen 

for immunizing a warm-blooded animal and a carrier protein, the kind of the 

earner protein and a mixture ratio of the carrier to a hapten are not important, 

on condition that the antibody can be efficiently produced for the hapten 

10 immunized by dosslinking with the carrier. For example, the bovine serum 

albumin, bovine cycloglob]in, hemocyanin or the like can be used for coupling 

with the hapten at a weight ratio of about 0. 1-20, preferably about 1-5 to 1 

� of hapten. In the coupling of the hapten and the carrier, several kinds of 

condensation agents such as active ester agents containing glutaraldehyde, 

15 carbodiimide, maleiinid active ester, a thiol group and a clithiopyridyl group 

can be used. The products from the condensation are adminiRtered to the 

parts of warm-blooded animals able to produce the antibody, along with itself 

or a carrier or a diluent. To enhance the ability of antibody production at the 

administration, a complete Freund’s adjuvant or incomplete Freund’s 

20 adjuvant may be administered. The administration is usually conducted 

once for every 2 - 6 weeks, and total is about 3 10 times. The polyclonal 

antibody can be collected from blood, ascites, preferably blood of the warm-

blooded animal immunized by the above method. The polyclonal antibody 

value in the antiserum is determined by the same method described in the 

25 above determination of the antibody value in the antiserum. The separation 

and purification of the polyclonal antibody can be conducted by the same 

method of separation and purification of immunogloblin as in that of the 

above separation and purification of the monoclonal antibody. 

The treating agents containing the protein or the partial peptide of this 
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invention and the protein of this invention and the like have cancer cytotoxic 

activity, so that the agents may be used as agents for extracting disease 

tissues (the extract contains all and partial, preferably partial extract), and 

particularly, for treating fixed cancer. When the protein of this invention and 

5 the like is used as the above treating and preventing agents, it is used after it 

is purified to at least 90%, preferably 95% or more, more preferably 98% or 

more, and further preferably 99% or more. 

The inhibition activity of cancer cell proliferation of the protein of this 

invention or the like can be determined by a known method, or a cytotoxin 

10 activity or an activity causing cell death is determined by known method or a 

similar method, preferably by the method described in the after-mentioed 

experiments. As the test compounds, for example, peptides, proteins, non-

peptide compounds, synthetic compounds, fermentation products, cell extract, 

plant extract, animal tissue extract and blood plasma can be exemplified. 

15 These compounds may be new compounds or known compounds. 

The compounds or the salts obtained by the screening method or the kit for 

screening of this invention are selected from the above test compounds, for 

example, peptides, proteins, non-peptide compounds, synthetic compounds, 

fermentation products, cell extract, plant extract, animal tissue extract and 

20 blood plasma. These compounds have an activity inhibiting the cytotoxic 

activity of the protein of this invention or the like or the inhibition activity of 

cancer cell proliferation of the protein of this invention or the like. As the 

� salts of the compounds, the salts similar to the salts of the protein of this 

invention can be used. 

25 When the compounds obtained by using the screening method or the kit for 

screening are used as the above treating agents, they can be used by usual 

means. For example, they are used as tablets, capsules, elixirs, 

microcapsules, sterile solutions, suspension or the like. As such obtained 

pharmaceutical preparations are safety and have low toxicity, for example, 
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<" they may be administered to a human or a warm-blooded animal (such as 

mice, rats, rabbits, goats, pigs, cows, horses, birds, cats, dogs, monkeys and 

the like). The dosage weights of the compounds or salts thereof are changed 

by the action, the disease, the dosage route or the like. Commonly, in 

5 adults (estimated at 60 kg weight), about 0.1- 100mg of the compound per 

day, preferably about 1.0-50mg, more preferbly about 1.0-’20mg can be 

administered. In parenteral administration, the dosage of the compounds 

that is variable by the object, the disease and the like, usually in adults 

(estimated at 60 kg weight), is suitably about 0.01-30mg of the compound 

10 per day, more preferably about 0.1-20mg, further preferably about 0.1-

10mg by intravenous injection. In the other animals, the dosage of the 

weight estimated at 60kg can be used. 

Screening of the candidate compounds of medicine for diseases: Since the 

protein or the like of this invention have a cytotoxic activity, the compounds or 

15 the salts promoting the function (such as a cytotoxic activity) of the protein or 

the like of this invention, for example, may be used as agents for treating 

cancers. On the other hand, the salts inhibiting the function of the protein or 

the like of this invention, for example, may be used as agents for treating and 

preventing gastritis and gastric ulcer. Accordingly, the protein or the like of 

20 this invention are effectively used as reagents for screening the compounds or 

the salts that promote or inhibit the function of the protein or the like of this 

invention. 

� Namely, this invention provides (1) a screening method characterized in 

that the protein or the partial peptide or the salts of this invention are used, 

25 and the method screens the compounds promoting the function (such as a 

cytotoxic activity) of the protein or the partial peptide or the salts of this 

invention, or the method screens the compounds inhibiting the function (such 

as a cytotoxic activity) of the protein or the partial peptide or the salts of this 

invention. The compounds promoting the function may be abbriviated as 
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’promoters’ and the compounds inhibiting the function is abbreviated as 

’inhibitors’ hereinafter. 

Moreover, this invention provides (2) a kit for screening promoters or 

inhibitors, characterized in that the protein or the prtial peptide or the salts of 

5 this invention are contained. The above kit may be abbreviated as ’a kit for 

screening of this invention’ hereinafter. 

In embodiment, for example, in the above (1), it provides a screening 

method of promoters or inhibitors, characterixed in that comparison is 

conducted between case (i) and case (ii). The case (i) is that the protein or the 

10 partial peptide or the salts of this invention are contacted with a cell, which is 

a normal cell containing a blood cell derived from a tissue of the above warm-

blooded animals (preferably human) or the above-mentioned cancer cell. The 

� case (ii) is that the protein or the partial peptide or the salts of this invention 

are contacted with a cell, which is a normal cell containing a blood cell derived 

15 from a tissue of the above warm-blooded animals (preferably human) or the 

above-mentioned cancer cell, and a test compound. 

In embodiment, further, in the above (2), it provides a kit for screening 

promoters or inhibitors, charactenxed in that it contains the protein or the 

prtial peptide or the salts of this invention, and a cell that is a normal cell 

20 containing a blood cell derived from a tissue of the above warm-blooded 

animals (preferably human) or the above-mentioned cancer cell or the like. 

Further, concretely, in the screening method, case (i) and case (ii) are 

� characterized in that the cytotoxic activities of the protein and the like of this 

invention are determined and compared. 

25 The cytotoxic activity, the cell multiplication inhibition activity, and the 

activity causing cell death of the protein or the like of this invention can be 

determined by a known method or a similar method. However, more 

concretely, using established cell lines and the like, further, a substrate 

containing the test compound, a negative control which is a substrate not 
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containing the test compound, and a positive control which is a substrate 

containing M toxin, these three or two are used. Comparing the cell numbers 

under the conditions satisfyable in statistical significance, inhibition activity 

of the cytotoxic activity or the cell multiplication activity, or the specified 

5 sample having the inhibition activity of the cytotoxic activity or the cell 

multiplication activity can be detected by existence or absence of the activities 

or increase and decrease. The cells used in the detection method are, for 

example, normal cells containing a blood cell derived from a tissue of the 

above warm-blooded animals (preferably human) or the above-mentioned 

10 cancer cells of several kinds of warm-blooded animals (for example, cancer of 

the endometnum, endometnoma, breast cancer, cancer of the stomach, 

hepatic carcinoma, spleen cancer, carcinoma of the galbiadder, colon cancer, 

prostatic cancer, lung cancer, renal cancer, neuroblastoma, cancer of the 

urinary bladdar, malignant melanoma, cancer of the tongue, carcinoma of the 

15 gingiva, mouse fibroblast, African green monkey kidney, rat liver cancer, and 

the like). 

As the test compunds, for example, peptides, proteins, non-peptide 

compounds, synthetic compounds, fermentation products, cell extracts, plant 

extracts, animal tissue extracts and the like can be exemplified. These 

20 compounds may be new compounds or known compounds. For conducting 

the above screening method, the protein or the like of this invention is 

suspended in buffer suitable to the screening, and the samples of the protein 

� or the like of this invention are prepared. As the buffer, phosphate buffer of 

PH about 4 10 (preferably, p11 about 6 - 8) , Ths-hydrochloride buffer or 

25 the like, which does not inhibit the reaction of the protein or the like of this 

invention and the test compounds, may be used. 

As concrete screening method, after the screening examination, (D a 

method for directly observing the cell changes under a microscope and 

counting the cells with a hemocytometer or the like, fi a method that the 
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change of potassium, hemoglobins and the like, which are eluted from cells by 

the cell dath, is catched, ' a method for determining the remaining cells 

after the reaction with tetrazolium salts or the like, fi a method for 

determining the remining living cells with a radioactive labelled subsatance, 

5 fi a method for confirming the cell death by induction of cell apoptosis and 

the like can be exemplified. For example, as a compound increasing the 

cytotoxic activity of the protein or the like of this invention, a test compound 

in which the cytotoxic activity in the above case (ii) compared with the above 

case (i) is increased by about 20% or more, more preferably 30 % or more, 

10 further preferably 50% or more, can be selected. On the other hand, as a 

compound inhibiting the cytotoxic activity of the protein or the like of this 

invention, a test compound in which the cytotoxic activity in the above case 

(ii) compared with the above case (i) is inhibited by about 20% or more, more 

preferably 30 % or more, further preferably 50% or more, can be selected. 

15 These may be conducted as a method for high throughput screening. In the 

following, as method ', a method for determining hemoglobins by hemolytic 

reaction and as method fi, a WST method are respectively used. In the 

methods, active carbon, CM cellulose and calcium alginate are selected as 

adsorbents which show the anti-M toxin activity. 

20 It is further possible to examine and compare the solutions containing these 

anion control, positive control and test compounds with animal models to 

confirm the effects of the animal levels of the anti-M toxic materials. In 

these cases, many kinds of warm-blooded animals may be used. Particularly, 

a mouse, a rat, a dog, and a monkey may be used. As infected models, a 

25 Mongolian gerbil, a mouse and a monkey are effectively used. 

When the compounds obtained by the screening method or the kit for 

screening of this invention are used as the above treating and preventing 

agents, these compounds can be used by usual means. For example, using 

the same methods of the pharmaceutical preparations of the protein of the 
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invention, they are used as tablets, capsules, elixirs, microcapsules, steril 

solutions, suspension or the like. As such obtained preparations are safety 

and have low toxicity, for example, they may be administered to a human or a 

warm-blooded animal (such as a mouse, a rat, a rabbit, a goat, a pig, a cow, a 

5 horse, a bird, a cat, a dog, a monkey and the like). The dosage weights of the 

compounds or salts thereof are changed by the action, the disease, the dosage 

route or the like. When the compounds are used for increasing the function 

of the protein or the like of this invention as a tissue regeneration agent after 

removing the disease tissues, commonly, in adults (estimated at 60 kg weight), 

10 about 0.1--100mg of the compound per day, preferably about 1.0---50mg, more 

preferbly about 1.0-20mg can be orally administered. For the other animals, 

the dosage of the weight estimated at 60kg can be used. 

� Quantification of the protein or the partial peptide or the salts of this 

invention: 

15 The antibodies for the protein and the like of this invention (occasionally, 

abbreviated as the antibodies of this invention, hereinafter) can specifically 

recognize the protein and the like of this invention, so that they can be used 

for quantification of the protein and the like of this invention in test liquid, 

particularly, quantification by a sandwich immunization technique. Namely, 

20 this invention provides (1) a method for quantifying the protein and the like 

of this invention in test liquid, characterized in that the antibody of this 

invention and test liquid and the protein and the like of this invention are 

S conpetitively reacted, the ratios of the labelled protein and the like of this 

invention that bind to the antibody are determined, and (ii) a method for 

25 quantifying the protein and the like of this invention in test liquid, 

characterized in that the test liquid and the antibody insolubilized on a carrier 

and the other labelled antibody of this invention are reacted at the same time 

or continuously, and then the activity of the labeling agent on the insolubilized 

carrier is determined. In the above quantitative method (ii), preferably, one 
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antibody is an antibody recognizing the N ends of the protein and the like of 

this invention, the other antibody is an antibody reacting with the C ends of 

the protein and the like of this invention. 

Moreover, using a monoclonal antibody for the protein and the like of this 

5 invention (ocasionally abbreviated as a monoclonal antibody of this invention, 

hereinafter), the quantification of the protein and the like of this invention 

can be conducted, and further, the detection can be conducted by using tissue 

dyeing. As these objects, antibody moleculars themselves may be used, or 

F(ab’)2, Fab’, or Fab fraction of antibody moleculars may be used. The 

10 quantification of the protein and the like of this invention using of this 

invention should not be limited. For example, the quantity of the antibody, 

antigen or antibody-antigen complex corresponding to the quantity of the 

� antigen (for example, the quantity of the protein) in the test liquid is 

chemically or physically detected, the obtained quantity is determined by a 

15 standard curve that is formed by standard liquid containing the antigen of a 

known quantity. As examples, nephelometry, a competition method, an 

immunometric method, and a sandwich method are preferably usable. 

Considering sensitivity and specificity, the after-mentioned sandwich method 

is preferred. As the labelling agents used in a determination method with a 

20 labelled substance, for example, a radioactive isotope, enzyme, fluorescence 

substance, luminescent substance and the like are exemplified. As the 

radioactive isotope, for example, (125 I (131 I ) C3H1 (14 C) may be used. 

As the enzyme, stable and high active isotopes, for example, ,6 -galactosidase, 

-glucosidase, a1kaliphoshatase, peroxidase, a dehydrogenase of malic acid 

25 and the like may be used. As the fluorescence substance, for example, 

fluorescmine, fluorescein isothiocyanate and the like may be used. As the 

luminescent substance, for example, luminol, luminol derivatives, luciferin, 

lucigenin and the like may be used. Moreover, for the bind of an antibody or 

an antigen and a labelling agent, a biotin-avidin type may be used. 
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The msolubilization of an antigen or an antibody may be conducted bK’ 
physical adsorption, or the chemical bonding usually used for the 

insolubilization of proteins or enzymes. As the carrier, insoluble 

polysaccharides such as agarose, dextran and cellulose, synthetic resins such 

5 as polystyrene, polyacrylamide and silicone or glass can be exemplified. In 

the sandwich method, the test liquid is reacted with the insolubilized 

monoclonal antibody of this invention (primary reaction), then it is reacted 

with the other labelled monoclonal antibody of this inevention (secondary 

reaction), and the activity of the labelling agent on the insolubilized carrier is 

10 determined to determine the quantity of the protein of this invention m the 

test liquid. The primary reaction and the secondary reaction can be changed. 

Otherwise these reactions may be conducted at the same time or by sliding 

� the starling times. The labelling agent and the isolubilizing method may be 

treated the same as these reactions. In the immuno assay by using the 

15 sandwich method, it is unnecessary that the antibody used as an antibody for 

a solid phase or an antibody for labelling is one kind. A mixture of two or 

more kinds of antibodies may be used for improving the determination 

sensitivity. In the determination method of the protein and the like of this 

invention by using the sandwich method of this invention, the monoclonal 

20 antibodies used in the primary reaction and the secondary reaction preferably 

have different parts that the protein and the like of this invention is bound. 

Namely, as to the antibodies used in the primary reaction and the secondary 

� reaction, for example, when the antibody used in the secondary reaction 

recognaize the C end of the protein and the like of this invention, the antibody 

25 used in the primary reacuon preferably recognize a part except the C end, for 

example, the N end. 

The monoclonal antibody of this invention may be used in a determination 

system except the sandwich method such as a competition method, or an 

immunometric method or nephelometry. In the competition method, 
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antigens and labelled antigens in test liquid are competitively reacted with 

antibodies, and then unreacted labelled antibodies (F) and labelled antigens 

(B) bound to the antibodies are separated (B/F separation), the labelled 

quantity of B or F is determined, and the antigen quantity is quantified. In 

5 the reaction method, soluble antibodies are used as antibodies. In the B/F 

separation, a liquid phase method that polyethyleneglycol or the second 

antibody for the above antibody is used, and a solid phase method that a solid 

phase antibody is used as the first antibody, or a soluble antibody is used as 

the first antibody and a solid phase antibody is used as the second antibody 

10 are exemplified. In the immunometnc method, the antigens and the solid 

phase antigens in the test liquid are competitively reacted with labelled 

antibodies of a definite amount and then the solid phase and the liquid pahse 

� are separated. Otherwise, the antigens in the test liquid and the labelled 

antibodies of an excess amount are reacted, the solid phase antibodies are 

15 added to bind the unreacted labelled antibodies to the solid phase, and the 

solid phase and the liquid phase are separated. Continuously, the labelled 

quantity of any one of the both phases is determined, and the antigen quantity 

in the test liquid is determined. In the nephelometry, the quantity of 

unsoluble precipitates occured as the result of the antigen-antibody reaction 

20 in the gel or in the solution is determained. When the quantity of antigens in 

the test liquid is little and a small amount of precipitates are obtained, 

lasernephelometry using laser scattering and the like may be preferably used. 

� When these immunological determination methods are applied in the 

determination method of this invention, special conditions and establishment 

25 of operations are unnecessary. Adding common technical ideas in the fields 

to usual conditions and operation methods in each method, the determination 

systems of the protein and the like of this invention may be constructed. As 

to the details of these common technical means, general books, specialized 

books may be referenced. For example, Kan Irie edited, Radioimmuno Assay, 
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Kodan-sha (1974), Kan Tue edited, Radiomuno Assay, continued, Kodan 

sha (1979), Eiji Ishikawa et al. edited, Immunoenzymometric Assay, Igaku 

Shorn (1978), Eiji Ishikawa et al. edited, Immunoenzymometric Assay, 2’ 

edition, Igaku Shorn (1982), Eiji Ishikawa et al. edited, Immunoenzymometric 

5 Assay, 3rd edition, Igaku Shorn (1987), Methods in ENZYMOLOGY, Vol.70, 

Immunochemical Techniques (Part A): ibid., Vol.73, Immunochemical 

Techniques (Part B), ibid., Vol. 74, Immunochemical Techniques (Part C), ibid., 

V61.84 (Immunochemical Techniques (Part D: Selected Immunoassays), ibid., 

Vol.92 (Immunochemical Techniques (Part E: Monoclonal Antibodies and 

10 General Immunoassay Methods), ibid., Vol. 121 (Immunochemical Techniques 

(Part I: Hybridoma Technology and Monoclonal Antibodies), all are published 

by Academic Press Co. can be referenced. As described above, by using the 

antibody of this invention, the protein and the like of this invention can be 

sensitively quantified. Moreover, by quantifying the concentrations of the 

15 protein and the like of this invention by using the antibody of this 

invention,when the incresed concentrations of the protein and the like of this 

invention are detected in patients of He./icobacter pyloii infection, patients 

have diseases, for example, gastritis, gastric ulcer, gastric cancer, valvular 

disease, diabetes mellitus, various cancers (such as cancer of the endometriuni, 

20 endometnoma, breast cancer, colon cancer, prostatic cancer, lung cancer, 

hepatic carcinoma, spleen cancer, carcinoma of the gaibladder, renal cancer, 

neuroblastoma, cancer of the bladdar, malignant melanoma and the like). 

� Otherwise, it is possible to diagnose that the possibility of future morbidity is 

high. The antibody of this invention can be used for detection of the protein 

25 and the like of this invention in test liquid such as body fluid or tissues. It is 

used for formation of the antibody column for using purifying the protein and 

the like of this invention, detection of the protein and the like of this invention 

in each fraction at the purification, and analysis of the behavior of the protein 

and the like of this invention in test cells. 
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The medicine containing the antibody of this invention, the antibody of 

invention (neutralizing antibody) having an action for neutralizing 

activities of the protein and the like of this invention can be used as medicines 

for treating and preventing diseases such as gastritis, gastric ulcer, gastric 

5 cancer, valvular disease, diabetes mellitus, various cancers (such as cancer of 

the endometrium, endometrioma, breast cancer, colon cancer, prostatic cancer, 

lung cancer, renal carcinoma, neuroblastoma, cancer of the bladdar, 

malignant melanoma and the like). The humanized antibody of this 

invention for the protein and the like of this invention can be used as 

10 medicines for treating and preventing diseases such as gastritis, gastric ulcer, 

gastric cancer, valvular disease, diabetes mellitus, various cancers (such as 

cancer of the endometrium, endometrioma, breast cancer, colon cancer, 

prostatic cancer, lung cancer, renal carcinoma, neuroblastoma, cancer of the 

bladdar, malignant melanoma and the like). The humanized antibody can be 

15 formed with reference to the methods described in Nat Biotechnol, 14, 845-851 

(1996), Nat Genet. 15, 146-156 (1997) and PNAS, 97(2), 722-727 (2000). In 

the following, these neutralizing antibody and humanized antibody of this 

invention are abbreviated as the antibody of this invention. 

The above treating and preventing agents containing the antibody of this 

20 inventioncan can be orally or parenterally administered as liquid as it is or a 

medicine composition of a suitable dosage form to human or mammalia (such 

as a mouse, a rabbit, a goat, a pig, a cow, a cat, a dog, a monkey and the like). 

The dosage of the agents is changed by the object, the disease, the condition of 

illness, the dosage route or the like. When the agents are used for treating or 

25 preventing a tumor of the endometrium, a dose of the antibody of this 

invention is usually 0.01 -- 20mg / kg weight, preferably 0.1 - 10mg / kg 

weight, more preferably 0.1 5 mg/kg weight about 1-5 times per day, 

preferably about 1-3 times per day. It is convemant to administer the agent 

by an intravenous injection. A dosage in the other parenteral or oral 
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administration also may be according to the above dosage. When the 

condition of illness is very severe, the dosage may be increased in proportion 

to the condition. The antibody of this invention can be administered as it is 

or as a suitable medical composition. The medical composition used in the 

5 administration contains a pharmacologically allowable carrier for the above 

antibody or the salt, a diluent or an excipient. Such a composition may be 

provided as a dosage form suitable for oral or parenteral administration. 

Namely, for example, as the composition for oral administration, the dosage 

form is solid or liquid., concretely a tablet (containing a sugar-coated tablet 

10 and a film coated tablet), a pill, a granule, powder, a capsule (containing a soft 

capsule), syrup, emulsion, suspension or the like. Such a composition is 

prepared by a known method, and it may contain the carrier usually used, a 

diluent or an excipient. For example, as the carrier for the tablet and the 

excipient, lactose, starch, sucrose, magnesium stearate and the like can be 

15 used. 

After-mentioned sequence numbers of the sequence listing show the 

following sequence. 

SEQ ID No. 1: it shows an amino acid sequence deribed from Helicobacter 

pylon 60 190 (M toxin). 

20 SEQ ID No.2: it shows a base sequence of DNA that codes derived from 

Helicobacterpylori60190 protein (M toxin) of this invention having the amino 

acid sequence represented by SEQ ID No. 1. 

SEQ ID No.3: it shows a base sequence of the primer (synthetic) DNA used 

in Example 3. 

25 SEQ ID No.4: it shows a base sequence of the primer (synthetic) DNA used 

in Example 3. 

The transformant, Escherichia coli M toxin/pET30EK/LICIDH5 a 

obtained in after-mentioned Example 3 has been deposited by deposit No. 

FERM BP-8218 on 17 October 2002 at National Institute of Advanced 
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Industrial Scienc and Technology (1POD). Moreover, the hybridoma done� 

No. 4 obtained in after-mentioned Example 4 has been deposited by deposit 

No. FERM BP-8222 as BALB- c / P 3 U 1/004-1 G 9 on 23 October 2002 at 

National Institute of Advanced Industrial Scienc and Technology ([POD). 

5 Further, the hybridoma clone No. 10 lhas been deposited by deposit No. FERM 

BP-8223 as BALB- c / P 3 U 1/101-1 C 10 on 23 October 2002 at National 

Institute of Advanced Industrial Scienc and Technology (1POD). The 

hybridoma clone No. 116 has been deposited by deposit No. FERM BP-8224 as 

B A L B - C /P 3 U 1/116-5 D 7 on 23 October 2002 at National Institute of 

10 Advanced Industrial Scienc and Technology ([POD). 

Examples 

This invention will be understood more readily in reference to the following 

examples. However, these examples are intended to illustrate this invention 

and are not to be construed to limit the scope of the invention. The gene 

15 manipulation using E.coli was according to the method described in Molecular 

Cloning. 

Example 1: A method for purifying and extracting the toxin of this invention 

from Helicobacterpylori 

Helicobacterpylorican be obtained by a separated strain which has already 

20 established (for example, from American Type Culture Collection) or by 

culturing a strain separaf;ed from clinical test samples. In this example, a 

separated strain of Helicobacter pylozi 60190 was used. Using an agar 

medium that 5% bovine serum (produced by Sigma Co.) was added to a Brain 

Heart Infusion agar medium (poduced by Difco Co.), this separated strain was 

25 subcultured in 2-5 passages for about 1-2 weeks at a temperature of 37°C and 

a humidity of 90% or more under microaerobic conditions (CO2 5-10%). It 

was confirmed under a microscope that the cells were not died or not in a 

colloi form but grown satisfactorily. The cells were transferred to Brain 

Heart Infusion agar culture (produced by Difco Co.) plate containing not 
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serum but 5% 2,6-di-0-methyl-,8 -cyclodextrin. After the culture and grown 

conditions were confirmed under the same conditions as described in the 

above, the cells were transferred to cultures containing 2,6-di-0-methyl-,8-

cyclodextrin
,6-di-O-methyl-13-cyciodextrin

 with gradual stepwise decreases, i.e., 2%, 1% and 0.5% of the 

5 concentration. 

In a liquid culture of Brain Heart Infusion containing 0.5% 2,6-di-0-methyl-

8 -cyclodextrin, the cells were cultured at a temperature of 37°C under 

niicroaerobic conditions for about 16 hours, while agitated with a rotary 

shaker at 100-120rpm. Pelletal bacteria cells were collected in by 

10 centrifugation at 10000 x g for 20 minutes. These were suspended in 10mM 

Tris-HC1 pH7.7 buffer (abbreviated as buffer A, hereinafter. The pH is fully 

6.1 or more, because the pH of aimed protein is p1 6.08.) and sonicated. After 

storing overnight at a temperature of �80°C, the cells were somcated again 

and centrifuged at 100000 X g for 60 minutes. Only the most upper layer of 

15 separated three layers was extracted. 

The extract liquid was crudely purified with a 70% solution of ammonium 

sulfat. The resulting extract was purified by ion exchange chromatography 

with anion exchange resin of beads having relatively big particle diameters 

(DEAE Sephacel of Amersham Pharmacia Biotech AB). The buffer A was 

20 used as equilibrium buffer, and a mixture of the buffer A and a solution of 

0.3M NaCl salt was used as eluate. Using the buffer A and the eluate, the 

cells were extracted by ccncentration gradient. A suitable quantity of each 

fraction was added dropwise on wells that HeLa cells were seeded, and cell 

viability was evaluated in each well. The evaluation was conducted by using 

25 WST assay using Cell Counting kits (DOJIN Laboratories). Comparing with 

a control, fractions showing significantly less viability and fractions having 

relatively coinciding increase curves of the protein were evaluated along with 

the results of electrophoresis to use as sample fractions for the next 

purification process. 
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Hydrophobic chromatography (Phenyl Sepharose CL-4B, Amersham 

Pharmacia Biotech AB) that has a different separation system from that of the 

next time was selected. Equilibrium buffer containing 1M ammonium 

sulfate in 10mM phosphate buffer was used. Elution buffer containing 40% 

5 ethylene glycol in lOmIVI phosphate buffer was used. After the cells were 

extracted by concentration gradient, each sample was evaluated by the same 

method as described in the above. 

The samples extracted by the above process were extracted again by anion 

exchange chromatography with beads having relatively small particle 

10 diameters (RESOURCE Q of Amershani Pharmacia Biotech AB). The buffer 

A was used as equilibrium buffer, and a mixture of the buffer A and a solution 

of 1M NaCl salt was used as elution buffer. Using the chromatography, a 

� single band of protein of about 41000 of a molecular weight was finally 

obtained. The kind and order of these chromatographys may be changed and 

15 may be further added. 

After the resulting signal band was stained with Coomassie Brilliant Blue, 

it was transcripted on a nitrocellulose membrane or (polyvinylidene 

difluoride) membrane with a blotting apparatus and analyzed with an amino 

acid sequencer. As the results, as described in the above, the amino acid 

20 sequences of N ends of gene locus HP1037 of a registered database 

(Helicobacterpylori22695) matched with 95% (19 bases in 20 bases). (Fig. 1) 

Example 2: Amino acid sequences and DNA sequences by a gene 

� technological production method 

In this example, a separation strain of Helicobacterpylori 60190 was used. 

25 As described in the above, all gene analyses of Helicobacter pyloii 22695 of 

different strains were already done. Homologous gene locus can be 

estimated by the search for the database of TIGR (The Institute for Genomic 

Research). It was found that gene locus HP 1037 of Helicobacterpylori22695 

coded the homologous protein. 
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From the results, the cloning of the protein of this invention was performed. 

Namely, Helicobacter pyloii 60190 was used as a template, firstly, 

conveniently plural groups of suitable primers based on gene locus HP 1037 

and gene locus HP1036 of the upstream and gene locus HP1038 of the 

5 downstream were formed (at 5’ site and 3’ site) to perform sequening. DNA 

polymerase having proofreading function was used. Each group of primers 

was constituted so as to contain sufficient mutual primer parts, and plural 

sequencings from 5’ site and 3’ site were performed. The resulting DNA 

sequences were shown in SEQ ID No. 2 of the sequence listing. The amino 

10 acid sequences were shown in SEQ ID No.1. 

Example 3 

Expression experiment of the toxic protein by gene recombination 

� E.coli was used in the expression experiment. Vector pET-30EK/LIC 

(producted by Novagen Co.) and E.coli BL2 1 (DE3) for expression were used. 

15 The sense primer was SEQ ID No.3 inserting GACGACGACAAG at 5’ site of 

the sense chain to the code of the toxic protein derived from Hehcobacter 

pylozi 60190 that was cloned in Example 2. The antisense primer was SEQ ID 

No.4 inserting GAGGAGAAGCCCGGTTA at 5’ site. Inserting genes were 

formed by a PCR method by using the above primers. The inserted genes were 

20 prepared in the presence of 25mM cIATP and 100mM DTT with T4 DNA 

polymerase to fit for LIC site of the vector and warmed in the presence of 

25mM EDTA. The formed recombinant was again sequenced to confirm that 

� was identical with SEQ ID No. 1. It was further transformed into E.coli 

BL21 (DE3) for expression, and cultured in a LB medium contining 30 /1 g/ml 

25 of kanamycin. 

Shake culture was conducted to obtain about 0.4 of 0D600 at a temperature 

of 37°C at 250rpm. Isopropyl-beta-thiogalactoside was added to obtain the 

final concentration of 1mM, and further the mixture was shaked for 2 hours. 

Since the fused protein formed an inclusion body, E.coli was collected with 
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centrifugation, and the inclusion body of the protein was obtained with a 

BugBuster reagent and Benzonase Nuclease (both are available from Novagen 

Co.) . The protein was separated by an electrophoresis method of sodium 

dodecyl su]fate-polyacrylamide gel (SDS-PAGE), and the corresponding single 

5 band was confirmed by silver stain. The protein was then refolded and 

compared with the control with a WST reagent (Dojin Chemical Laboratories 

Ltd. Cell Counting Kit) by using HeLa cells and the other warm-blooded 

animal cells. As the :eesults, significant differences of survival were 

evaluated, and it was found that the expression protein had equal activities to 

10 those of purified protein. It was found that the expression protein had the 

same activities to the normal human gastric cells as HeLa cells of cervical 

cancer cells. (Fig.2). It was also found that not only to the other human 

� tissues, but also to manmalian cells the protein had broad activities. (Fig. 3, 

Fig.4). 

15 Example 4 

Forming of monoclonal anti-M toxic antibody: 

Expression M toxin 240,ag, which had been refolded, was subcutaneously 

administered two times at several positions of BALB/C mouse. After 4 days 

of final immunization, the mouse spleen was excised and press filtered with 

20 stainless meshes, and suspended on Eagle’s modified minimum essential 

medium (MEM) to obtain a suspended solution of spleen cells. As the cells 

used for cell fusion, Myeloma cells P3-X63. Ag 8. Ui (P3U1) derived from 

BALB/C mouse was used as the cells used in the cell fusion. (Current topics in 

microbiology and immunology, 81, 1(1978)) The cell fusion was conducted in 

25 accordance with the origin method (Nature, 256, 495 (1975)) . Namely, spleen 

cells and P3U1 were washed respectively with MEM not containing serum 

three times and mixed at 6.6: 1 of a ratio of spleen cells and P3U1 numbers. 

Cells were precipitated by centifugation at 750 x g for 15 minutes. All of the 

supernatant was removed, and the precipitate was unfastened, 0.3 ml of 45% 
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polyethylene glycol (PEG) 6000 (Producted by Wako Junyaku Co.) was added,J’N 

and the mixture was permitted to stand in a warm water tank of 37°C for 7 

minutes to perform the fusion. After the fusion, MEM in limited amounts 

was added to the cells, and MEM of total 15 nil was added. The mixture was 

5 centrifuged at 750 X g for 15 minutes and the supernatant was removed. The 

cell precipitate was suspended in GIT medium (producted by Wako Junyaku 

Co.) (GIT-10% FCS) containing 10% bovine fetal serum to obtain P3U1 of 2 X 

105 per 1 ml, and seeded into 24-well multi dishes (producted by Iwaki Co.) at 

1 ml per well in 168 wells. After seeding, the cells were incubated in 5% 

10 carbon dioxide incubator at a temperature of 37°C. After 24 hours, GIT-

10%FCS medium (HAT medium) containing HAT (hypoxanthin 1 X 104M, 

minopterin 4X 107M and thymidine 1.6 X 103M) was added at 1 ml per well 

� to initiate HAT selective cultivation. After 4 and 7 days, lml of the old liquid 

was cliscurded and the HAT selective cultivation was continued by adding 1 

15 ml of the HAT medium. Multiplication of hybridoma was found after 9 days 

of the cell fusion, and the supernatant was collected. The antibody value on 

the supernatant was determined by the following method. Namely, the 

culture supernatant 100.ul and HRP-labelled M toxin 100i1, which is diluted 

to 200-fold with buffer C, were added into each well of microplates binding 

20 anti-mouse immunoglobulin antibody, and reacted overnight at a temperature 

of 4°C. After the plates were washed with PBS, to make microplates binding 

anti-mouse immunoglobulin antibody, firstly, a 0.1M carbonate buffer solution, 

� pH9.6 containing goat anti-mouse immunoglobulin antibody (IgG fraction, 

producted by DAKO Co.) 100,u g/mll was pipetted into 96-well microplates at 

25 100,al per plate, and is permitted to stand for 24 hours at a temperature of 

4°C. Then, the plates were washed with phosphate-buffered saline (PBS, 

p117.4) , 25% Brock Ace (trademark, producted by Yukijirushi Milk Products 

Co.) and PBS, pH7.2 containing 0.1% NaN3 were pipetted at each 300121 to 

block excess binding parts of the well and treated for at least 24 hours at a 
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temperature of 4°C. To each well of the above microplates binding anti 

mouse immunoglobulin antibody, mouse anti-serum 100 sal, which is diluted 

with buffer EC [0.02M phospahte buffer, pH7.0 containing 0.2%BSA, 0.4 M 

NaCl, 0.4 % Brock Ace, 0.05 % CHAPS (3-[(3-cholamidopropyl)dimethyl-

5 ammonio]-1-propanesu]fonate), 2mM EDTA and 0.1%NaN3], was added and 

reacted for 16 hours at a temperature of 4°C. Then, the plates were washed 

with PBS, pH7.4, and HRP-labelled refolding toxin protein 100 al was added 

and reacted for 7 hours at room temperature. The above refolding toxin 

protein was prepared in the above Example 3 by diluting to 100-fold with 

10 buffer C [0.02M phosphate buffer, p117.0, containing 1%BSA, 0.4 M NaCl and 

2mM EDTA}. The plates were then washed with PBS, pH7.4, a TMB 

microwell peroxidase substitute system (KIRKEGAARD & PERRY LAB. 

available from Funakoshi Yakuhin) ioo.il was added, and reacted at room 

temperature for 10 minutes to determine the enzyme activity on the solid 

15 phase. After the reaction was stopped by adding 1M phosphoric acid 100 1u1, 

the absorbance at 450nm was determined with a plate reader (MTP-120, 

producted by Corona Co.). According these methods, the enzyme activity on 

the solid phase was determined. As the results, 18 wells that the antibody 

value is found were selected from 123 wells, and the hybridomas were frozen 

20 and stored. Hybridomas of 6 wells, No.4, No.53, No.61, No.76, No.101 and 

No.116 were cloned by dilution method. In the cloning, thymocytes of 

BALB/C mouse as feeder cells were added at 5 X 10 per well After the 

S cloning, the antibody value of the supernatant was determined by the same 

method. Positive clones were No.4, No.101 and No.116. These clones were 

25 as antibody-producing hybridomas of expression M toxin. 

Example 5 

Determination of a class and a subclass of monoclonal antibodies: 

By the method described in Example 4, anti-rabbit IgG-binding micro plates 

were formed. Namely, O. 1M carbonate buffer containing goat anti-
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pH9.6 was pipe tted into 96-well microplates at 100 1a1 per well and left at a 

temperature of 4°C for 24 hours. The plates were then washed with 

phosphate-buffered saline (PBS, p117.4), 25% Block Ace (trademark, 

producted by Yulcijirushi Milk Products Co.) and PBS, pH7.2 containing 0.1% 

5 NaN3 were pipetted at each 300 1al to block excess binding parts of the well 

and treated for at least 24 hours at a temperature of 4°C. To the anti-rabbit 

IgG antibody-binding microplates, buffer EC 50 AL 1 and subtype specific 

antibody 100 al containing in an iso-type typing kit producted by Bio-Rad 

Laboratories were added to react for one day at a temperature of 4°C. After 

10 the plates were washed with PBS, p117.4, the culture supernatant of the 

hybridomas described above was added and reacted for one day at a 

temperature of 4°C. The plates was washed with PBS, p117.4, and HRP-

� labelled refolding toxin protein 100 1al which was prepared in the above 

Example 3 by diluting to 100-fold with buffer C [0.02M phosphate buffer, 

15 pH7.0, containing 1%BSA, 0.4 M NaCl and 2mM EDTA], was added and 

reacted for 6 hours at room temperature. The plates were washed with PBS, 

p117.4, and the enzyme activity on the solid phase was determined by the 

method described in Example 4. As the results, the subclasses of the 

monoclonal antibody porduced by these hybndomas were No.4 (IgGi), No. 10 1 

20 (IgG2b) and No. 116 (IgG2a). 

Example 6 

A method for producing mouse ascites fluid of hybndoms: 

� Hybndomas, No.4, No.10 1 and No. 116 were mouse ascites. Mineral oil 

0.5m1 was parentherally administered to mice, previously. To the mice 

25 (BALB/C, female), the above s were parentherally sdministered at 1-3 X 106 

cells/mouse, and the ascites containing the antibody were collected after 6-20 

days. The monoclonal antibody was purified from the obtained ascites with a 

protein-A column. Namely, the ascites about 25m1 were diluted with the 

same volume of binding buffer (3.5M NaCl, 1.5M glycin containing 0.05% 
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NaN3, pH9.0), the solution was precipitate to a recombinant protein-A-agalose 

(Repligen Co.) column that was previously equilibrated with binding buffer, 

the specific antibody was eluted with elution buffer (0. 1M citric acid buffer, 

pH3.0 containing 0.05% NaN). The elution liquid was dialyzed with PBS, 

5 pH7.4 at a temperature of 4°C for 2 days, and filtered for removing bacilli 

with a filter of 0.22 ,a m (producted by Millipore Co.) or stored at a 

temperature of-80T. 

Example 7 Preparation of polyclonal antibody M toxin 

Cytotoxic protein M toxin of this invention 4.1mg was mixed with Freund’ s 

10 complete adjuvant and the mixture was subcutaneously immunized to a rabbit. 

After one week, the same amount of the M toxin was mixed with Freund’s 

incomplete adjuvant and the mixture was further subcutaneously immunized to 

� the rabbit. After the immunization, collected blood was centrifuged to remove 

hemocyte components, and anti -serum was obtained. 

15 Example 8 

Analysis of M toxin by Western Blotting: 

SDS-S ample Buffer containing 2-mercaptoethanol was added to the 

supernatant obtained in Example 3, the mixture was electrophoresed with 

Peptide-PAGE (TEFCO) and electrically transferred to a PVDFmemmbrane 

20 (Aniersham). Each antibody (2,u g/ml) obtained in Example 4 and Example 6 

was used as primary antibody. HRP (Horseradish peroxidase) -labelled-anti-

rabbit and anti-mouse IgG antibodies (2000-fold dilution; Dako) was used as 

secondary antibody. The coloration was performed with an ECL Western 

Blot Detection System (Amersham). As the results, it was confirmed that each 

25 primary antibody recognized the expression protein. (Fig.5). 

Example 9 

Active carbon (0.2-0. 1mm of diameter), CM cellulose and calcium alginate, 

each 0.5m1, were charged in three colums. After equilibrating with Tris 

buffer 10mM, pH7.7, 0.5m1 of M toxin 400nM having refolded activity was 
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added into each column, and these column was plugged and allowed to stand 

for 60 minutes at a temperature of 25°C. Meanwhile, Tris buffer alone and 

Tris buffer containing the same M toxin were allowed to stand under the same 

conditions. All columns were then opened, each 100 g 1 dropping from 

5 columns was separated, further, each Tris-buffer 0.5m1 was added to each 

column, and each 100 al was collected. Whole blood of normal adults was 

centrifuged 2-3 times at 800 x g for 10 minutes until the supernatant became 

transpalent. The precipitated erythrocytes 10,al added to 10mM Tris buffer 

990 ,a 1 was used as a positive control. Similarly, the precipitated 

10 erythrocytes 10al added to 0.9% salt 10mM Tris buffer was used as a 

negative control. Samples were collected from the above columns. 

. Erythrocytes of 1 volume per 100 volume of the sample were added to the 

samples. The controls and the samples were compared by the eluted 

hemoglobin relative concentration with a multiple plate reader (Biorad) by 

15 measuring as an absorbance of 415nm. (Fig. 6). 

Example 10 

The ratios that HeLa cells (human cancer cells of the uterine cervix) were 

exposed to the fractions from each columns of Examole 9 and the viability 

were determined by a WST method using a tetrazolium salt. HeLa cells were 

20 cultured in 96-well plates for 24 hours at a ratio of 10000 cells per well. A 

negative control of culture liquid only, each sample liquid, and a positive 

control of 20nM of the toxin protein were respectively added to each well, and 

thsese were cultured for 12 hoursat at a temperature of 37°C. Using a Cell 

Counting Kit (DOJLN LABORATORIES Ltd. Co.) , the ratios of cell viability 

25 detected by a WST method were measured as an absorbance of 415nm 

wavelength. (Fig. 7, Fig. 8). 

Industrial Applicability 

The protein and the partial peptide of this invention and the like can be 

used, for example, as treating agents of cancers. The antibody of this 



S 

48 

Sequence Listing 

<110> Hiroyuki OHNO 

<120> Cytotoxic Protein 

<130> 200212050 

5 <160> 4 

<210> 1 

<211> 357 

<212> PRT 

<213> Helicobacter pylon 

10 <400> 1 

Met Lys Gly Leu Glu Arg Glu Ser His Phe Thr Leu Asp Glu Asn Ala 

1 5 10 15 

Met Phe Phe Glu Cys Ala 9rr Ser Cys Asp Asn Ala Leu Phe Leu Gin 

20 25 30 

15 Leu Glu Asp Arg Ser Phe Phe lie Thr Asp Ser Arg Tyr Thr Gin Glu 

35 40 45 

Ala Lys Glu Ser lie Gin Pro Lys Asn Gly Val Leu Ala Glu Val lie 

50 55 60 

Glu Ser Ser Asp Leu Val Gin Ser Thr He Asp Leu lie Ala Lys His 

20 65 70 75 80 

Ser Val Lys Lys Leu Phe Phe Asp Pro Asn Gin Val Asn Leu Gin Thr 

85 90 95 

Tyr Lys Arg Leu Asp Ser Ala lie Gly Asn Lys Val lie Leu Glu Gly 

100 105 110 

25 Val Pro Ser Tyr llisArgGlnLysArg Ile lle Lys AsnAsnHis Glu 

115 120 125 

Ile Gin Leu Leu Lys Lys Ser Gin Ala Leu Asn Val Glu Ala Phe Glu 

130 135 140 

Asn Phe Ala Glu Tyr Val Lys Lys lie Phe Asp Glu Lys Glu Ser Leu 
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145 150 155 160 

Ser Glu Arg Tyr Leu Gin His Lys Val Lys Asp Phe Leu Thr Lys Glu 

165 170 175 

Gly Val Tyr Asp Leu Ser Phe Glu Pro He Leu Ala Leu Asn Ala Asn 

5 180 185 190 

Ala Ser Lys Pro His Ala Leu Pro Ser Ala Lys Asp Phe Leu Lys Ala 

195 200 205 

Glu His Ser He Leu Leu Asp Met Gly He Lys Tyr Glu Arg ’Iyr Cys 

210 215 220 

10 Ser Asp Arg Thr Arg Thr Ala Phe Phe Asp Pro Lys Asp Phe Val Phe 

225 230 235 240 

Lys Arg Glu Gin Ser Phe Lys Asp Lys Glu Ser Gin Lys Re Tyr Asp 

245 250 255 

He Val Lys Glu Ala Gin Glu Lys Ala Ile Ser Gly He Arg Ala Gly 

15 260 265 270 

Met Thr Gly Lys Glu Ala Asp Ser Leu Ala Arg Gly Val He Ser Asp 

275 280 285 

Tyr Gly Tyr Gly Gin Tyr Phe Thr His Ser Thr Gly His Gly Ile Gly 

290 295 300 

20 Leu Asp Ile His Glu Leu Pro Tyr He Ser Ser Arg Ser Glu Thr He Leu 

305 310 315 320 

Glu Glu Gly Met Val Phe Ser Val Glu Pro Gly He Tyr He Pro Gly 

325 1 330 335 

Phe Phe Gly Val Arg He Glu Asp Leu Val Val He Lys Asn Ser Arg 

25 340 345 350 

Ala Glu Leu Leu 

355 

<210> 2 

<211> 1071 
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<212> DNA 

<213> Helicobacter pylon 

<400> 2 

atgaaaggat tagaaagªga atcgcatttc acgcttgatg aaaacgcgat gttttttgag 60 

5 tgtgcttata gttgcgataa tgctttgttt ttgcaattag aggatcgctc gttttttatc 120 

actgattctc gctacactca agaagctaaa gaaagcattc agcctaaaaa tggcgtttta 180 

gcggaagtga tagaatccag cgatttagtc caaagcacga ttgatttgat cgcaaaacac 240 

tcggttaaaa agctcttttt tgatcccaat caagtgaatt tgcaaaccta caagcgtttg 300 

gattcggcga ttgggaataa ggttatttta gagggcgtgc ctagttacca ccgccaaaaa 360 

10 cgcatcatta aaaacaatca tgagatccaa ctcctcaaaa aatctcaagc gttgaatgtt 420 

gaagcttttg aaaattttgc cgagtatgtg aaaaagattt ttgatgaaaa agagtccttg 480 

agcgagcggt atttgcagca taaggttaag gactttttga ctaaagaggg ggtttatgat 540 

� ctgagctttg agcctatttt agccttgaat gcgaacgcga gcaaacccca tgctttgcct 600 

agtgcgaagg attttttaaa agcggagcat agcattcttt tggatatggg gatcaaatac 660 

15 gaacgctau gctcggatag gactcgcacg gctttttttg accctaaaga ttttgtcttc 720 

aaaagagagc agagtttcaa ggataaagag agtcaaaaga tttatgacat tgtgaaagaa 780 

gcgcaagaaa aggctatttc aggtattaga gcgggcatga ccggtaaaga agcggacagc 840 

ttggctaggg gagtgattag cgattatggt tatgggcaat atttcactca cagcactgga 900 

catggcattg gcttagacat tcatgagctt ccttatattt catcgcgcag tgaaaccatt 960 

20 ttagaagagg gcatggtgtt ttctgtagag cctgggattt atatccctgg attttttggg 1020 

gtgcgcattg aagatttagt ggtgatcaaa aattctaggg ctgagctttt g 1071 

S <210> 3 

<211> 32 

25 <212> DNA 

<213> Helicobacter pylon 

<400> 3 

gacgacgaca agatgaaagg attagaaaga ga 32 



52 

CLAIMS 

1. A cytotoxic protein comprising a protein having at least 70 % or more 

identity for the amino acid sequence represented by SEQ ID No. 1. 

2. Apartial peptide of the cytotoxic protein described in claim 1, characterized 

5 in that the protein has the same cytotoxic activity as that of the amino acid 

sequence represented by SEQ ID No. 1. 

3. The cytotoxic protein of claim 1 or claim 2 wherein the protein is produced 

with Helicobacterpylori. 

4. The cytotoxin protein of claim 1 or claim 2 wherein the protein is obtained 

10 by culturing a transform ant which is transformed with a recombination vector 

containing DNA of SEQ 1D No. 2 coding the cytotoxin protein of claim 1 or 2. 

5. The cytotoxin protein of claim 4 wherein the transformant is deposited by 

� deposition No. FERM BP-8218 at National Institute of Advanced Industrial 

Scienc and Technology (IPOD). 

15 6. An antitumor agent which contains the cytotoxic protein of claim 1 or 2. 

7. A monoclonal antibody specific against the cytotoxic protein which is 

obtained by immunization of the cytotoxic protein of claim 1 or 2 against a 

mammal. 

8. The monoclonal antibody of claim 7 which is produced with a hybndoma 

20 clone of deposition No. FERM BP-8222. 

9. The monoclonal antibody of claim 7 which is produced with a hybridoma 

clone of deposition No. FERM BP-8223. 

� 10. The monoclonal antibody of claim 7 which is produced with a hybndoma 

clone of deposition No. FERM BP-8224. 

25 11. A polyclonal antibody specific against the cytotoxic protein which is 

obtained by immunization of the cytotoxic protein of claim 1 or 2 against a 

mammal. 

12. A method for detecting and diagnosing the cytotoxic protein of claim 1 or 

2 wherein the monoclonal antibody or polyclonal antibody described in any 
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one of claims 7-11 is used. 

13. An agent for preventing and treating gastric cancer, gastritis, gastric 

ulcer triggered by the cytotoxic protein of claim 1 or 2, wherein the monoclonal 

antibody or polyclonal antibody described in any one of claims 7-11 are used. 

5 14. A method for screening a compound promoting or inhibiting activity of 

the protein of claim 1 or 2, wherein cell multiplication inhibition activity, 

cytotoxic activity or cell death is judged by comparison between negative or 

positive control groups with a warm-blooded animal cell. 

15. A kit for screening a compound or its salt promoting or inhibiting 

10 activity of the protein of claim 1 or 2, wherein the protein of claim 1 or 2 is 

comprised. 

16. A compound or its salt promoting or inhibiting activity of the protein of 

claim 1 or 2, wherein the compound is obtained by the screening method of 

claim 14 or with the kit for screening of claim 15. 

15 17. A medicine containing a compound or its salt, wherein the compound 

has activity inhibiting cytotoxic activity of warm-blooded animal cells with the 

protein of claim 1 or 2. 

18. A medicine of claim 17, which is an agent for preventing or treating 

gastritis, gastric ulcer, gastric cancer and a disease showing that it is caused 

20 with M toxin by the screening method of dam 14 or with the screening kit of 

claim 15. 

25 
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ABSTRACT 

This invention relates to a new cytotoxic protein (M toxin, mucous layer 

devastating toxin) produced by Helicobacterpylori and the use. 

This invention provides a cytotoxic protein (M toxin) produced by 

Helicobacterpylori a partial peptide, and an antitumor agent containing the 

cytotoxic protein. The protein is obtained by culturing a transformant which 

is transformed with a recombination vector containing DNA coding the 

cytotoxin protein. This invention provides further the use of the protein. 
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Especificación 

PROTEINA CITOTOXICA Y SU UTILIZACION 

Campo de la Invención 

Esta invención se relaciona con una nueva protelna citotóxica (Toxina 

M, toxina destructora de la mucosa) producida por Helicobacter pylori y la 

utilización. 

Arte Antecedente 

Se ha considerado que el humano padece de mucha gastritis y ilcera 

gÆstrica y contrae mucho cancer gÆstrico por Helicobacter pylon. No se ha 

especificado un factor citotóxico claro y directo como el causante de la 

destrucción de las cØlulas epiteliales gÆstricas y una muerte irreversible de 

las cØlulas al comienzo de estas enfermedades. Se ha indicado un factor que 

modifica el pH del medio y la reacción de inmunidad en el estómago, un 

factor que se adhiere a las cØlulas epiteliales gÆstricas por Helicobacter 

pylon, u otras propiedades de la bacteria misma como factores que 

desencadenan estas enfermedades. Sin embargo, hasta la fecha no hay 

claridad que la destrucción de la mucosa gÆstrica que desencadena la 

gastritis, la iilcera gÆstrica y el cancer gÆstrico se lesiona durante un proceso, 

o cual es el factor directamente responsable de la destrucción de la mucosa 

gÆstrica. Lo ünico es que la toxina de vacuolación que posee una 

citotoxicidad se aIsla pero tiene una actividad citotóxica dØbil y una 

is 

actividad citotóxica reversible. No se ha encontrado un factor citotóxico 

fatal de un factor patógeno in vivo ni in vitro. 

Muchos investigadores consideran que la Helicobacter pylon, como 

se describe arriba, en el medio del estómago in vivo, secreta un factor 

citotóxico directo para las cØlulas de la mucosa gÆstrica. Considerando la 

importancia de las enfermedades, Was las secuencias del gen se 

confirmaron en 1996. Sin embargo, a pesar de la utilización de suero, es 

imposible aislar e identificar laposible toxina debido a las condiciones de 

separación, a unas condiciones de cultivo y de purificación dificiles y a 

causa de unos sistemas de evaluación no determinados de la toxina. 

Problemas que la invención debe resolver. 



Un problema es que se encontro la protelna responsable de causar 

gastritis, ilcera gÆstrica y cancer gÆstrico por infección con Helicobacter 

pylon, se estableció un mØtodo de producción masiva de la proteIna tóxica, 

se identificó una nueva toxina M y se estableció un mØtodo de diagnóstico y 

detección. Utilizando estos mØtodos se desea controlar la toxina 

responsable de un factor citotóxico para las cØlulas de la mucosa gÆstrica y 

desarrollar unos agentes de prevención y tratamiento para gastritis,ilcera 

gÆstrica y cancer gÆstrico y se encuentra un mØtodo para emplear la toxina. 

Divulgación de la Invención 

Los inventores de esta invención han estudiado con gran seriedad para 

resolver el problenia descrito anteriormente e identificaron una nueva toxina 

que causa la, muerte irreversible de las cØlulas cuando se cultiva 

Helicobacter pylori bajo condiciones libres de suero similares a las del 

medio del estómago y diferentes de las usuales. Se ha encontrado que esta 

toxina tiene una capacidad de toxicidad de 1000 a 100000 veces mayor por 

unidad que la toxina de vacuolación previamente citada, y causa la muerte 

irreversible de las cØlulas de varias cØlulas de animales de sangre caliente 

comprendiendo no solo cØlulas epiteliales gÆstricas sino tambiØn 

inmunocitos. Los inventores de esta invención han investigado 

continuarnente sobre estos aspectos para ilegar a la presente invención. 

A saber, esta dispone lo siguiente. (1) Una proteIna citotóxica 

comprendiendo una protelna teniendo una identidad de por lo menos 70 % o 

mÆs de la secuencia de aminoÆcidos representada por SEC ID No. 1. (2) 

Una peptida parcial de la proteina citotóxica descrita en la reivindicación 1, 

caracterizada en que la protelna tiene la misma actividad citotóxica que la de 

la secuencia de aminoÆcjdos representada por SEC ID No. 1. (3) La 

proteIna citotóxica de la reivindicación 1 o la reivindicación 2 donde la 

proteIna se produce con Helicobacter pylon. (4) La proteIna citotoxina de 

la reivindicación 1 o de la reivindicación 2 donde la proteIna se obtiene al 

cultivar un transformante que se transforma con un vector de recombinación 

conteniendo ADN de SEC ID No. 2 codificando la protelna citotoxina de la 

reivindicación 1 o 2. (5) La protelna citotoxina de la reivindicación 4 donde 
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el transformante se deposita bajo declaración No. FERM BP-8218 en el 

National Institute ofAdvanced Industrial Science and Technology (IPOD). 

(6) Un agente antineoplÆsico que contiene la proteIna citotóxica de la 

reivindicación 1 o 2. (7) Un anticuerpo monoclonal especIfico contra la 

protelna citotóxica que se obtiene por medio de la inmunización de la 

proteIna citotóxica de la reivindicación 1 o 2 contra un mamIfero. (8) El 

anticuerpo monoclonal de la reivindicación 7 que se produce con un don de 

hibridoma de la declaración No. FERM BP-8222. (9) El anticuerpo 

monoclonal de la reivindicación 7 que se produce con un don de hibridoma 

de la declaración No. FERM BP -8223. (10) El anticuerpo monoclonal de la 

reivindicación 7 que se produce con un don de hibridoma de la declaración 

No. FERM BP-8224. (11) Un anticuerpo policlonal especIfico contra la 

protelna citotóxica que se obtiene por medio de la inmunización de l 

protelna citotóxica de la reivindicación 1 o 2 contra un mamIfero. (12) Un 

mØtodo para detectar y diagnosticar la protelna citotóxica de la 

reivindicación 1 o 2 donde se utiliza el anticuerpo monoclonal o ci 

anticuerpo policlonal descrito en cualquiera de las reivindicaci ones 7-11. 

(13) Un agente para prevenir y tratar el cancer gÆstrico, la gastritis y la 

iticera gÆstrica desencadenados por la protelna citotóxica de la 

reivindicación 1 o 2, donde se utiliza el anticuerpo monoclonal o el 

anticuerpo policlonal descrito en cuaiquiera de las reivindicaciones 7-11. 

(14) Un mØtodo para cribar un compuesto que promueve o inhibe la 

actividad de la protelna de la reivindicación 1 o 2, donde la inhibición de la 

actividad de multiplicación de las cØlulas, la actividad citotóxica o la 

muerte de las cØlulas se determinan por medio de la comparación de grupos 

de control negativos o positivos con una cØlula de un animal de sangre 

caliente. (15) Un estuche para cribar un compuesto o su sal promoviendo o 

inhibiendo la actividad de la protelna de la reivindicación 1 o 2, que 

comprende la protelna de la reivindicación 1 o 2. (16) Un compuesto o su 

Sal promoviendo o inhibiendo la actividad de la proteIna de la reivindicación 

1 o 2, donde se obtiene el compuesto por medio del mØtodo de cribado de la 

reivindicación 14 o con el estuche de cribado de la reivindicación 15. (17) 

3 



Un medicamento conteniendo un compuesto o su sal, donde el compuesto 

tiene una actividad inhibiendo la actividad citotóxica de las cØlulas de 

animales de sangre caliente con la protelna de la reivindicación 1 o 2. (18) 

Un medicamento de la reivindicación 17, que es un agente para prevenir o 

tratar gastritis, ülcera gÆstrica, cancer gÆstrico y una enfermedad que 

evidencie que es causada por la Toxina M por medio del mØtodo de cribado 

de la reivindicación 14 o con el estuche de cribado de la reivindicación 15. 

Breve Descripción de los Dibujos 

La Fig. 1 muestra una cromatografia de intercambio de aniones de la 

muestra obtenida en el Ejemplo 1. a muestrala actividad de la Toxina M 

para cada fracción y las absorciones de la protelna levigada. b muestra 

SDS-PAGE por cepa argentafin de la fracción 16 a la fracción  22 en la 

cromatografia de a. c muestra bandas de toxinas de proteinas transferidas 
a 

una membrana PVDF por inmunoelectrotransferencia. d y e muestran los 

cambios morfológicos de la cØlula HeLa 24 horas despuØs de su exposición 

al extracto de control y la citotoxina incluyendo el extracto a una 

concentración de mM, respectivamente. Escala bar, 50tm. 

La Fig. 2 muestra los cambios morfológicos de la cØlula con la toxina 

del gen recombinado obtenida en ci Ejemplo 3. a muestra un control 

negativo de las cØlulas HeLa despuØs de 6 horas. b y c muestran las cØlulas 

HeLa despuØs de 3 horas y despuØs de 6 horas de una adición de 5 nM de 

una toxina M recombinada. d muestra cØlulas gÆstricas humanas normales 

CRL7407(ATCC) de control negativo despuØs de 6 horas, e y f muestran 

cØlulas CRL7407 despuØs de 3 horas y de 6 horas de una adición de otros 5 

nM de toxina M recombinada. 

La Fig. 3 muestra la sensibilidad de la Toxina M ante diferentes tipos 

de cØlulas cancerosas en ci Ejemplo 3. Se determinó por medio de un 

mØtodo WST. El eje X muestra la concentración de la Toxina M en un 

substrato y el eje Y muestra directamente la absorción con una longitud de 

onda de 41 Snm o por una proporción relativa cuando la absorción de un 

control negativo se estima como ci 100%. HLF: hepatoma en rata. colon 26: 

carcinoma del colon del ratón. 

4 



La Fig. 4 es como se muestra en la Fig. 3. T24: cancer humano de la 

vejiga. OVK1 8: cancer humano del ovario. KLM-1: cancer humano de 

pancreas. A-549: cancer humano de pulmón. Ca9-22: cancer humano de 

encIa. CRL 1500: cancer humano de seno. 

La Fig. 5 muestra la inmunotransferencia del anticuerpo monoclonal 

que se efectüa en el Ejemplo 5. Todos los aumentos de dilución de los 

elernentos sobrenadantes cultivados de las cØlulas de hibridoma 

corresponden a 20 veces. 

La Fig. 6 muestra la actividad de la Toxina M con alginato de calcio 

como absorbente en el Ejemplo 9. El control negativo contiene 10 mM de 

solución amortiguadora Tris de pH 7.7 solo como sustrato y el control 

. positivo contiene un sustrato y 10 mM de Toxina M. El ej e X muestra cada 

rnimero de fracción que se pasa a travØs de una columna de alginato de, 

calcio. Una concentraciOn promedio de cada fracción es de 10 nM y 

cualquiera de las fracciones muestra por lo menos 10 nM o ma’s. Cuando se 

destruyen los corpi’isculos rojos, la concentración de hemoglobina en la 

solución aumenta. El eje Y muestra la absorción de 415nm. 

La Fig. 7 muestra, en el Ejemplo 10, el % de viabilidad de que las 

cØlulas HeLa muestren una inhibición de la actividad de la Toxina M por la 

absorción de carbono activado en el Ejemplo 10. El eje X muestra cada 

nümero de columna de la fracción levigada. Las concentraciones de la 

Toxina M son en promedio de 10 nM y cualquiera de ellas es por lo menos 

de 10 nM o ma’s. El eje Y muestra el % obtenido al dividir el valor de la 

toxicidad de cada fracción por un control positivo que se mide por medio de 

un mØtodo WST. 

La Fig. 8 es como aparece en la Fig. 7. Muestra el % de viabilidad en 

las cØlulas HeLa de CM-celulosa y alginato de calcio mostrando una 

inhibiciOn de la actividad de la Toxina M por absorción en el Ejemplo 10. 

Mejor Forma para Llevar a Cabo la Invención 

La protelna que tiene la misma secuencia de aminoÆcidos o una 

secuencia de aminoÆcidos sustancialmente idØntica que la secuencia de 

aminoÆcidos representada por SEC ID No. 1 de esta invención puede ser una 
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protelna originada en cepas bacterianas de Helicobacter pylon, por ej emplo, 

NCTC 11637, NCTC 11916, DT 61A, NCTC 11639, R85-13 6P, R85-13-

12F, R85-13-11P, T81213-NTB, J99, 4, U2-1, 85D08, MC903, MC123, 

Tx3Oa, 26695, UA 1182 y similares o puede ser una protelna sintetizada. 

Como una secuencia de aminoÆcidos sustancialmente similar a la 

secuencia de aminoÆcidos representada por SEC ID No. 1, se pueden 

ejemplificar secuencias de aminoÆcidos con una homologia de airededor de 

70% o ma’s, preferiblemente airededor de 80 % o ma’s, mÆs preferiblemente 

airededor de 90% o ma’s, ai’ln ma’s preferiblemente airededor de 95% o ma’s. 

Como una protelna teniendo sustancialmente la misma secuencia de 

arninoÆcidos que la secuencia de aminoÆcidos representada por SEC ID No. 

1, se puede ejemplificar una proteina teniendo sustancialmente la misma 

secuencia de aminoÆcidos y sustancialmente la misma actividad que la de 
la 

protelna teniendo la secuencia de aminoÆcidos representada por SEC ID No. 

1. Una inhibición de la actividad de multiplicación de cØlulas, una actividad 

citotóxica o una actividad que causa la muerte de las cØlulas se puede 

ejemplificar corno sustancialmente la misma actividad. El tØrmino 

sustancialmente la misma significa que estas actividades tienen la misma 

caracterIstica, por ejemplo en qulmica fisiológica  o en farmacologla. Por lo 

tanto, se prefiere que la actividad de la citotoxina y similares tenga la misma 

caracterIstica, por ejemplo airededor de 0.1-100 veces, preferiblemente 

airededor de 0.5-10 veces, ma’s preferiblemente airededor de 0.5-2 veces. El 

grado de estas actividades o los factores de cantidad de los pesos 

moleculares de las protelnas pueden ser diferentes. Las actividades de una 

actividad de inhibición de la multiplicación de cØlulas, una actividad 

citotóxica o una actividad causando la muerte de las cØlulªs se puede 

determinar mediante mØtodos muy conocidos, por ejemplo, por el mØtodo 

de cribadocitado. 

Como la proteIna de esta invención, se pueden ejemplificar las 

siguientes protelnas: una secuencia de aminoÆcidos eliminando los 

arninoÆcidos 1-150 (preferiblemente 1-50) en la secuencia de aminoÆcidos 

representada por SEC ID No. 1; una secuencia de aminoÆcidos agregando 



los aminoÆcidos 1-100 (preferiblemente 1-30) a la secuencia de aminoÆcidos 

representada por SEC ID No. 1; una secuencia de aminoÆcidos insertando 

los aminoÆcidos 1-50 (preferiblemente 1-30) en la secuencia de aminoÆcidos 

representada por SEC ID No. 1; una secuencia de aminoÆcidos donde los 

aminoÆcidos 1-50 (preferiblemente 1-30) de la secuencia de aminoÆcidos 

representada por SEC ID No. 1 se substituye por los otros aminoÆcidos o 

por una proteIna conteniendo una combinación de estas secuencias de 

aminoÆcidos que se denomina mucina. 

Cuando se inserta, elimina o sus.tituye una secuencia de aminoÆcidos 

como se describe arriba, la posición de inserción, eliminación o sustituciOn 

no esta’  especIficamente limitada. 

En la proteIna de esta especificación,  de conformidad con la prÆctica 

comiin, el lado izquierdo es un extremo N (un extremo amina) y el lado 

derecho es un extremo C (un extremo carboxilo). En las protelnas de esta 

invenciOn, que comprende la proteIna teniendo la secuencia de aminoÆcidos 

representada por SEC ID No. 1, por lo general el extremo C es un grupo 

carboxilo (-COOH) 0 Ufl carboxilato (-COO-), pero puede ser una amida (-

CONH2) o un grupo ester (-COOR), donde R es un grupo alquilo C1..6 de 

metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo y similares, un grupo 

cicloalquilo C3..3 de ciclopentilo, ciclohexilo y similares, un grupo arilo C6-

12 de fenilo, a-nafiulo y similares, bencilo, fenetilo y similares, un grupo 

fenilo-C1..2 alquilo de bencilo, fenetilo y similares 0 Ufl grupo araiquilo C7.4 

de un grupo alquilo cc-naftilo-C1.2 grupo alquilo de u-naftilmetilo y 

similares. Cuando la proteina de esta invención tiene un grupo carboxilo (o 

carboxilato) en una posición distinta al extremo C, las proteInas que tienen 

un grupo amIdico 0 esterificado se contienen en la protelna de esta 

invención. Como ester, se puede utilizar el ester del extremo C citado 

arriba. Entre las protelnas de esta invención, existe ademÆs una protelna 

que es un residuo del grupo amina de los aminoÆcidos (por ejemplo, un 

residuo de metionina) en el extremo N que esta’  protegida por un grupo de 

protección (por ejemplo, un grupo acilo C1..6 de un grupo alcanoilo C1..6 o 

similares de un grupo formilo, acetilo o similar); una protelna producida por 
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el residuo del Æcido glutÆmico en el extremo N mediante una incision in 

vivo que se convierte a un grupo Æcido pirroglutÆmico; una proteIna del 

grupo radical en el lado de la cadena de aminoÆcidos en la molØcula (por 

ejemplo, -OH, -SH, un grupo amina, un grupo imidazole, un grupo indol, un 

grupo guanidino o similar) esta’ protegida por un grupo de protección 

apropiado (por ejemplo, un grupo acilo C1..6 o similar de un grupo alcanoilo 

de C1..6 0 similar de un grupo formilo); 0 una protelna conjugada o similar a 

las denominadas glicoprotelnas a la cual se fija la cadena de azücar. 

Como la peptida parcial de la proteina de esta invención, puede ser 

una peptida parcial de las protelnas de esta invenciOn previamente descritas 

y preferiblemente con actividades similares (por ejemplo, una actividad de 

ap 
inhibición de la multiplicación de cØlulas, una actividad citotóxica o similar) 

a las protelnas de esta invención. Como un ejemplo, se puede emplear una 

peptida de una secuencia de aminoÆcidos teniendo por lo menos 20% 0 ma’s, 

preferiblemente 50% 0 mÆs, mÆs preferiblemente 70% 0 ma’s, aün  ma’s 

preferiblemente 90% o ma’s, y mÆs preferiblemente 95% 0 mÆs en la 

secuencia de aminoÆcidos de esta invención, y teniendo una actividad de 

inhibición de la multiplicación de cØlulas, una actividad citotóxica 0 una 

actividad causando la muerte de las cØlulas. La peptida parcial de esta 

invención puede ser una de las siguientes peptidas: los arninoÆcidos 1-5 

(preferiblemente 1-3) se eliminan en la secuencia de aminoÆcidos; los 

� arninoÆcidos 1-10 (preferiblemente 1-5 (ma’s preferiblemente 1-3)) se 

agregan a la secuencia de aminoÆcidos; los aminoÆcidos 1-5 

(preferiblemente 1-3) se insertan en la secuencia de aminoÆcidos; o los 

aminoÆcidos 1-5 (preferiblemente 1-3) se sustituyen por los otros 

aminoÆcidos. 

Aunque por lo general la peptida parcial de esta invención tiene un 

grupo carboxilo (-COOH) 0 carboxilato (-COO-) en el extremo C, como se 

muestra en las anteriores protelnas de esta invención, el extremo C puede ser 

una amida (-CONH2) 0 Ufl ester (COOR) donde R tiene el mismo 

significado que el descrito arriba. AdemÆs en la peptida parcial de esta 

invención, corno se muestra en las proteInas anteriores de esta invención, 



hay una peptida que es un residuo del grupo amina de los arninoÆcidos (por 

ejemplo, un residuo de metionina) en el extremo N que esta’  protegida por un 

grupo de protección; una protelna producida por el residuo de Æcido 

glutÆmico en el extremo N que por medio de una incision in vivo se 

modifica a un grupo de Æcido pirroglutÆmico; una proteIna del grupo radical 

en el lado de la cadena de aminoÆcidos en la molØcula que estÆ protegida 

por un grupo de protección apropiado; o una protelna conjugada o similar de 

las denominadas glicoprotelnas a la cual se fija la cadena de aziicar. La 

peptida parcial de esta invención se puede emplear como un antIgeno para 

construir un anticuerpo, de manera que no se requiere necesariamente una 

actividad de inhibición de la multiplicación de clulas, una actividad 

. citotOxica o similar. 

Como la sal de la proteIna o de la peptida parcial de esta invención, sç 

pueden emplear sales de Æcidos fisiológicamente  permitidos (por ejemplo, 

Æcidos inorgÆnicos o Æcidos orgÆnicos) o bases (por ejemplo, sales de 

metalŁs alcalinos), y preferiblemente se pueden emplear sales de adición de 

Æcidos fisioiógicamente permitidos. Como estas sales por ejemplo, existen 

sales de Æcidos inorgÆnicos, Æcidos fosfóricos, Æcidos hidrobrómicos, Æcidos 

sulfiiricos), Æcidos orgÆnicos (por ejemplo Æcido acØtico, Æcido fórmico, 

Æcido propiónico, Æcido fumÆrico, Æcido maleico, Æcido succInico, Æcido 

tartÆrico, Æcido cItrico, Æcido mÆlico, Æcido oxÆlico, Æcido benzoico, Æcido 

metano sulfónico, Æcido benceno sulfónico). Las proteInas y las sales de 

esta invención se pueden producir mediante mØtodos de preparación muy 

conocidos de proteInas a partir de cualquier clase de cepas Helicobacter 

pylori previamente citado, o cultivando un transformante conteniendo el 

ADN en el cual se codifica la citada protelna. Adicionalmente se pueden 

producir de conformidad con el mØtodo de sIntesis de peptidas citado. 

Cuando las proteInas se producen a partir de cualquier clase de cepas de 

Helicobacter pylon, las protelnas en las cØlulas bacterianas se centrifugan 

mediante el triturado ultrasOnico, luego se extraen con una precipitación de 

sulfato de amonio o similar, y el lIquido extraIdo se purifica y se separa por 



medio de una cromatografia combinada como una cromatografla de 

intercarnbio de jones y una cromatografia hidrófoba. 

En la sIntesis de la proteIna, la peptida parcial, las sales de las mismas 

0 las amidas de las mismas de esta invención, se pueden emplear resinas 

disponibles en el comercio para sintetizar las protelnas. Como estas resinas, 

se pueden ejemplificar las siguientes: resina de clorometilo, resina de 

hidroximetilo, resina de benzidrilamina, resina de aminometilo, resina de 4-

benciloxibencilalcohol, resina de 4-metilobenzohidril-amina, resina de 

PAM, resina de 4-hidroximetilmetilfenilacetoamidametilo, resina de 

poliacrilamida, resina de 4-(2’ ,4’.-dimetoxifenilohidroximetilo)fenoxi, resina 

de 4-(2’,4’-dimetoxifenilo-Fmoc aminoetilo) fenox. Utilizando estas resinas, 

un aminoÆcido de los grupos a-amino y grupos funcionales de las cadenas 

de los lados protegidos en forma apropiada se condensa en la resina para 

obtener la secuencia de protelnas deseada por medio de un mØtodo de 

condensación bien conocido. Al final de la reacción, la protelna se retira de 

la resina por medio de un corte y se eliminan varios grupos de protección. 

Luego las proteInas deseadas o las amidas de estas se obtienen por medio de 

un mØtodo que forma unos enlaces disulfidos intemos en una solución de 

alta dilucjón. En relación con la condensación citada arriba de los 

aminoÆcidos protegidos, se pueden emplear varias clases de agentes 

activados para la sIntesis de la protelna, y en particular se pueden emplear 

carbodiimidas. Como estas carbodiimidas, se puede utilizar DCC, N,N’-

diisopropilcarbôdiimida, N-etilo-N’-(3 -dimetilaminopropilo)carbodiimida 

y similares. En la activación por estas carbodiimidas, los aminoÆcidos 

protegidos se pueden agregar directarnente a la resina con un agente 

adicional para controlar la racernización (por ejemplo, HOBt o HOOBt), o 

se puede agregar a la resina despuØs de la activación previa del aminoÆcido 

protegido como un Æcido anhidro simØtrico o un ester HOOBt. 

Como el solvente empleado en la activación del aminoÆcido protegido 

o en la condensación de la resina, se puede seleccionar entre los solventes 

conocidos que se pueden emplear para la reacción de condensación de la 

protelna. Como este solvente, se pueden emplear amidas Æcidas como N,N-
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dimetilformamida, N,N-dimetilacetoamida y N-metilopirrrolidona, 

hidrocarburos halogenados como cloruro de metileno y cloroformo, 

alcoholes como trifluoroetanol, sulfoxidas como dimetilsulfoxida, piridina, 

Østeres como dioxano y tetrahidrofurano, nitrilos como acetonitrilo y 

propionitrilo, Østeres como acetato de metilo y acetato de etilo y mezclas de 

los mismos. La temperatura de la reacción se selecciona en forma apropiada 

entre los rangos conocidos que se pueden emplear en la reacción para formar 

los enlaces de las protelnas, y por lo general se selecciona apropiadarnente 

entre -20 °C 50 °C. Por lo general los derivados activados de los 

aminoÆcidos se emplean a 1.5-4 veces el equivalente de los moles. Como 

un resultado de la prueba de la reacción con ninhidrina cuando la 

. condensación es insuficiente, las reacciones de condensación se pueden 

repetir sin eliminar los grupos protegidos para efectuar una eondensació4  

suficiente. Cuando no se puede efectuar una condensación suficiente por 

medio de reacciones repetidas, los aminoÆcidos sin reaccionar se acetilan 

con anhidro acØtico o acetiimidazole, para que las siguientes reacciones no 

tengan ninguna influencia. 

Como grupos protegidos de grupos amina de los materiales de inicio 

se pueden emplear por ejemplo Z, Boc, t-pentiloxicarbonilo, 

isoborniloxicarbonilo, 4-nietoxibenciloxicarbonilo, Cl-z, Br-Z, 

adamantiloxicarbonilo, trifluoroacetilo, ftaloilo, formilo, 2-

� nitrofenilsulfenilo, difenilfosfinotioilo, Fmoc y similares. Los grupos 

carboxilo se pueden proteger por ejemplo con una alquilo esterificación (por 

ejemplo, alquiloesterificación  de cadenas rectas, ramificadas o cIclicas de 

metilo, etilo, propilo, butilo, t-butilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo, 

ciclooctilo y 2-adamantilo), aralquiloesterificación (por ejemplo, bencilo 

ester, 4-nitrobencilo ester, 4-metoxibencilo ester, 4-clorobencilo ester, 

bencidrilo ester), fenacilesterificación, la hidratación del grupo 

benciloxicarbonilo, la hidratación del grupo t-butoxicarbonilo, la hidratación 

del tritilo y similares. El grupo hidroxilo de serina se puede proteger por 

ejemplo, con esterificación o eterificación. Como grupos apropiados de esta 

esterificación, se pueden utilizar por ejemplo, grupos alcanoilos menores 
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(C16) como un grupo acetilo, un grupo acilo como un grupo benzoilo o 

grupos derivados de carbonatos como un grupo benciloxicarbonilo y un 

grupo etoxicarbonilo. Como grupos apropiados para la eterificación se 

puede ejemplificar un grupo bencilo, un grupo tetrahidropiranilo y un grupo 

t-butilo. Como los grupos protegidos de grupos fenólicos hidroxilos de 

tirosina, se puede emplear por ejemplo, Bzl, C12-Bzl, 2-nitrobencilo, Br-Z y 

t-butilo. Como los grupos protegidos de imidazole de histidina se puede 

emplear por ejemplo, los, 4-metoxi-2 ,3 ,6- trirnetilobenzenosulfonilo, DNP, 

benciloximetilo, Bum, Boc, Trty Fmoc. 

Como grupos carboxilo activados de los materiales de inicio, se 

pueden usar por ejemplo los Æcidos anhidros, las azidas y los Østeres 

, activados correspondientes (Østeres de alcohol (por ejemplo, 

pentaclorofenol, 2,4,5 -triclorofenol, 2,4-dinitrofenol, cianometilalcohol 

paranitrofenol, HONB, N-hidroxisuccimida, N-hidroxiftalimida y HOBt)). 

Como grupos amino activados de los materiales de inicio, por ejemplo se 

pueden emplear las amidas fosfóricas correspondientes. Como un mØtodo 

para retirar (eiirninación de) los grupos protegidos por ejemplo se puede 

utilizar una reducción catailtica del flujo de hidrógeno en presencia de un 

catalizador de Pd-black o Pd-charcoal; un tratamiento Æcido con fluoruro 

anhidro de hidrógeno, Æcido metano sulfónico, Æcido trifluorometano 

sulfónico, Æcido trifluoroacØtico o sus mezclas; el tratamiento de las bases 

� con diisopropiletilamina, trietilainina, piperidina, piperadina o sirnilares; o la 

reducción con sodio en amonio iIquido. La reacción de eliminación 

empleando el tratamiento Æcido anterior por lo general se realiza a una 

temperatura de -20°C-40°C. En ci tratamiento Æcido, es eficiente agregar 

un agente capturador de cation como anisol, fenol, tioanisoi, metacresol, 

paracresol, dimetilsulfida, 1 ,4-butanditiol o 1 ,2-etanditiol. El grupo 2,4-

dinitrofenilo empleado como un grupo de protección imidazole de histidina 

se retira mediante el tratamiento con tiofenol. El grupo formilo utilizado 

como un grupo de protección indol de triptofano se retira con un tratamiento 

con Æcido en presencia de 1,2-etanoditiol, 1,4-butanoditiol o similares 
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descritos arriba, y ademÆs se puede retirar con un tratamiento alcalino con 

una solución diluida de hidróxido de sodio, amonio diluido o similar. 

La protección de los grupos funcionales que no deben participar en la 

reacción de los materiales de inicio y los grupos protegidos, la eliminación 

de los grupos protegidos, la activación del grupo funcional que participa en 

la reacción o similares se pueden seleccionar en forma apropiada entre 

grupos y medios muy conocidos. Otros mØtodos para obtener amidas de 

proteinas por ejemplo incluyen que un grupo a-carboxilo de aminoÆcidos 

con un grupo final carboxilo se protege con la amidación; una cadena 

peptida (proteina) se alarga hasta alcanzar la longitud de cadena deseada en 

el extremo de la cadena amina; una proteina en el grupo protegido del grupo 

0 
a-amino en el extremo N de la cadena peptida se elimina y una proteina en 

el grupo protegido del grupo carboxilo en el extremo C de la peptida sç 

produce, y ambas peptidas se condensan en una solución de mezcla como se 

describió arriba. Los pormenores de la reacciOn de condensación son como 

se mencionan arriba. La proteina protegida obtenida por condensación se 

purifica, todos los grupos protegidos se retiran por medio del mØtodo 

anterior y se puede obtener una proteina cruda. La proteina cruda se 

purifica por medio de un mØtodo de purificación bien conocido, las 

fracciones principales se liofflizan y se puede obtener una amida deseada de 

la proteina. Para obtener Østeres de la proteina, por ejemplo, grupos a - 

carboxilo de arninoÆcidos con extremos carboxilo se condensan con 

alcoholes deseados para obtener aminoÆcido Østeres, los Østeres se tratan 

como se muestra en las amidas de la proteina y se pueden obtener los Østeres 

deseados de la protelna. 

La peptida parcial o las sales de esta invención se pueden producir por 

mØtodos bien conocidos para sintetizar las peptidas o fraccionando la 

proteina de esta invención con una peptidasa apropiada. Como mØtodo para 

sintetizar la peptida se puede emplear por ejemplo un mØtodo de sIntesis de 

fase sólida o un mØtodo de sIntesis de fase lIquida. A saber, una peptida 

parcial capaz de constituir la peptida parcial de esta invención 0 Ufl 

aminoÆcido se condensa con las partes restantes, cuando el producto tiene 
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N 
un grupo protegido, el grupo protegido se elimina y se puede producir la 

CS 

peptida deseada. 

Como mØtodos de condensación y elirninación de los grupos 

protegidos bien conocidos, por ejemplo se ejemplifican los siguientes 

mØtodos. M.Bodanszky y M.A. Ondetti, Peptide Synthesis, Interscience 

Publishers, New York (1966); Schroeder y Luebke, The Peptide, Academic 

Press, New York (1965); Nobuo Izumiya y colaboradores, Fundament and 

Experiments of Peptide Synthesis, Maruzen Co., (1975); Haruaki Yajima y 

Shunpei Sakakibara, Biochemical Experiment Lectures 1, Chemistry of 

Proteins IV, 205 (1977); Haruaki Yajima supervisado, Continued 

Development of Medicines, Vol. 14, Peptide Synthesis, Hirokawa Shoten. 

SAdemÆs despuØs de la reacción, la peptida parcial de esta invención se 

puede purificar por medio de los mØtodos de purificación usuales, por 

ejemplo por extracción de solventes, destilado, cromatografia por columna, 

crornatogr.fia lIquida, recristalización y combinaciones de estas. Cuando se 

obtiene la peptida parcial a travØs de los mØtodos anteriores, se puede 

modificar a una sal apropiada por medio de un mØtodo conocido o por un 

mØtodo similar. Cuando se obtiene una sal de la peptida parcial, se puede 

cambiar a un compuesto liberado o a otra Sal por medio de un mØtodo 

conocido o por el mØtodo similar. 

Como el ADN que codifica la protelna de esta invención, se puede 

emplear cualquier compuesto que contenga la codificación de la secuencia 

base de la proteIna citada de esta invención. AdemÆs se puede emplear un 

genoma ADN, una biblioteca de genoma ADN, la cADN citada arriba 

derivada de cØlulas y tejidos o ADN sintØtico. Se puede emplear un vector 

usado en la biblioteca de cualquiera de un bacteriófago, plÆsmido, cósmido, 

fagomidiO y similares. Usando un ARN total o una fracción  de mARN 

preparado a partir de las cØlulas o los tejidos anteriores, se puede ampliar 

directamente mediante una Reacción en Cadena por Polimerasa de 

Transcriptasa Reversa (en adelante se denomina un mØtodo RT-PCR). 

Como el ADN codificando la protelna de esta invención, se puede 

ejemplificar cualquiera de los siguientes ADNs: por ejemplo un ADN 

14 



conteniendo una secuencia base representada por SEC ID No.2, o un ADN 

que tiene una secuencia base cruzada con una secuencia base representada 

por SEC ID No.2 bajo condiciones muy severas y que codifica la proteina 

teniendo sustancialmente la misma actividad que la protelna de esta 

invención (por ejemplo la actividad citotoxina). 

En otra incorporación, como el ADN codificando una protelna 

teniendo la secuencia de aminoÆcidos representada por SEC ID No. 1, se 

puede emplear el ADN teniendo la secuencia base representada por SEC ID 

No. 2. 

Como el ADN codificando la peptida parcial de esta invención, se 

puede utilizar cualquiera de los ADNs conteniendo la secuencia base 

� anterior codificando la peptida parcial de esta invención. AdemÆs se puede 

emplear un genoma ADN, una biblioteca de genoma ADN, el cADN citadQ 

arriba derivado de cØlulas y tejidos, la biblioteca de cADN citada arriba 

derivada de cØlulas y tejidos o el ADN sintØtico. Como el ADN codificando 

la peptida parcial de esta invención, por ejemplo se puede ejemplificar 

cualquiera de los siguientes ADNs: un ADN con una secuencia parcial de 

ADN con una secuencia base representada por SEC ID No.2, o un ADN 

teniendo una secuencia parcial de ADN que tiene una secuencia base 

cruzada con una secuencia base representada por la SEQ 3D No. 2 bajo 

condiciones severas y que codifica la proteIna teniendo sustancialmente la 

misma actividad que la protelna de esta invención (por ejemplo la actividad 

citotoxina). 

Como mØtodos de clonación del ADN codificando perfectarnente la 

proteIna de esta invenciOn o la peptida parcial (en adelante, en la descripción 

de la clonación y la expresión del ADN codificando esta protelna y 

similares, caso por caso, estas protelnas y sirnilares se acortan como la 

protelna de esta invención), usando un preparado sintetizado de ADN con la 

secuencia base parcial de la proteIna de esta invención, se amplifica por un 

mØtodo conocido PCR, o se combina el ADN en un vector apropiado 

seleccionado para la hibridación con una fracción  del ADN 0 Ufl ADN 

sintetizado que codifica una parte o toda la region de la proteIna de esta 

15 



invención. El mØtodo de hibridación se puede realizar mediante la 

descripción por ejemplo de Molecular Cloning, 2nd � Sambrook y 

colaboradores, Cold Spring Harbor Lab. Press (1989). Cuando se emplea 

una biblioteca disponible en el cornercio, se puede utilizar el mØtodo 

descrito en una explicación adjunta. En la modificación  de las secuencias 

base del ADN, empleando un estuche conocido como el MutanTM-G 

(producido por Takara Shuzou Co.), MutanTM-K (producido por Takara 

Shuzou Co.) o similar, se puede emplear un mØtodo duplex Gapped, un 

mØtodo Kunkel, mØtodos muy conocidos o mØtodos similares. Se puede 

utilizar el ADN codificando una proteIna cionada tal y como estÆ o se puede 

digerir por medio de una enzima de restricción segiin se desea o mediante la 

adición de un enlazante. El ADN puede tener ATG, GTG o TTG como ci 

codón de inicio de la traducción en el extremo 5’y TAA, TGA o TAG come 

ci codón de terminación de la traducción en ci extremo 3’. Se puede 

agregar el odón de inicio de la traducción y el codón de terminación de la 

traducción empleando un adaptador sintØtico apropiado del ADN. El vector 

de expresión de la protelna de esta invención se puede producir por ejemplo 

por medios (i) que un ADN deseado se fracciona del ADN que codifica la 

protelna de esta invención, y (ii) que la fracción del ADN esta’ ligada 

corriente abajo del activador en un vector de expresión apropiado. 

Como ci vector, se puede utilizar un plÆsmido derivado de Echerichia 

� coli (como pBR322, pBR325, pUC12, pUC13 o pET30), un plÆsmido 

derivado de Bacillus subtilis (como pUB 110, pTP5 o pC 194), un plÆsmido 

(como pSH19, pSH15), un bacteriófago derivado de levadura, un 

bacteriófago como Xfago, un virus animal como un retro virus, un virus de la 

vacuna, un Baculo virus o similares, pAl-i 1, pXT1, pRc/CMV, pRc/RSV o 

pcADNI/Neo. Como ci activador utilizado en esta invención, se puede usar 

cualquier activador apropiado para ci anfitrión  empleado en la expresión de 

los genes. Por ejemplo, cuando se emplean cØlulas de animales como 

anfitrionas, se puede ejemplificar un activador SR a, un activador precoz 

SV40, un activador HIV LTR, un activador CMV o un activador HSV-

TK. En estos activadores, ci activador CMV (citomegalovirus), 

16 



preferiblemente se puede emplear el activador SR a. Cuando el anfitrión  es 

un hongo de la familia Echerichia, se prefiere un activador trp, un activador 

lac, un activador recA, un activador XPL, un activador ’pp o un activador 

T7. Cuando el anfitrión  es un hongo de la familia Bacillus, se prefiere un 

activador SPO1, un activador SP02 o un activador penP. Cuando el 

anfitrión es una levadura, se prefiere un activador PHOS, un activador 

PGK, un activador GAP 0 Ufl activador ADH. Cuando el anfitrión es una 

cØlula de un insecto, se prefiere un activador de polihedrina, un activador 

PlO o similares. 

Como vectores de expresión diferentes a los vectores descritos arriba, 

si se desea se pueden emplear vectores conteniendo un intensificador, un 

etiqueteador de selección, una replicación de origen SV40 (en adelante a 

veces se emplea abreviado como SV40ori) o similares. Por ejemplo como el 

etiqueteador de selección se puede ejemplificar un gen (resistencia a 

metotrexato (MTX)) con una enzima de reducción Æcida dihidrofólica (en 

adelante a veces se emplea abreviado como dhfr), un gen resistente a la 

ampicilina (en adelante a veces se emplea abreviado como Ampr), un gen de 

resistencia a la neomicina (en adelante a veces se emplea abreviado como 

Neor) de resistencia G418 y un gen de resistencia a la kanamicina. 

Particularmente, cuando se utiliza el gen dhfr como un etiqueteador de 

selección empleando un gen defectuoso dhfr de unas cØlulas de hamster 

chino, se pueden seleccionar las cØlulas recombinantes por un medio que no 

contenga timidina. De ser necesario se agrega una secuencia sefializadora 

en el anfitrión en los extremos N de la protelna de esta invención. Cuando 

el anfitrión es un hongo de la familia Echerichia, se puede usar una 

secuencia sefializadora PhoA, una secuencia sefializadora OmpA o 

similares. Cuando el anfitrión  es un hongo de la familia Bacillus, se puede 

emplear una secuencia sefializadora de una amilasa, una secuencia 

sefializadora de subtilicina. Cuando el anfitrión es una levadura, se puede 

utilizar una secuencia sefializadora MF a, una secuencia sefializadora SUC2, 

una secuencia sefializadora SUC2 o similares. Cuando el anfitrión es una 

cØlula animal, se puede emplear una secuencia sefializadora de insulina, una 
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secuencia sefializadora de a-interferon, una secuencia seflalizadora de 

anticuerpo molecular o similar. Se puede producir un transformante 

utilizando un vector conteniendo la codificación  de ADN de la protelna 

cônstruida en esta invención. 

Como anfitrión se puede emplear por ejemplo una especie Echerichia, 

una especie Bacillus, levadura, cØlulas de insectos, cØlulas de animales o 

similares. Como una incorporación de la especie Echerlchia, por ejemplo se 

puede usar Eschezichia coli K12, DH1, DH5a (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 

Vol. 60, 160(1968)), JM103 (Nucleic Acids Research, Vol. 9, 309(1981)), 

JA221 (Journal of Molecular Biology, Vol. 120, 517(1978)), HB101 

(Journal of Molecular Biology, Vol. 41, 459(1969)),C600 (Genetics, Vol. 

Ib 39, 440(1954)) o similares. Como una especie Bacillus por ejemplo se 

pueden emplear Bacillus subtilis M1114 (Gene, Vol. 24, 255(1983), 207-21 

(Journal of Biochemistry, Vol. 95, 87(1984)) o similares. Como levadura, 

por ejemplo se puede emplear, Saccharomyces cerevisiae AH22, AH22R, 

NA87-1 1A, DKD-5D, 20B-12, Schizosaccharomyces pombe NCYC1913, 

NCYC2036, Pichia pastoris KM71 o similares. 

Como las cØlulas de insectos, por ejemplo, cuando el virus es AcNPV, 

se pueden usar cØlulas Spodoptera frugiperda; cØlulas Sf, cØlulas MG1 

derivadas del intestino rnedio de Trichoplusia ni, cØlulas High Five TM 

derivadas de los huevos de Tdchoplusia ni, cØlulas derivadas de Mamestra 

40 brassicae, cØlulas derivadas de Estigmena acrea o similares. Cuando el virus 

es BmNPV, se pueden emplear cØlulas Bombyx mon N; cØlulas BmN o 

similares. Como las cØlulas Sf por ejemplo se pueden usar cØlulas Sf9, 

(ATCC CRL171 1), cØlulas Sf21 (Vaughn, J.L. y colaboradores, In Vivo, 13, 

213-217(1977)) o similares. Como los insectos, por ejemplo se pueden 

emplear las larvas del gusano de seda (Maeda y colaboradores, Nature, Vol. 

315, 592(1985)). Como las cØlulas animales por ejemplo se pueden usar 

cØlulas de mono COS-7, Vero, cØlula de hamster chino CHO (en adelante a 

veces se emplea abreviado como CHO), un gen defectuoso dhfr de cØlula de 

hamster chino CHO (en adelante a veces se emplea abreviado como cØlula 

CHO(dhfr-)), cØlulas L de ratón , ratón AtT-20, cØlulas de mieloma de ratón, 
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ratón GH3, cØlulas humanas FL 0 similares. Por otra pare, se pueden 

utilizar varias clases de celulas hurnanas normales por ejemplo, hepatocitos, 

esplenocitos, neuronas, neurogliocitos, cØlulas f3 del bazo, cØlulas de la 

mØdula ósea, cØlulas del rnesangio, cØlulas Langerhans, cØlulas de la 

epidermis, cØlulas epiteliales, cØlulas del endotelio, fibroblastos, 

fibrocØlulas, cØlulas musculares, adipocitos, cØlulas inmunológicas (por 

ejemplo, macrófagas, cØlulas T, cØlulas B, linfocitos citoliticos, mastocitos, 

neutrófilos, basófilos, eosinófilos,  monocitos), megacariocitos, cØlulas 

sinoviales, cartuiagos, osteocitos, osteoblastos, osteoclastos, cØlulas de la 

glÆndula mamaria, hepatocitos, cØlulas intersticiales o cØlulas precursoras, 

hemocitoblastos o cØlulas cancerosas de estas cØlulas. Para la 

Ib transformaciónde
 la especie Echerichia, por ejemplo se puede efectuar 

mediante el mØtodo descrito en Proc. Nad. Acad. Sci. USA, Vol. 69, 

2110(1972), Gene, Vol. 17, 107(1982)0 similar. 

Para la transformación de la especie Bacillus, por ejemplo se puede 

efectuar por medio del mØtodo descrito en Molecular & General Genetics, 

Vol. 168, 111(1979) o similar. Para la transformación de almidón por 

ejemplo, se puede realizar mediante el mØtodo descrito en Methods in 

Enzymology, Vol. 194, 182187(1991), Proc. Nad. Acad. Sci. USA, Vol. 75, 

1929(1978) o similar. Para la transformación de las cØlulas de los insectos 

por ejemplo se puede efectuar por medio del mØtodo descrito en 

� Bio/Technology, 6, 47-55(1988) o similar. 

Para la transformaciOn de cØlulas animales, por ejemplo se puede 

realizar a travØs del mØtodo descrito en Cell Engineering, Volumen 

Separado 8, New Cell Engineering Experiment Protocol, 263-267(1995), 

publicado por Shujunsha, y Virology, Vol. 52, 456 (1973). Empleando los 

anteriores mØtodos, se pueden obtener los transformantes que se 

transforman con vectores de expresión conteniendo el ADN que codifica la 

protelna. Cuando se cultivan los transformantes cuyos anfitriones son la 

especie Echerichia o la especie Bacillus, un medio lIquido es el indicado 

como el medio para el cultivo. En el medio se contienen fuentes de 

carbono, fuentes de nitrógeno, elementos inorgÆnicos y sirnilares que se 
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requieren para el crecimiento de los transformantes. Como fuentes de 

carbono, se pueden ejemplificar por ejemplo glucosa, dextrina, almidón 

soluble, sacarosa o similares. Como las fuentes de nitrógeno se pueden 

emplear por ejemplo materiales orgÆnicos o inorgÆnicos como sales de 

amonio, nitratos, licor de extracto de maIz, peptona, caselna, extracto de 

came, tortas de semillas, extracto de papas y similares. Como materiales 

inorgÆnicos se pueden ejemplificar por ejemplo el cloruro de calcio, el 

fosfato monosódico y el cloruro de magnesio. Se pueden agregar extractos 

de levadura, vitaminas, materiales que estimulan el crecimiento o similares. 

Preferiblemente se usa un medio con un pH de airededor de 5-8 

Como el medio para cultivar la especie Escherichia se prefiere por 

, ejemplo, un medio M9 conteniendo glucosa y casaminoÆcido (Miller, 

Journal of Experiments in Molecular Genetics, 431-433, Cold Spring Harbor 

Laboratory, New York 1972). En caso de que sea necesario para una 

eficiente acción del activador, se puede agregar por ejemplo un agente como 

el Æcido 3 -indolilo acrilico. Cuando el anfitrión es de la especie 

Escherichia, por lo general el cultivo se efectüa a una temperatura entre 

airededor de 15-43 °C por unas 3 24 horas, y si es necesario se puede 

ventilar o revolver. Cuando el anfitrión es de la familia de los hongos 

Bacillus por lo general el cultivo se efectüa a una temperatura de airededor 

30-40 °C por unas 6-24 horas, y si es necesario se puede ventilar o 

revolver. 

Cuando se cuitiva el transformante donde la levadura es el anfitrión, 

se puede ejemplificar como medio, por ejemplo un medio mInimo 

Burkholder (Bostian, K.L. y colaboradores Proc. Nad. Acad. Sd. USA, Vol. 

771 4505(1980)) o un medio SD conteniendo 0.5% casaminoÆcido (Bitter, 

G. A. y colaboradores Proc. Nati. Acad, Sd. USA, Vol. 81, 5330 (1984)). 

Preferiblemente se emplea un medio con un pH de airededor de 5-8. Por lo 

general ci cultivo se efectUa a una temperatura de airededor de 2035 °C 

por unas 24-72 horas, y si es necesario se puede ventilar o revolver. 

Cuando se cultiva el transformante cuyo anfitrión es una cØlula de insecto o 

un insecto, se puede emplear como medio el Insect Medium de Grace 
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(Grace, T.C.C., Nature, 195,788(1962)) al agregar en forma apropiada un 

10% de suero bovino inmovilizado o similar. Preferiblemente se utiliza un 

medio con un pH de airededor de 6.2-5.4. Por lo general el cultivo se 

efectüa a una temperatura de airededor de 27°C durante unos 3-5 dIas, y si 

es necesario se puede ventilar o revolver. Cuando se cultiva el 

transformante cuyo anfitrión es una cØlula animal, se puede emplear como 

medio por ejemplo un medio MEM conteniendo airededor de 520% de 

suero fetal bovino (Science, Vol. 122, 501(1952)), un medio DMEM 

(Virology, Vol. 85 396 (1959)), un medio RPMI 1640 (The Journal of the 

American Medical Association, Vol. 199, 519 (1967), un medio 199 

(Proceeding of the Society for the Biological Medicine, Vol. 73,1 (1950)) o 

similar. Preferiblemente se usa un medio con un pH de airededor de pH 6-8. 

Por lo general el cultivo se efectüa a una temperatura de airededor de 304Q 

°C durante unas 15-60 horas, y si es necesario se ventila o se revuelve. 

Como se describió arriba,  la protelna de esta invención se puede producir a 

partir de las cØlulas de los transformantes. 

Para la separación y purificación de  la proteIna de esta invención, por 

ejemplo se pueden emplear los siguientes mØtodos en forma apropiada. 

Cuando la proteina de esta invención se extrae de un cultivo o de unas 

cØlulas de hongos, despuØs del cultivo se recolectan los hongos o las cØlulas 

por medio de un mØtodo bien conocido, se suspenden en una solución 

amortiguadora apropiada y se destruyen con ultrasonido, lisozima, y / o 

congelamiento y descongelamiento o similares. Luego se obtiene el liquido 

crudo extraIdo de la proteIna por un proceso de centrifugado o filtración. 

La soiución amortiguadora puede contener un desnaturalizante de la 

protelna como urea o hidrocloruro de guanidina o un agente tensioactivo 

como tritonX-100TM. Cuando la protemna se secreta en el medio lIquido, 

una vez se termina el cultivo, el hongo o las cØlulas y el sobrenadante se 

separan mediante unmØtodo bien conocido, y ci sobrenadante se recolecta. 

El cultivo del sobrenadante obtenido en esta forma o la proteIna contenida 

en el lIquido extraido se purifica por medio de unos mØtodos muy conocidos 

de separación y purificación.  Estos mØtodos bien conocidos de separación 
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y purificación, y que se pueden utilizar, son mØtodos que emplean unas 

tØcnicas de precipitación, coagulación o separación de una sustancia en una 

solución mediante la adición de sal ("Salting-out Techniques") o 

sôlubilidades por medio de un mØtodo de precipitación de solventes, un 

mØtodo de diÆlisis, un mØtodo que emplea la diferencia del peso molecular 

como el ultrafiltrado y la electroforesia SDS-poliacrilamida en gel o 

similares, un mØtodo que utiliza la diferencia de cargas como una 

cromatografia de intercambio de jones, un mØtodo que utiliza la diferencia 

hidrófoba como la crornatografia hidrófoba, un mØtodo empleando una 

afinidad especIfica como una cromatografia por afinidad, un mØtodo 

empleando una diferencia hidrófoba como una cromatografia lIquida a alta 

velocidad de fase inversa, un mØtodo usando una diferencia de puntos 

isoelØctricos como la isoelectroforesia. 

Cuando dicha protelna se obtiene en forma libre, se puede convertir 

en una sal por un mØtodo rnuy conocido o similar. Por otro lado, cuando la 

proteIna se obtiene en forma de sal, se puede convertir a una forma libre o a 

la otra sal por un mØtodo muy conocido o similar. La proteIna producida 

por medio de un recombinante se puede hacer reaccionar de nuevo con una 

enzirna de modificación  apropiada para la protelna antes o despuØs de 

purificar la protelna opcionalmente para modificar o retirar la polipeptida 

parcialmente. Como la enzima de modificación de la protelna se puede 

utilizar por ejemplo, tripsina, quimotripsina, arginilendopeptidasa, proteIna 

quinasa, glicosidasa o similares. Las actividades de la protelna de esta 

invención obtenida asI o las sales de la misma se pueden determinar con un 

experimento de fijación con un ligando de etiquetado y un inmunoanÆlisis 

con enzimas empleando un anticuerpo especIfico o similar. 

Los anticuerpos de la protelna, la peptida parcial o las sales de esta 

invención, pueden ser anticuerpos policlonales o anticuerpos monoclonales. 

con la condiciOn de que los anticuerpos puedan reconocer la protelna, la 

peptida parcial y las sales. Se pueden producir los anticuerpos de la 

protelna, de la peptida parcial o de las sales de esta invención (en la 

siguiente descripción de anticuerpos, esta protelna y similares se pueden 
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abreviar como la proteIna de esta invención) utilizndo la protelna como el 

antIgeno por medio de un mØtodo de producción de anticuerpos o antisuero 

muy conocido. 

Producción de un anticuerpo monoclonal 

(a) Producción de cØlulas a partir de la producción de anticuerpos 

monoclonales: La protelna de esta invención se administra a un animal de 

sangre caliente en la posición que puede producir un anticuerpo debido a la 

administración del mismo con un excipiente o un diluyente. En la 

administración, para mejorar el efecto de la producción de anticuerpos, se 

puede administrar un potenciador Freund completo 0 Ufl potenciador Freund 

incompleto. Por lo general la adrninistración se efectüa una vez cada 26 

, semanas y para un total de 210 veces. 

Animales de sangre caliente son por ejemplo, monos, conejos, perros 

cobayos, ratones, ratas, carneros, cabras, pollos y similares, preferiblemente 

ratones y ratas. En la producción de cØlulas para producir un anticuerpo 

monoclonal, por ejemplo se utilizan ratones como el animal de sangre 

caliente inmunizado con un antIgeno. Un valor de anticuerpo reconocible 

por un ratón se selecciona del bazo o de los ganglios linfÆticos del ratón, de 

25 dIas despuØs de la inmunización final, y la producción de cØlulas del 

anticuerpo monoclonal contenido en ci bazo o en los ganglios linfÆticos se 

fusiona con cØlulas con mieloma de la misma clase o de diferentes clases de 

animales para preparar un hibridoma y producir un anticuerpo monoclonal. 

El valor del anticuerpo en el antisuero se puede determinar por ejemplo por 

un mØtodo en el cual el antisuero se hace reaccionar con la protelna 

etiqueteada y citada a continuación, y se mide la actividad del agente 

etiqueteado que se fijó al anticuerpo. La operación de fusion se puede 

realizar mediante un mØtodo bien conocido como un mØtodo de Kohler y 

Milstein (Nature, 256, 495 (1975). Y como ci agente de promoción de la 

fusion por ejemplo se puede emplear polietilenglicol (PEG), un virus Sendai 

o similar, y preferiblemente PEG. 

Como el mieloma, se pueden ejemplificar por ejemplo cØlulas de 

mieloma de animales de sangre caliente como NS-1, P3U1, SP2/0, AP-1 
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yAP-1, preferiblemente P3U1. Una proporción preferible del niimero de las 

cØlulas de producción de anticuerpos (cØlulas del bazo) frente al niimero de 

cØlulas de mieloma es airededor de 1:1 �20:1. Se agrega PEG 

(preferiblemente, PEG 1 000-PEG6000) a una concentraeión de airededor de 

10-80% y se incuba a una temperatura de 20-40 °C, preferiblemente 30-37 

°C durante 1-10 minutos y la fusion celular se realiza en forma eficiente. 

Al efectuar un cribado de un hibridoma de producción de anticuerpos 

monocionales, se pueden emplear diversos tipos de mØtodos, por ejemplo, 

existe un mØtodo donde se agrega un sobrenadante al cultivo del hibridoma 

a una fase sóiida (como una microplaca) absorbiendo ci antIgeno de la 

protelna directamente o a travØs de un excipiente, y un anticuerpo anti-

inmunoglobulina, que estÆ eticjueteado con un material radioactivo o una 

enzima de la levadura, (cuando las cØlulas que se van a usar en la fusióii 

celular son de un ratón, se utiliza una inmunoglobulina anti ratón) o se 

agrega una protelna A con el fin de detectar ci anticuerpo monoclonal 

enlazado a la fase sólida; y un mØtodo donde un sobrenadante del cultivo de 

hibridoma se agrega a una fase sólida absorbiendo un anticuerpo de anti 

inmunoglobulina o una proteIna A, una protelna etiqueteada con un material 

radioactivo o una enzima de la levadura, y se detecta el anticuerpo 

monoclonal enlazado a la fase sólida. La selección del anticuerpo 

monoclonal se puede efectuar por medio de un mØtodo conocido o un 

mØtodo similar para ello. Por lo general se puede efectuar en un medio para 

cØlulas animales a las cuales se les agrega HAT (hipoxantina, amino pterina, 

timidina). Como ci medio para la selección y reproducción, se puede 

emplear cualquier medio en ci cual se pueda reproducir ci hibridoma. Como 

un ejemplo se puede utilizar un medio RPMI 1640 conteniendo 1-20%, 

preferiblemente 10-20% de suero fetal bovino, un medio GIT conteniendo 

1-10% de suero fetal bovino (producido por Wako Junyaku Kougyou Co.) o 

un medio que no contenga suero para ci cultivo del hibridoma (SFM-101, 

Nissui Seiyaku Co.). Por lo general la temperatura del cultivo es de 20-40 

°C, preferiblemente airededor de 37°C. El tiempo del cultivo por lo general 

es de airededor de 5 dIas - 3 semanas, preferiblemente 1 semana - 2 
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semanas. Por lo general el cultivo se puede efectuar en un 5 % de dióxido 

de carbono. El valor del anticuerpo del sobrenadante del cultivo del 

hibridorna se puede determinar como aparece en el mØtodo descrito arriba 

para medir el valor del anticuerpo en el antisuero. 

(b) Purificación del anticuerpo monoclonal: La separación y purificación 

del anticuerpo monoclonal se puede efectuar por medio de un mØtodo 

conocido, por ejemplo un mØtodo de separación y purificación para 

inmunoglobulinas (como el mØtodo de precipitar, coagular o separar una 

sustancia de una solución por medio de la adición de una sal, un mØtodo de 

precipitación con alcohol, un mØtodo de precipitación isoelØctrico, un 

mØtodo de electroforesia, un mØtodo de absorción y rechazo con un 

intercambio de iones (por ejemplo, DEAE), un mØtodo de ultracentrifugado, 

un mØtodo de filtración por gel o un mØtodo especIfico de purificaciói 

donde ünicamente se recolecta un anticuerpo con un absorbente activo como 

un antIgeno de fijación en fase sólida o una proteIna A, o una protelna G y el 

enlace se libera para obtener el anticuerpo). 

[Producción del anticuerpo policlonal] 

El anticuerpo policlonal de esta invención se puede producir por un 

mØtodo conocido o similar. Como un ejemplo, usando un inmunoantIgeno 

(proteIna antIgeno) mismo o un complejo del inmunoantIgeno y una 

protelna de transporte, se inmuniza un animal de sangre caliente empleando 

el mismo mØtodo que en el mØtodo descrito arriba para producir Ufl 

anticuerpo monoclonal, se recolectan los materiales conteniendo el 

anticuerpo para la protelna de esta invención y el anticuerpo se separa y se 

purifica. En cuanto al complejo de un inmunoantIgeno para inmunizar un 

animal de sangre caliente y una proteina transportadora, el tipo de proteIna 

transportadora y la proporción de la mezcla del excipiente a un hapteno no 

son importantes, siempre que el anticuerpo se pueda producir efectivamente 

para que el hapteno se inmunice por medio de un enlace cruzado con el 

excipiente. Por ejemplo, la albümina de suero bovino, la cicloglobulina 

bovina, la hemocianina o similares se pueden emplear para acoplarlos con el 

hapteno a una proporción por peso de airededor 0.120, preferiblemente 
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airededor de 15 a 1 de hapteno. Al acoplar el hapteno y el excipiente, se 

pueden emplear varias clases de agentes de condensación como agentes 

Østeres activos conteniendo glutaraldehido, carbodiimida, ester activo 

maleimido, un grupo tiol y un grupo ditiopiridilo. Los productos de la 

condensación se administran a las partes de animales de sangre caliente 

capaces de producir el anticuerpo, junto con el mismo o con un excipiente o 

diluyente. Para aumentar la capacidad de producción de anticuerpos durante 

la administración se puede administrar un potenciador Freund completo o un 

potenciador Freund incompleto. Por lo general la administración se efectüa 

una vez cada 2-6 semanas, y en total es entre 3 -lO veces. El anticuerpo 

policlonal se puede recolectar a partir de la sangre, ascitis, preferiblemente 

sangre del animal de sangre caliente inmunizada con el mØtodo descrito 

anteriormente. El valor del anticuerpo policlonal en el antisuero s 

determina por el mismo mØtodo descrito en la determinación anterior del 

valor del anticuerpo en el antisuero. La separación y purificación del 

anticuerpo policlonal se puede realizar mediante el mismo mØtodo de 

separación y purificación de la inmunoglobulina que el que se utilizó en la 

anterior separación y purificación del cuerpo monoclonal. 

Los agentes tratantes que contienen la proteIna o la peptida parcial de 

esta invención y la proteIna de esta invención y similares tienen la actividad 

citotOxica del cancer, de manera que los agentes se pueden emplear como 

agentes para extraer tejidos enfermos (el extracto contiene todo el extracto y 

una parte del extracto, preferiblemente una parte del extracto), y 

particularmente para tratar ci cancer arreactivo. Cuando la proteIna de esta 

invención y similares se emplean como los agentes anteriores de tratamiento 

y prevención, se utilizan despuØs de ser purificados a por lo menos 90%, 

preferiblemente 95% o ma’s, mÆs preferiblemente 98% o ma’s, y aiin mÆs 

preferiblemente 99% o mÆs. 

La actividad inhibidora de la proliferación de cØlulas cancerosas de la 

protelna de esta invención o similares se puede determinar por un mØtodo 

conocido o por la actividad de una citotoxina o por una actividad que causa 

la muerte celular que se determina por un mØtodo conocido o por un mØtodo 
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similar, preferiblemente por el mØtodo descrito en los experimentos citados 

mÆs adelante. Como los compuestos de prueba, por ejemplo se pueden 

ejemplificar las peptidas, protelnas, compuestos no peptidas, compuestos 

sintØticos, productos de fermentación, extracto de cØlulas, extracto de 

plantas, extracto de tejidos animales y plasma sanguineo. Estos compuestos 

pueden ser nuevos o conocidos. 

Los compuestos o las sales obtenidos por el mØtodo de cribado o por 

el estuche de cribado de esta invención se seleccionan entre los compuestos 

de prueba citados arriba, por ejemplo, peptidas, protelnas, compuestos no 

peptidas, compuestos sintØticos, productos de fermentación, extracto de 

cØlulas, extracto de plantas, extracto de tejidos animales y plasma 

. sanguIneo. Estos compuestos tienen una actividad que inhibe la actividad 

citotóxica de la protelna de esta invención o similares o la actividad de 

inhibición de la proliferación de cØlulas cancerosas de la protelna de esta 

invención o similares.  Como las sales de los compuestos, se puede utilizar 

sales similares a las sales de la protelna de esta invención. 

Cuando los compuestos obtenidos mediante el mØtodo de cribado o 

con el estuche de cribado se utilizan como los agentes tratantes descritos 

arriba, se pueden emplear en las formas usuales. Por ejemplo, se utilizan 

como tabletas, cÆpsulas, elIxires, microcÆpsulas, soluciones estØriles, 

suspensiones o similares. Las preparaciones farmacØuticas obtenidas en 

esta forma son seguras y de baja toxicidad, por ejemplo se pueden 

administrar a un humano o a un animal de sangre caliente (como ratones, 

ratas, conejos, cabras, cerdos, vacas, caballos, ayes, gatos, perros, monos y 

similares). Los pesos de las dosis de los compuestos o las sales de los 

mismos se modifican por la acción, la enfermedad, la ruta de la dosis o 

similares. Por lo general, en los adultos (con un peso estimado de 60 kg) se 

pueden administrar airededor de 0.1-100 mg del compuesto por dIa, 

preferiblemente airededor de 1.0-50 mg, mÆs preferiblemente airededor de 

1.0-20 mg. Para la administración parenteral, la dosis de los compuestos 

varla segün el objetivo, la enfermedad y similares, por lo general en adultos 

(con un peso estimado de 60 kg) lo apropiado son airededor de 0.01-30 mg 
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del compuesto por dIa, ma’s preferiblemente airededor de 0.1-20 mg, aün 

mÆs preferiblemente airededor de 0.1-10 mg por medio de una inyección 

intravenosa. En los otros animales, se puede emplear la dosis por peso 

estimado de 60 kg. 

El cribado de los compuestos candidatos a medicarnentos para 

enfermedades: Puesto que la proteIna o similar de esta invención tiene una 

actividad citotóxica, los compuestos o las sales promocionando la función 

(como una actividad citotóxica) de la proteIna o similar de esta invención, 

por ejemplo, se pueden emplear como agentes para tratar el cancer. Por 

otro lado, las sales inhibiendo la funcion de la proteina o similar de esta 

invención, por ejemplo, se pueden emplear como agentes para tratar y 

prevenir la gastritis y la ülcera gÆstrica. Por lo tanto, la proteIna o similar 

- de esta invención se utiliza efectivamente como reactivo para cribar lo 

compuestos o las sales que promueven o inhiben la función de  la proteIna o 

similar de esta invención. 

A saber, esta invención dispone (1) un mØtodo de cribado 

caracterizado por la utilización de la proteIna o la peptida parcial o las sales 

de esta invención, y el mØtodo de cribado de los compuestos promoviendo la 

función (como una actividad citotóxica) de la proteIna o la peptida parcial o 

las sales de esta invención, o el mØtodo de cribado de los compuestos que 

inhiben la función (como una actividad citotóxica) de la proteIna o la 

peptida parcial o las sales de esta invención. En adelante, los compuestos 

que prornueven la función se pueden abreviar como ’activadores’ y los 

compuestos que inhiben la función se abrevian como ’inhibidores’. 

Ma’s aCm, esta invención provee (2) un estuche para cribar los 

activadores o inhibidores, caracterizados en que contienen la proteIna 0 la 

peptida parcial o las sales de esta invención. En adelante el estuche anterior 

se puede abreviar como un ’estuche de cribado de esta invención’. 

En una incorporación por ejemplo, en el (1) anterior se dispone un 

mØtodo de cribado de activadores o inhibidores, caracterizado en que la 

comparación se efectila entre el caso (i) y el caso (ii). El caso (i) es que la 

proteIna o la peptida parcial o las sales de esta invención entran en contacto 
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con una cØlula, que es una cØlula normal conteniendo una cØlula sangulnea 

derivada de un tejido de los animales de sangre caliente citados arriba 

(preferiblemente humano) o la cØlula cancerosa citada arriba. El caso (ii) es 

qüe la  proteIna o la peptida parcial o las sales de esta invención entran en 

contacto con una cØlula, que es una cØlula normal conteniendo una cØlula 

sanguInea derivada de un tejido de los animales de sangre caliente citados 

arriba (preferiblemente humano) o la cØlula cancerosa citada arriba y un 

compuesto de prueba. 

En otra incorporación, en el (2) arriba, se dispone un estuche para 

cribar los activadores o inhibidores, caracterizado por4ue contiene la 

proteIna o la peptida parcial o las sales de esta invención, y una cØlula que 

es una cØlula normal conteniendo una cØlula sangulnea derivada de un tejido 

de los animales de sangre caliente citados arriba (preferiblemente humano) 

o la cØlula cancerosa citada arriba o similar. 

AdemÆs, concretamente en el mØtodo de cribado, el caso (i) y el caso 

(ii) se caracterizan en que se determinan y comparan las actividades 

citotóxicas de la protelna y similares de esta invención. 

La actividad citotóxica, la actividad de inhibición de la multiplicación 

de cØlulas y la actividad causando la muerte celular de la protelna o similar 

de esta invención se puede determinar por medio de un mØtodo conocido o 

por un mØtodo similar. Sin embargo, rnÆs concretamente se utilizan las 

lIneas de cØlulas establecidas y similar, ademÆs de un sustrato conteniendo 

el compuesto de prueba, un control negativo que es un sustrato que no 

contiene el compuesto de prueba y un control positivo que es un sustrato 

conteniendo la toxina M, estos dos o tres se utilizan. Al comparar los 

niirneros de cØlulas bajo condiciones satisfactorias estadIsticamente 

significativas, la actividad de inhibición de la actividad citotóxica 0 la 

actividad de la multiplicación de las cØlulas, o la muestra especIfica 

exhibiendo la actividad de la actividad citotóxica o la actividad de la 

multiplicación de las cØlulas se puede detectar por medio de la existencia o 

de la ausencia de las actividades o por el incremento o la reducción. Las 

cØlulas empleadas en el mØtodo de detección son por ejemplo cØlulas 
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normales conteniendo una cØlula sangulnea derivada de un tejido de los 

animales de sangre caliente citados arriba (preferiblemente hu ano) o de las 

cØlulas cancerosas citadas arriba de varias clases de anim les de sangre 

caliente (por ejemplo, cancer de endometrio, endometrioma, c ’ncer de seno, 

cancer de estómago, carcioma hepÆtico, cancer del bazo, ca cinoma de la 

vesIcula biliar, cancer del colon, cancer de próstata, cane r de pulmón, 

cancer renal, neuroblastoma, cancer de la vejiga, melanoma aligno, cancer 

de la lengua, carcinoma gingival, fibroblasto de ratón, riflón e mono verde 

africano cancer hepÆtico en ratas y similares). 

Como compuestos de prueba se pueden ejemplificar por ejemplo, 

peptidas, protelnas, compuestos no peptidas, compues os sintØticos, 

productos de fermentación, extractos de cØlulas, extracts de plantas, 

extractos de tejido animal y similares. Estos compuest s pueden sei 

compuestos nuevos o conocidos. Para ilevar a cabo el met do de cribado 

anterior, la protelna o similar de esta invención se suspende n una solución 

amortiguadora apropiada para el cribado y se preparan las nuestras de la 

protelna o similar de esta invención. Como solución a ortiguadora se 

puede emplear una solución amortiguadora fosfato con un p de airededor 

de 410 (preferiblernente un pH airededor de 6’-8), una solución 

amortiguadora Tris-hidroclorhidrato o similar, que no inhib la reacción de 

la proteina o similar de esta invención y los compuestos de p1 eba. 

Como un mØtodo de cribado concreto, despuØs del exa ’ien de cribado 

se pueden ejemplificar D un mØtodo para observar di -ectarnente los 

cambios de las cØlulas bajo un microscopio y contar las cØlulas con un 

hernocitómetro o similar, ' un mØtodo donde se captura el cambio del 

potasio, las hemogiobinas y similares que se levigan de las cØlulas a causa 

de la muerte celular ' un mØtodo para determinar las c6lulas restantes 

despuØs de La reacción con sales de tetrazolio o similares, G un mØtodo para 

determinar las cØlulas vivas restantes con una sustancia eti ueteada con un 

radioactivo, ' un mØtodo para confirmar la muerte celular or medio de la 

inducción de la apoptosis celular y similar. Por eje plo, como un 

compuesto que aumenta la actividad citotóxida de la prote na o similar de 
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esta invención, se puede seleccionar un compuesto de prueb en el cual la 

actividad citotóxica del caso (ii) anterior comparado con el c so (1) anterior 

se aumenta en airededor de 20% o ma’s, ma’s preferiblement 30 % o ma’s, 

aün mÆs preferiblemente 50% o ma’s. Por otro lado, como un compuesto 

que inhibe la actividad citotóxica de la protelna o similar de sta invención, 

se puede seleccionar un compuesto de prueba en el cu 1 la actividad 

citotóxica en el caso (ii) arriba comparada con el caso (i) arri a se inhibe por 

airededor de 20% o ma’s, mÆs preferiblemente 30 % o 
as, 

aün mÆs 

preferiblemente 50% o mÆs. Estos se pueden realizar como im mØtodo para 

un cribado de alto rendimiento. En el siguiente, como un mØtodoZ, un 

mØtodo para determinar las hemoglobinas por medio d una reacción 

hemoiltica y como un mØtodo ', un rnØtodo WS se utilizan 

respectivamente. En los mØtodos, se selecciona un carbono ctivo, celulosa 

CM y alginato de calcio como los absorbentes que muest n la actividad 

anti -Toxina M. 

Adicionalmente es posible examinar y comparar las soluciones que 

contienen este control de aniones, el control positivo y los compuestos de 

prueba con modelos animales para confirmar los efectos e los niveles de 

los animales de los materiales tóxicos anti-M. En estos c SOS se pueden 

emplear muchas clases de animales de sangre caliente. n particular se 

puede emplear un ratón, un perro y un mono. Como model s infectados, se 

puede emplear con efectividad un gerbo mongólico, un ratón y un mono. 

Cuando los compuestos obtenidos por medio del met do de cribado o 

el estuche de cribado de esta invención se Utilizan como los agentes de 

tratamiento y prevención descritos arriba, estos compue tos se pueden 

emplear en las formas usuales. Por ejemplo, usando los mis Os mØtodos de 

las preparaciones farmacØuticas de la protelna de la invenc on, se emplean 

como tabletas, cÆpsulas, elIxires, microcÆpsulas,. solu jones estØriles, 

suspensiones o similares. Las preparaciones obtenidas e esta forma son 

seguras y de baja toxicidad, por ejemplo se pueden administ ar a un humano 

o animal de sangre caliente (como un ratón, una rata, un c nejo, una cabra, 

un cerdo, una vaca, un caballo, un aye, un gato, un perro y ono y similar). 
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Los pesos de las dosis de los compuestos o las sales del mis o se cambian 

por la acción, la enfermedad, la ruta de la dosis o similar Cuando los 

compuestos se utilizan para aumentar la función de la protel a o similar de 

esta invención con un agente de regeneración de tejido despu s de retirar los 

tejidos enfermos, por lo general en los adultos (con un peso stimado de 60 

kg) se pueden administrar en forma oral airededor de 0.1-100 mg del 

compuesto por dIa, preferibiemente airededor de 1.0-50 mg, mÆs 

preferiblemente alrededor de 1.0-20 mg. Para los otros anin.ales, se puede 

emplear el peso de la dosis calculada a 60 kg. 

Cuantificación de la proteIna o la peptida parcial o las sales de esta 

invención: 

Los anticuerpos para la protelna 
y 

similares de esta invención (en 

adelante, ocasionaimente se abrevian como los anticu rpos de est4 

invención) especIficamente pueden reconocer la protelna 
y 

s milares de esta 

inveneión de manera que se pueden emplear para la cuan ificación  de la 

proteina 
y 

similar de esta invención en un lIquido de prueba, articularmente 

por medio de una tØcnica de inmunización de sandwich. A saber, esta 

invención dispone (i) un mØtodo para cuantificar la proteI a 
y 

similar de 

esta invención en un lIquido de prueba caracterizado en que 1 anticuerpo de 

esta invención 
y 

el lIquido de prueba 
y 

la protelna 
y 

imilar de esta 

invención se hacen reaccionar en forma competitiva, se determinan las 

proporciones de la proteIna etiqueteada 
y 

similar de esta i vención que se 

fija al anticuerpo 
y 

(ii) un mØtodo para cuantificar la prote na 
y 

similar de 

esta invención en un lIquido de prueba caracterizado en q e el lIquido de 

prueba 
y 

ci anticuerpo insolubilizado en un excipiente 
y 

ci otro anticuerpo 

etiqueteado de esta invención se hacen reaccionar al misilio tiempo o en 

forma continua 
y 

luego se determina la actividad del agente de etiqueteado 

en el excipiente insolubilizado. En ci mØtodo cuantitati o anterior (ii), 

preferibiemente, un anticuerpo es un anticuerpo que recon ce los extremos 

N de la protelna 
y 

similar de esta invención, el otro a ticuerpo es un 

anticuerpo que reacciona con los extremos C de la proteina similar de esta 

invención. 
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MÆs au, n, utilizando un anticuerpo monoclonal para la protelna y 

similar de esta invención (en adelante ocasionalmente se a revia como un 

anticuerpo monoclonal de esta invención), la cuantificación  de la protelna y 

similar de esta invención se puede efectuar, y adernÆs, la detcción se puede 

completar usando un colorante para tejidos. Como estos obj tos, se pueden 

usar anticuerpos moleculares mismos o fracciones F(ab’)2, abt, o Fab de 

anticuerpos moleculares. La cuantificación  de la protelna y similar de esta 

invención y los usos de esta invención no se deben limitar. Por ejemplo, la 

cantidad del anticuerpo, del antIgeno o del complejo del anticuerpo - 

antIgeno correspondiendo a la cantidad de antIgeno (por ejemplo, la 

cantidad de la proteina) en el lIquido de prueba se detecta en forma qulmica 

o fisica, la cantidad obtenida se determina por medio de una curva de 

estÆndar que se forma por medio de un lIquido estÆndar conteniendo el 

antIgeno a una cantidad conocida. Como ejemplos pre riblemente se 

pueden emplear nefelometrIas, un mØtodo de competen �a, un mØtodo 

inmunomØtrico y un mØtodo de sandwich. Considerando la ensibilidad y la 

especificidad, se prefiere el mØtodo de sandwich citado. C mo agentes de 

etiqueteado usados en el mØtodo de determinación con u a sustancia de 

etiqueteado, por ejemplo se ejemplifica un isótopo radioacti o, una enzima, 

una sustancia fluorescente, una sustancia luminiscente. C mo el isótopo 

radioactivo por ejemplo se puede emplear [1251], [1311] Ni, 14C]. Como la 

enzima se pueden emplear isótopos estables y altame te activos por 

ejemplo, -.galactosidasa, 3 -glucosidasa, alcalifosfatasa, peroxidasa, una 

hidrogenasa de Æcido mÆlico y similar. Como sustancia fluorescente, por 

ejemplo, se puede emplear fluorescamina, fluoresceina sotiiocianato y 

similar. Como la sustancia luminiscente por ejemplo se puede usar, 

luminol, derivados del luminol, luciferina, ludgenina y simi ares. MÆs aün, 

para la fljación de un anticuerpo o de un antIgeno y d un agente de 

etiqueteado, se puede utilizar un antIgeno y un agente de etiqueteado de tipo 

biotina - avidina. 

La insolubilización de un antIgeno o de un anti 

efectuar mediante la absorción fisica o la fijación 

se puede 

ica empleada 

33 



S 

usualmente para la insolubilización de proteInas o enzi as. Como 

excipiente se pueden ejemplificar polisacÆridos insolubles omo agarosa, 

dextrano y celulosa, resinas sintØticas como poliestireno, p liacrilamida y 

silicona o vidrio. En el mØtodo de sandwich, el lIquido de rueba se hace 

reaccionar con el anticuerpo monoclonal insolubilizado de esta invención 

(reacción primaria) y luego se hace reaccionar con ci tro anticuerpo 

monoclonal etiqueteado de esta invención (reacción se ndaria) y se 

determina la actividad del agente de etiqueteado en el excipiente 

insolubilizado para determinar la, cantidad de la proteIna de esta invención 

en el lIquido de prueba. La reacción primaria y la reacci6n secundaria se 

pueden cambiar. De lo contrario, estas reacciones se pue en efectuar al 

mismo tiempo o cambiando los tiempos de inicio. El agente de etiqueteado 

y ci mØtodo de insolubilización se pueden tratar de la mismaorma que estas 

reacciones. En ci inmunoensayo que emplea ci mØtodo de Ændwich, no es 

necesario que ci anticuerpo empleado como un anticuerpo pa a la fase sólida 

o un anticuerpo de etiqueteado sea de un tipo. Se puede emp ear una mezcia 

de dos o mÆs tipos de anticuerpos para mejorar la sen ibilidad de la 

determinación. En ci mØtodo de deterrninación de la proteI a y similar de 

esta invención mediante el uso del mØtodo de sandwich de esta invención, 

los anticuerpos monoclonales empleados en la reacción p imaria y en la 

reacción secundaria preferiblemente tienen enlaces de dife entes partes la 

protelna y similar de esta invención. A saber, en cuanto los anticuerpos 

usados en la reacción primaria y en la reacóión secundar a, por ejemplo 

cuando ci anticuerpo usado en la reacción secundaria recono e ci extremo C 

de la protelna y similar de esta invención, ci anticuerpo mpleado en la 

reacción primaria preferibilemente reconoce una parte excep o ci extremo C, 

por ejemplo ci extremo N. 

El anticuerpo monoclonal de esta invención se pu de usar en un 

sistema de determinación excepto en ci mØtodo sÆndwi h tal como un 

mØtodo de competencia 0 Ufl mØtodo inmunomØtrico 0 una nefelometrIa. 

En ci mØtodo de competencia, los antIgenos y los antIgenos etiqueteados en 

un lIquido de prueba se hacen reaccionar competitivamente con anticuerpos 
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y luego los anticuerpos etiqueteados sin reaccionar (F) y 

etiqueteados (B) fijados a los anticuerpos se separan ( 

los antigenos 

ion B/F), se 

determina la cantidad etiqueteada de B o F y se cuantifica Ila cantidad de 

antIgeno. En el mØtodo de reacción, se emplean anticuerpossoiubies como 

anticuerpos. En la separación B/F, un mØtodo de fase lIqiida donde se 

utiliza polietilenglicol o ci segundo anticuerpo del anticuerp citado arriba, 

y un mØtodo de fase sólida donde se emplea un anticuerpo de fase sólida 

como el primer anticuerpo, o se emplea un anticuerpo s luble como el 

primer anticuerpo y un anticuerpo de fase sólida se emplea c mo el segundo 

anticuerpo se ejemplifican. En el mØtodo inmunomØtrico, os antIgenos y 

los antIgenos en fase sólida en el  liquido de prueba se hace reaccionar en 

forma competitiva con anticuerpos etiqueteados con una can idad definida y 

luego se separan la fase sólida y la fase lIquida. De Ic contrario, 10 

antIgenos en ci liquido de prueba y los anticuerpos etique eados con una 

cantidad excesiva reaccionan, los anticuerpos de la fase so ida se agregan 

para fijar los anticuerpos etiqueteados sin reaccionar a la fase sólida, y se 

separan la fase sólida y la fase lIquida. Continuamente Ee determina la 

cantidad etiqueteada de cualquiera de las dos fases y se determina la 

cantidad del antigeno en el liquido de prueba. En la efelometrIa, se 

determina 
la 

cantidad de sustancias precipitadas insolubies ue resultó de la 

reacción antIgeno - anticuerpo en el gel o en la soluciO . Cuando la 

� cantidad de antIgenos en el liquido de prueba es baja y la cantidad de 

sustancias precipitadas es pequefla, preferiblernente se ruede usar una 

nefelometrIa lasØrica que emplea una dispersion por laser. 

Cuando estos mØtodos de determinación inmunológi a se aplican en 

el mØtodo de determinación de esta invención, no se requi en condiciones 

especiales ni es necesario establecer unas operaciones. Al agregar unas 

ideas tØcnicas comunes a los campos de unas condiciones usuales y a los 

mØtodos de operación de cada mØtodo, se pueden constru r unos mØtodos 

de determinación de la protelna y similar de esta invención. En cuanto a los 

detalles de estos medios tØcnicos comunes, se pueden busc r referencias en 

libros generales y on libros especializados. Por ejemplo, so pueden remitir 
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a Kan Inc editado, Radioimmune Assay, Kodan-sha (1974), Kan Irie 

editado, Radioimmuno Assay, continuado, Kodan- sha (1979), Eiji Ishikawa 

y colaboradores, editado, Immunoenzymornetric Assay, Igak Shoin (1978), 

Eiji Ishikawa y colaboradores, editado, Immunoenzymome nc Assay, 2 nd 

edición, Igaku Shoin (1982), Eiji Ishikawa y colabora ores, editado, 

Immunoenzymometric Assay, 3era edición, Igaku Shoin (1987), Methods in 

ENZYMOLOGY, Vol. 70, Immunochemical Techniques Part A): ibid., 

Vol. 73, Immunochemical Techniques (Part B), ib d., Vol. 74, 

Immunochemical Techniques (Part C), ibid., Vol. 84 (InLmunochemical 

Techniques (Part D: Selected Immunoassays), ibi J., Vol. 92 

(Immunochemical Techniques (Part E: Monoclonal Antibodies and General 

Immunoassay Methods), ibid., Vol. 121 (Immunochemical T chniques (Part 

I: Hibridoma Technology and Monoclonal Antibodies), to os publicados 

por Academic Press Co. Como se describió arriba, al usar 1 anticuerpo de 

esta invención, la proteIna y similar de esta invención se p ede cuantificar 

sensiblemente. MÆs aün, al cuantificar las concentraciones de la protelna y 

similar de esta invención empleando el anticuerpo de esta in ención, cuando 

las concentraciones aurnentadas de la proteina y similar de e ta invención se 

detectan en pacientes con infección por Helicobczcter pylor, los pacientes 

tienen enfermedades por ejemplo, gastritis, iilcera gÆstrica, Æncer gÆstrico, 

enfermedades valvulares, diabetes sacarina, diversos tipos e cancer (como 

cancer de endometrio, endometrioma, cancer de seno, cÆ cer del colon, 

cancer de próstata, cancer de pulmón, carcinoma hepÆtico, Æncer del bazo, 

carcinoma de la vesicula biliar, cancer renal, neuroblastoi a, cancer de la 

vejiga, melanoma maligno y similares). De lo contr io, es posible 

diagnosticar que la posibilidad de la morbilidad futura es alt . El anticuerpo 

de esta invención se puede utilizar para la detección de la p oteIna y similar 

de esta invención en lIquidos de prueba como fluidos o tej dos del cuerpo. 

Se utiliza para la formación de la columna del anticuerpo ara punificar la 

protelna y similar de esta invención, para detectar la prot Ina y similar de 

esta invención en cada fracción de la purificación y ci anÆlisis del 
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comportamiento de la protelna y similar de esta invenci 

prueba. 

en cØlulas de 

El medicamento que contiene el anticuerpo de est invención, el 

anticuerpo de esta invención (el anticuerpo neutralizante) teniendo una 

acción para neutralizar las actividades de la protelna y imilar de esta 

invención se pueden emplear como medicamentos para tr tar y prevenir 

enfermedades como gastritis, ülcera gÆstrica, cancer gÆstri o, enfermedad 

valvular, diabetes sacarina, diversos tipos de cancer (co i o cancer de 

endometrio, endometrioma, cancer de seno, cancer del Co on, cancer de 

próstata, cancer de pulmón, carcinoma renal, neuroblastom , cancer de la 

vejiga, melanoma maligno 
y 

similares). El anticuerpo hum nizado de esta 

invención para la protelna 
y 

similar de esta invención se puede emplear 

como medicamento para tratar 
y 

prevenir enfermedades omo gastritis1, 

iilcera gÆstrica, cancer gÆstrico, enfermedad valvular, diabetes sacarina, 

diversos tipos de cancer (como cancer de endornetrio, endometrioma, 

cancer de seno, cancer del colon, cancer de próstata, can er de pulmón, 

carcinoma renal, neuroblastoma, cancer de la vejiga, melan ma maligno 
y 

similares). El anticuerpo humanizado se puede formar con eferencia a los 

mØtodos descritos en Nat Biotechnol, 14, 845-851 (1996), Nat Genet. 15, 

146-156 (1997) 
y 

PNAS, 97(2), 722-727 (2000). A co tinuación este 

anticuerpo neutralizante 
y 

este anticuerpo humanizado de e ta invención se 

abrevian como el anticuerpo de esta invención. 

Los agentes de tratamiento 
y 

prevención citados arrib que contienen 

el anticuerpo de esta invención se pueden administrar e forma oral o 

parenteral como un lIquido o como se encuentra o una coi posición de un 

medicamento con una forma de dosis apropiada a un humano o a un 

mamIfero (como un ratón, un conejo, una cabra, un cerdo, una vaca, un gato, 

un perro, un mono 
y 

similar). La dosis de los agentes varIa segiin el objeto, 

la enfermedad, el grado de la enfermedad, la ruta de la osis o similar. 

Cuando los agentes se utilizan para tratar o prevenir un tumor del 

endometrio, por lo general una dosis del anticuerpo de e 

0.01-20 mg/kg por peso, preferiblemente 0.1-10 mg/kg 

invención es 

por peso, mÆs 
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preferiblemente 0.1 5 mg/kg por peso entre airededor de 1 

dIa. Es conveniente administrar el agente por medio de 

intravenosa. Una dosis en otra administración parenteral 

puede estar acorde con la dosis anterior. Cuando el estado d 

es muy severo, se puede incrementar la dosis proporcionali 

El anticuerpo de esta invención se puede administrar como 

composición mØdica apropiada. La composición mØdica 

administración contiene un excipiente farmacØuticamente a 

y 5 veces por 

una inyección 

t oral tambiØn 

la enfermedad 

nte al estado. 

o como una 

izada en la 

iado para el 

anticuerpo descrito arriba o la sal, un diluyente o un excipiente. Esta 

composición se puede administrar como una forma de dosis apropiada para 

una administración apropiada oral o parenteral. A saber por ejemplo, como 

la composición para la administración oral, la forma de dosis es un sólido o 

un lIquido, concretamente una tableta (conteniendo una grag a 
y 

una tabletil 

recubierta con una peilcula), una pastilla, un grÆnulo, un p01 0, una cÆpsula 

(conteniendo una cÆpsula blanda), un jarabe, una emulsion, una suspension 

o similar. Dicha composición se prepara por medio de Ufl 1 Øtodo conocido 

y 

puede contener ci excipiente empleado normalmente, un diluyente 0 Ufl 

excipiente. Por ejemplo, como ci medio de transporte de la tableta 
y 

el 

excipiente se puede emplear lactosa, almidón,  sacarosc, , estearato de 

magnesio 
y 

similares. 

Los siguientes niimeros de secuencia del listado de secuencias 

muestran la siguiente secuencia 

SEC ID No. 1: muestra una secuencia de aminoÆci os derivada de 

Helicobacter pylon 60190 (Toxina M). 

SEC ID No. 2: muestra una secuencia base de A  de cOdigos 

derivada de Helicobacter pylori60 190 proteIna (Toxini. M) de esta 

invención teniendo la secuencia de aminoÆcidos representa4 por la SEC ID 

No. 1. 

SEC ID No.3: muestra una secuencia base del 

(sintØtico) usado en ci Ejemplo 3. 

SEC ID No.4: muestra una secuencia base del 

(sintØtico) usado en el Ejemplo 3. 

preparado 

N preparado 
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El transfornante, Escherichia coli Toxina MIpET30 LIC/DH5 a 

obtenido en el Ejemplo 3 citado a continuación fue depositado bajo 

declaración No. PERM BP-8218 el 17 de octubre de 2002 en el National 

Institute of Advanced Industrial Science and Technology (IPD). Ma’s aün, 

el don del hibridoma No. 4 obtenido en el Ejemplo 4 citado a continuación 

fue depositado bajo declaración No. FERM BP-8222 como BALB-

C/P3U1/004-1G9 el 23 de octubre de 2002 en el National Institute of 

Advanced Industrial Science and Technology (IPOD). A 

hibridoma No. 101 fue depositado bajo declaración No. 

como BALB-c/P 3U 1/101-1 C 10 el 23 de octubre de 20 

Institute of Advanced Industrial Science and Technology (. 

. de hibridoma No. 116 fue depositado bajo declaración No.. 

como BALB-C/P3U1/116-5D7 el 23 de octubre de 2002 

Institute of Advanced Industrial Science and Technology (IN 

Ej emplos 

Esta invención se entenderÆ con mayor facilidad con 

siguientes ejemplos. Sin embargo, estos ejemplos tienen 

ilustrar esta invención y no se deben interpretar de manera 

Ærnbito de la invención. La rnanipulación de genes E.col: 

conformidad con el mØtodo descrito en Molecular Cloning. 

Ejemplo 1: Un mØtodo para purificar y extraer la 

� invención de Helicobacter 

Se puede obtener Helicobacter pylori con una cc] 

establecida (por ejemplo, de American Type Culture C 

cultivar una cepa a partir de muestras clInicas de ensayos, 

el don del 

BP-8223 

en el National 

D). El don 

M BP-8224 

el National 

). 

ia a los 

finalidad 

que limiten el 

se efectuó de 

toxina de esta 

)a separada ya 

Dilection) o al 

fl este ejemplo, 

se utilizó una cepa separada de Helicobacter pylori 6010. Usandp un 

medio agar al cual se agregó 5% de suero bovino (producidopor Sigma Co.) 

a un medio agar de Infusion Cerebro Corazón (producido por Difco Co.), 

esta cepa separada se sub-cultivó en 2-5 pasos durante 1 - 

temperatura de 37°C y una humedad de 90% o rnÆs, bajo u 

mÆs microaeróbicas (CO2 5-10%). Bajo un microscopio 

las cØlulas no estaban muertas ni estaban en forma colloi 

semanas a una 

condiciones 

confirmO que 

mo que hablan 
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crecido satisfactoriamente. Las cØlulas se transfirieron a una placa con un 

cultivo agar Infusion Cerebro Corazón (producido por Difc Co.) que no 

contenha suero sino 5% de 2,6-di-0-metiio-f3-ciciodextrina. DespuØs de 

cônfirmar que ci cultivo y el crecimiento se encontraban ba o las mismas 

condiciones que las que se citan arriba, las cØlulas se transfiri ron a cultivos 

conteniendo 2,6-di-0-metilo-3-ciciodextrina con unas reducci nes gradualles 

por pasos, es decir 2%, 1% y 0.5% de la concentraciOn. 

En un cultivo lIquido de Infusion Cerebro Corazón con eniendo 0.5% 

de 2,6-di-0-metilo--ciclodextrina, se cultivaron las c lulas a una 

temperatura de 37 °C baj o condiciones microaeróbicas du ante unas 16 

horas mientras se agitaba en un agitador rotatorio a 100-1 0 rpm. Se 

recolectaron cØlulas de bacteria Pelletal por medio de cc itrifugación a 

10000 Xg durante 20 minutos. Estas se suspendieron en una soluciór 

amortiguadora 10 mM Tris-HCI pH 7.7 (en adelante at reviada como 

amortiguador A. El pH total es 6.1 o ma’s, porque ci pH de la proteIna 

buscada es pH 6.08.) y se dispersaron por sonicación. DespuØs de 

guardarlas durante la noche a una temperatura de �80°C, ruevamente las 

cØlulas se dispersaron por sonicación y se centrifugaron a 100000 Xg 

durante 60 minutos. Unicamente se extrajo la capa superior las tres capas 

separadas. 

El extracto lIquido se purificó crudamente con una sol ción de suifatô 

de amonio al 70%. El extracto resultante se purificó por medio de una 

cromatografla de intercambio de jones con una resina C e glObuios de 

intercambio de aniones con unos diÆmetros de partIcula b stante grandes 

(DEAE Sephacel de Amersham Pharmada Biotech AB). El mortiguador A 

se empleó como una solución amortiguadora de equilibrio, se empleó una 

mezcla del amortiguador A y una solución de sal de NaC a 0.3M como 

eluido. Usando el amortiguador A y ci eluido se extra  ron las cØlulas 

mediante un gradiente de concentración. Se agregO una ca tidad apropiada 

de cada fracción en forma de gotas en los pozos donde s sembraron las 

CØlulas HeLa y se evaluó una viabilidad de cØlulas en ada pozo. La 

evaluación se efectuO por medio de un ensayo WST usa do Estuches de 
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Conteo de CØlulas (laboratorios DOJIN). Se comparó con 

evaluaron las fracciones que mostraron una viabilidad si 

inferior y las fracciones que mostraron unas curvas 

rØlativamente similares de la protelna junto con los re 

electroforesis para utilizarlas como fracciones de muestra p 

proceso de purificación. 

Se seleccionó una cromatografia hidrófoba (Phenyl Se] 

Amersham Pharmada Biotech AB) que tiene un sistema 

control, y se 

icativamente 

crecimiento 

ados de la 

el siguiente 

’ose CL-4B, 

separación 

diferente que el de la siguiente vez. Se empleó una solución mortiguadora 

de equilibrio conteniendo IM de sulfato de amonio en 10 m de solución 

amortiguadora. Se utilizó la solución amortiguadora e levigación 

conteniendo 40% de etilenglicol en 10 mM de solución am rtiguadora de 

fosfato. DespuØs de extraer las cØlulas por gradiente de cone ntración, cadt 

muestra se evaluó con el mismo mØtodo descrito arriba. 

Las muestras extraIdas por el proceso citado arriba se extrajeron 

nuevamente por medio de una cromatografia de intercambio e aniones con 

glóbulos con unos diÆmetros de partIcula relativam nte pequefios 

(RESOURCE Q de Amersham Pharmada Biotech AB). Se utilizO la 

solución amortiguadora A como un amortiguador de eq ilibrio y una 

solución de sal de NaCl a 1 M como un amortiguador de levigación. 

Utilizando la cromatografia, finalmente se obtuvo una sola b ida de proteina 

con un peso molecular de alrededor de 41000. El tipo y el orden de estas 

cromatografias se pueden modificar o se pueden afladir otras. 

DespuØs de que la brida seflalizadora resultante ue teflida con 

Coomassie Brilliant Blue, se transcriptó a una membrana nitrocelulosa o 

(una membrana de polivinilideno difluoruro) con un aparato de 

inmunotransferencia y se analizó con un secuenciador ce aminoÆcidos. 

Como los resultados, de la misma forma que se descr bió arriba, las 

secuencias de aminoÆcidos de los extremos N del locus del gen HP1037 de 

una base de datos registrada (1-lelicobacter pylon 22695) 

95% (19 bases en 20 bases). (Fig. 1) 

an en un 
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Ejemplo 2: Secuencias de aminoÆcidos y secuencias 

mØtodo de producción tecnológica de genes 

En este ejemplo se utilizó una cepa de separación H 

60190. 

ADN con un 

pylon 

Como se describió arriba, ya se hablan efectuado todos los anÆlisis de 

Helicobacter pylori 22695 de diferentes cepas. Se puede determinar el 

locus del gen homologo en la bisqueda en la base de datos ie TIGR (The 

Institute for Genomic Research). Se encontró que el locus de gen HP 1037 

de Helicobacterpylori 22695 codificaba la protelna homólog 

A partir de los resultados se efectuó la clonación de la rotelna de esta 

invención. A saber, se utilizó la Helicobacter pylori 60 90 como una 

plantilla, en primer lugar se formaron grupos plurales propiados de 

preparados apropiados basados en el locus del gen HP 1037 y en el locus dl 

gen HP 1036 corriente arriba y del locus del gen HP 1038 orriente (en el 

sitio 5’ y en el sitio 3’) para completar la secuencia. e empleó una 

polirnerasa de ADN para la funciones de corrección de pr ebas. Cada 

grupo de preparados se conformó de manera que contenla su ficientes partes 

mutuas del preparado y se realizaron varias secuencias en 1 s sitios 5’ y 3’. 

Las secuencias resultantes de ADN se mostraron en la SEID No. 2 del 

listado de secuencias. Las secuencias de aminoÆcidos se uestran en la 

SEC ID No. 1. 

� Ejemplo3 

Experimento de expresión de la proteIna tóxica por re ombinación de 

gen E.coli se utilizó en el experimento de expresión. Se e ripleó el vector 

pET-30EK/LIC (producido por Novagen Co.) y Kcoli’BL2 (DE3) para la 

expresión. El preparado de sensibilidad fue la SEC ID o. 3 insertando 

GACGACGCAAG en el sitio 5’ de la cadena de sensibilida al código de la 

protelna tóxica derivada de Helicobacter Pylori 60190 qu se clonó en el 

Ejemplo 2. El preparado de antisensibilidad fue la SEC ID o. 4 insertando 

GAGGAGAAGCCCGGTTA en el sitio 5’. Se formar los genes de 

inserción por medio de un mØtodo PCR empleando los preparados 

anteriores. Los genes insertados se prepararon en presenca de 25 mM de 
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dATP y 100 mM de DTT con polimerasa de ADN T4 para e sitio LIC del 

vector y se calentó en presencia de 25mM de EDTA. El recombinante 

formado se secuenció nuevamente para confirmar que era ide itico a la SEC 

ID No. 1. Se transformó de Nuevo a E.coli BL21 (DE3) para u expresión y 

se cultivó en un medio LB conteniendo 30 jig/ml of kanamici a. 

Se agitó el cultivo para obtener airededor de 04 d 0D600 a una 

temperatura de 37°C a 250 rpm. Se agregó isopropilo-beta tiogalactosida 

para obtener una concentración final de 1 mM, y ademÆs la ezcla se agitó 

durante 2 horas. Puesto que la protefna fusionada formó un cuerpo de 

inclusion, se recolectó E.coli mediante centrifugado y el cue o de inclusion 

de la protelna se obtuvo con un reactivo BugBuster y Benznase Nuclease 

(ambos disponibles en Novagen Co.) . La proteIna se 

separior

 

por medio de 

un mØtodo de electroforesia de gel de sodio dodecil sulfatopoliacrilamida 

(SDS-PAGE), y larespectiva brida ijnica se confirmó  una brida 

argentafin. Luego la proteIna se replegó y se comparó con el control con un 

reactivo WST (Dojin Chemical aboratories Ltd. Cell Counting Kit) 

usando cØlulas HeLa y otras cØlulas de animales de sangre c liente. Como 

resultados, se evaluaron unas diferencias significativas de su ervivencia y se 

encontró que la protelna de expresión tenIa las mismas acti idades que las 

de la proteIna purificada. Se encontró que  la protelna de exresión tenla las 

mismas actividades que las cØlulas gÆstricas humanas nor ales como las 

� cØlulas HeLa de las cØlulas del cancer cervical. (Fig.2). Igualmente se 

encontró que la protelna tenIa amplias actividades no solo sobre los otros 

tejidos humanos sino tambiØn sobre las cØlulas de los 

Fig.4). 

Ejemplo 4 

Formando un anticuerpo monoclonal anti - Tóxico M: 

La expresión de la Toxina M 240 g, que se replegó 

s (Fig. 3, 

administró en 

forma subcutÆnea dos veces en diferentes posiciones de BiLB/C ratón. 4 

dIas despuØs de la inmunización final, se extrajo el bazo del ratón y se filtrO 

por presiOn por medio de un tramado sin manchas y se uspendió en un 

medio Eagle’s modificado mInimo esencial (MEM) para obtener una 
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solución de suspensiones de cØlulas de bazo. Como las 

la fusion celular, se emplearon cØlulas de mioma P3 -X63. 

derivadas de BALB/C ratOn como las cØlulas usadas en la 

s usadas para 

8. Ui (P3U1) 

isión celular. 

[Temas actuales en microbiologla e inmunologIa, 81, 1 (1978 ]. La fusion 

celular se efectuó de conformidad con el mØtodo de origen [Nature, 256, 

495 (1975)]. A saber, las cØlulas del bazo 
y 

P3U1 se lava on tres veces 

respectivamente con MEM que no contenla suero 
y 

se m claron a una 

proporción de 6.6: 1 de cØlulas del bazo 
y 

nümero P3U1. as cØlulas se 

precipitaron por centrifugado a 750 x g durante 15 minutos. Se retiraron 

todos los sobrenadantes 
y 

se liberO el precipitado; se agreg ron 0.3 ml de 

poliestilenglicol al 45% (PEG) 6000 (Producido por Wako J nyaku Co.) 
y 

se dejó reposar la mezcla en un tanque de ªgua tibia a 3 °C durante 7 

minutos para efectuar la fusion. DespuØs de la fusiOn, se agregaroi 

cantidades limitadas de MEM a las cØlulas 
y 

se agregó un to al de 15 ml de 

MEM. La mezcla se centrifugó a 750 X g durante 15 minuto 
y 

se retiraron 

los sobrenadantes. El precipitado de las cØlulas se suspend’ en un medio 

GIT (producido por Wako Junyaku Co.) (GIT-10% PCS) co teniendo 10% 

de suero fetal bovino para obtener P3U1 de 2 X 105por 1 ml, se sembró en 

placas de 24 pozos (producidas por Iwaki Co.) a 1 ml po pozo en 168 

pozos. DespuØs del semillamiento, las cØlulas se incbaron en una 

incubadora de dióxido de carbono al 5% a una temrer tura de 370C. 

� DespuØs de 24 horas, se agregó GIT� 10% medio FCS (medio HAT) 

conteniendo HAT (hipoxantina 1X104M, aminopterina 4X1 7M y timidina 

1.6 X 10-3 M)  a 1 ml por pozo para. iniciar el cultivo sel ctivo de HAT. 

DespuØs de 4 y 7 dIas, se descartó 1 ml del lIquido viejo y se continuo’ el 

cultivo selectivo de HAT agregando I ml de medio HAT. Una 

multiplicación del hibridoma se notó 9 dIas despuØs de la fu ion celular y el 

sobrenadante se recolectó. El valor del anticuerpo en el obrenadante se 

determinó con el siguiente mØtodo. A saber, se agregó el  cultivo del 

sobrenadante 100 d y la Toxina M etiqueteada HRP 1 0 tl, que estÆ 

diluido a un mültiplo de 200 con solución amortiguadora C, a cada pozo de 

las microplacas fijando el anticuerpo de inmunoglobulina ratón, y se 
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dejó reaccionar durante la noche a una temperatura de 4°C. DespuØs las 

placas se lavaron con PBS, para que las placas fijaran ci a icuerpo de la 

inmunoglobulina anti ratón, en primer lugar se agregó 100 i ml mediante 

pipeta, de una solución amortiguadora de carbonato a 0. 1M on un pH 9.6 

conteniendo el anticuerpo de inmunoglobulina cabra anti r ton (fracciOn 

IgG, producido por DAKO Co.) a micro placas de 96 pozo a 100 j.xl por 

placa 
y 

se dejó reposar durante 24 horas a una temperatura e 4°C. Luego 

las placas se lavaron con solución sauna con soluciOn am rtiguadora de 

fosfato (PBS, pH 7.4), 25% Brock Ace (marca registrada, roducido por 

Yuldjirushi Milk Products Co.) 
y 

PBS, pH 7.2 conteniendo 0. % de NaN3 se 

agregaron mediante pipetas a cada 300 tl para bioquea una fijación 

excesiva del pozo 
y 

se trató por lo menos durante 2 horas a una 

temperatura de 4°C. A cada pozo de las placas anteriore se agregó el 

anticuerpo de inmunoglobulina de fijación anti ratón, ratón a tisuero 100 1, 

que se diluyó con solución amortiguadora EC [0. 2M solución 

amortiguadora fosfato, con pH 7.0 conteniendo 0.2% de SA, 0.4 M de 

NaCl, 0.4% Brock Ace, 0.05 % de CHAPS (3-[(3-

colamidopropilo)dimetilo-ammonio]-1-propanosulfonato), 21T M de EDTA 
y 

0.1% de NaN31, 
y 

se dejaron reaccionar durante 16 horas a L na temperatura 

de 4°C. Luego las placas se lavaron con PBS, pH 7.4, 
y 

se gregó lOOpi de 

la protelna con la toxina replegante etiqueteada 1-IRP 
y 

se ej ó reaccionar 

durante 7 horas a temperatura ambiente. La anterior pro elna de toxina 

replegante se preparO en el Ejemplo 3 arriba diiuyendo a un iiltiplo de 100 

con una solución amortiguadora C [0.02M de solución aniortiguadora de 

fosfato, pH 7.0, conteniendo 1% de BSA, 0.4 M de NaCl 
y 

2 M de EDTA]. 

Luego las placas se lavaron con PBS, pH 7.4, se agregaro 100 pA de un 

sistema de sustitución de peroxidasa de micropozos TMB 
( 

RKEGAARD 

& PERRY LAB. Disponible en Funakoshi Yakuhin) 
y 

se d jó reaccionar a 

temperatura ambiente durante 10 minutos para determinar 1 actividad de la 

enzima en la fase sólida. Luego se detuvo la reacción agreg ndo 100 j.il 1M 

de Æcido fosfórico, se determinO la absorbencia a 450 nm on un lector de 

placas (MTP-120, producido por Corona Co.). Dc ac  rd  con estos 
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mØtodos, se determinó la actividad de la enzima en la fase s61i Como los 

resultados, se seleccionaron 18 pozos donde se encontró el valor del 

anticuerpo entre 123 pozos, y los hibridomas se congelaron y almacenaron. 

Los hibridomas de los pozos, No. 4, No. 53, No. 61, No. 76, No. 101 y No. 

116 se clonaron por el mØtodo de dilución. En la clonaci6n se agregaron 

timocitos de BALB/C ratón como las cØlulas de alimentación a 5 X 106 por 

pozo. DespuØs de la clonación, se determinó el valor del nticuerpo del 

sobrenadante por el mismo mØtodo. Los clones positivos fue on No. 4, No. 

101 y No. 116. Estos clones fueron los hibridomas de roducción de 

anticuerpo de la expresión de  la Toxina M. 

Ejemplo 5 

Determinación de una clase y de una subclase e anticuerpos 

monoclonales: 

Con el mØtodo descrito en el Ejemplo 4, se formaron icroplacas anti 

conejo de fijación  IgO. A saber, se agregó mediante pipeta 0. M de solución 

arnortiguadora carbonato conteniendo anti cabra de p 9.6 a unas 

microplacas de 96 pozos a lOOpi por pozo y se dejaron a una temperatura de 

4°C durante 24 horas. Luego las placas se lavaron con una solución salina 

amortiguada con fosfato (PBS, pH 7.4), 25% Block Ace (rn rca registrada, 

producida por Yukijirushi Milk Products Co.) y se agregó ediante pipeta 

PBS, pH 7.2 conteniendo 0.1% de NaN3 a cada 300 1 p a bloquear las 

partes excesivas de fijación  del pozo y se trató por lo me os durante 24 

horas a una temperatura de 4°C. A las microplacas de antic erpo anti ratón 

IgG de fijación  de anticuerpos se agregó 50 .tl de solució amortiguadora 

EC y 100 id del subtipo especIfico de anticuerpo contenien un estuche de 

iso-tipo producido por Bio-Rad Laboratories y se dejó reacci nar durante un 

dia a una temperatura de 4°C. DespuØs las placas se lavar n con PBS, pH 

7.4, se agregó el cultivo de sobrenadantes de hibridoma des rito arriba y se 

dejó reaccionar durante un dIa a una temperatura de 4°C. Las placas se 

lavaron con PBS, pH 7.4, y se agregaron 100 il de la pr telna de toxina 

replegante etiqueteada HRP que se preparó en el  Ejemplo 3 rriba diluyendo 

a un mültiplo de 100 con solución amortiguadora C ).02M solución 
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amortiguadora de fosfato con pH 7.0, conteniendo 1% de SA, 0.4 M de 

NaCl 2mM de EDTAJ, y se dejó reaccionar durante 6 horas a temperatura 

ambiente. Las placas se lavaron con PBS, pH 7.4, y la ctividad de la 

enzima en la fase sóiida se determinó por ci mØtodo descrito en el Ejemplo 

4. Como los resultados, las subclases del anticuerpo monoci nal producido 

por estos hibridomas fueron No. 4 (IgGi), No. 101 (IgG b) y No. 116 

(IgG2a). 

Ejemplo 6 

Un mØtodo para producir ascitas fluidas de rató a partir de 

hibridornas: 

Los hibridornas No. 4, No. 101 y No. 116 fueron a citas de ratón. 

Previamente se administró 0.5 ml de aceite mineral en forma arenteral a los 

ratones. A los ratones (BALBIC, hembras), lo anterior se administró en 

forma parenteral a 1-3 X 106 cØlulas / ratón y las ascitas 3onteniendo ci 

anticuerpo se recolectaron despuØs de 6-20 dias. El anticuerpo monoclonal 

se purificó a partir de las ascitas obtenidas con una columna de proteIna-A. 

A saber, airededor de 25 ml de ascitas se diiuyeron con ci nlismo volumen 

de solución amortiguadora de fijación (3.5M de NaCl, 1.5M de glicina 

conteniendo 0.05% de NaN3, pH 9.0), la solución se precipit’ a una columna 

de recombinante proteIna-A-agalosa (Repligen Co.) previam nte equilibrada 

con una soiución amortiguadora de fijación,  ci anticuerp espeelfico se 

levigó con una solución amortiguadora de leviga ion (solución 

amortiguadora de Æcido cItrico a 0. 1M, pH 3.0 conteniendo 0 05% de NaN3). 

El lIquido de la levigación se sometió a diÆlisis con PBS pH 7.4 a una 

temperatura de 4°C durante 2 dIas, y se filtró para retirar e bacilli con un 

filtro de 0.22 im (producido por by Millipore Co.) o aim cenando a una 

temperatura de-80°C. 

Ejemplo 7 Preparación del anticuerpo policional Toxi a M 

Se mezcló 4.1 mg de la protelna citotóxica de la T na M dc esta 

invención con un potenciador completo de Freund y la mez la se inmunizó 

subcutÆneamente a un conejo. DespuØs de una semana, se 1 ezcló la misma 

cantidad de la Toxina M con un potenciador incompleto de Freund y la 
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mezcla luego se inmunizó en forma subcutÆnea en un conejo. 

inmunización, se recolectó la sangre del conejo y se centrifu 

los componentes del hematocito y se obtuvo el antisuero. 

DespuØs de la 

ó para retirar 

Ejemplo 8 

AnÆlisis de la Toxina M por Inmunotransferencia (Wes em Blotting): 

Se agregó solución amortiguadora SDS-de muestra onteniendo 2-

mercaptoetanol al sobrenadante obtenido en el Ejemplo 3 la mezcla se 

sometió a electroforesia con Peptida-PAGE (TEFCO) 
y 

s transfirió en 

forma elØctrica a una membrana PVDF (Arnersham). Cada anticuerpo (2 

ig/rn1) obtenido en el Ejemplo 4 
y 

en el Ejemplo 6 se ei pleó como el 

anticuerpo primario. Se empleó HRP (Peroxidasa de rÆb no picante) - 

etiqueteado con anticuerpos IgG anti conejo 
y 

anti rató (dilución en 

mi1tip1os de 2000; Dako) como ci anticuerpo secundario. L coloración se 

efectuó por medio de un sistema de detección ECL de inmu otransferencia 

(Amersham). Como los resultados se confirmó que c da anticuerpo 

prirnario reconoció la protemna de expresión. (Fig.5). 

Ejemplo 9 

Se cargo carbono activo (0.2-.0.1mm de diÆmetro), 
& 

celulosa 
y 

alginato de calcio, cada uno a 0.5m1, en tres columnas DespuØs de 

equilibrarlas con solución amortiguadora Tris 10mM, pH 7. 7, se agregaron 

0.5m1 de Toxina M 400 nM teniendo una actividad re legada a cada 

columna, 
y 

estas columnas se taponaron 
y 

se dejaron rep sar durante 60 

minutos a una temperatura de 25°C. Mientras tanto, se dejó que la solución 

amortiguadora Tris sola 
y 

la solución amortiguadora Tris conteniendo la 

misma Toxina M reposaran bajo las mismas condicione . Luego se 

abrieron todas las columnas 
y 

luego se separaron cada 100 1 que calan de 

las columnas, ademÆs se agregaron 0.5 ml de la solución am rtiguadora Tils 

a cada columna 
y 

se recolectaron cada 100 l. Se centrifu ó sangre entera 

de adultos normales 2 3 veces a 800 X g durante 10 min os hasta que el 

sobrenadante se volvió transparente. Se utilizaron 10il d los eritrocitos 

precipitados agregados a 10 mM de la soluciOn amortigua 

como control positivo. Similarmente, los 10 l de eritroc 

Tris 990 pA 

tos precipitados 



agregados a 10 mM de una sal de la solución amortiguadora Tris a! 0.9% se 

emplearon como un control negativo. Se recolectaron muestras de las 

columnas anteriores. Se agregaron eritrocitos de 1 volumen por 100 

volümenes de la muestra a las muestras. Los controles y las muestras se 

compararon con la concentración relativa de hemoglobina levigada con un 

lector miltiple de placas (Biorad) mediante la mediciOn como una 

absorbencia de 415 nm. (Fig. 6). 

Ejemplo 10 

Se determinaron las proporciones a las cuales las cØlulas HeLa 

(cØlulas hurnanas con cancer de cervix uterino) estuvieron expuestas a las 

fracciones de cada columna del Ejemplo 9 y se determinó la viabilidad por 

un mØtodo WST usando una sal de tetrazolio. Las cØlulas HeLa se 

cultivaron en placas de 96 pozos durante 24 horas a una proporción di,-

10000 e10000 cØlulas por pozo. Unicamente se agregó respectivamente un lIquido 

de cultivo de control negativo, cada muestra de lIquido y un control positivo 

de 20 nM de La proteIna toxina a cada pozo y estos se cultivÆron durante 12 

horas a una temperatura de 37°C. Empleando un Estuche de Conteo de 

CØlulas (DOJIN LABORATORIES Ltd. Co.), se midieron las proporciones 

de la viabilidad de las cØlulas detectadas por un mØtodo WST como una 

absorbencia de una longitud de onda de 415nm. (Fig. 7, Fig. 8). 

Aplicabilidad Industrial 

La proteIna y la peptida parcial de esta invención y similares se 

pueden usar por ejemplo como agentes para el tratamiento del cancer. El 

anticuerpo de esta invención se puede utilizar para identificar la proteIna de 

esta invención en la sangre, los tejidos, la orina y los excrementos 

recolectados de pacientes de ensayos y para confirmar la infección con 

Helicobacter pylon. AdemÆs se utiliza para la cuantificación  de la protelna 

de esta invención. La proteIna de esta invención se puede emplear como un 

agente de cribado de los compuestos que aumentan o inhiben las actividades 

de la proteIna de esta invención. 



Listado de secuencias 

<110> Hiroyuki OHNO 

<120> ProteIna citotóxica 

<130> 200212050 

<160>4 

<210> 1 

<21 1> 357 

<212> PRT 

<213> Helicobacterpylori 

<400> 1 

Met Lys Gly Leu Glu Arg Glü Ser His Phe Thr Leu Asp Glu Asn Ala 

� 1 .5 10 15 

Met Phe Phe Glu Cys Ala Tyr Ser Cys Asp Asn Ala Leu Phe Leu Gin 

20 25 30 

Leu Glu Asp Arg Ser Phe Phe Tie Thr Asp Ser Arg Tyr Thr Gin Glu 

35 40 45 

Ala Lys Glu Ser lie Gin Pro Lys Asn Gly Val Leu Ala Glu Val lie 

50 55 60 

Glu Ser Ser Asp Leu Val Gin Ser Thr lie Asp Leu lie Ala Lys His 

65 70 75 80 

� 
Ser Val Lys Lys Leu Phe Phe Asp Pro Asn Gin Val Asn Leu Gin Thr 

85 90 95 

Tyr Lys Arg Leu Asp Ser Ala lie Gly Asn Lys Val lie Leu Glu Gly 

100 105 110 

Val Pro Ser Tyr His Arg Gin Lys Arg lie Tie Lys Asn Asn His Glu 

115 120 125 

Ile Gin Leu Leu Lys Lys Ser Gin Ala Leu Asn Val Glu Ala Phe Glu 

130 135 140 

Asn Phe Ala Glu Tyr Val Lys Lys lie Phe Asp Glu Lys Glu Ser Leu 

145 150 155 : 160 

Ser Glu Arg Tyr Leu Gin His Lys Val Lys Asp Phe Leu Thr tys Glu 

Of 



165 170 175 

Gly Val Tyr Asp Leu Ser Phe Glu Pro lie Leu Ala Leu Asn Ala Asn 

180 185 190 

Ala Ser Lys Pro His Ala Leu Pro Ser Ala Lys Asp Phe Leu Lys Ala 

195 200 205 

Glu His Ser lie Leu Leu Asp Met Gly Tie Lys Tyr Glu Arg Tyr Cys 

210 215 220 

Ser Asp Arg Thr Arg Thr Ala Phe Phe Asp Pro Lys Asp Phe Val Phe 

225 230 235 240 

Lys Arg Glu Gin Ser Phe Lys Asp Lys Glu Ser Gin Lys lie Tyr Asp 

245 250 255 

Ile Val Lys Glu Ala Gln Glu Lys Ala lie Ser Gly Tie Arg Ala Gly 

� 260 265 270 

Met Thr Gly Lys Glu Ala Asp Ser Leu Ala Arg Gly Val Tie Sr Asp 

275 280 285 

Tyr Gly Tyr Gly Gin Tyr Phe Thr His Ser Thr Gly His Gly Tie Gly 

290 295 300 

Leu Asp Tie His Glu Leu Pro Tyr lie Ser Ser Arg Ser Glu Thr Tie Leu 

305 310 315 320 

Glu Glu Gly Met Val Phe Ser Val Glu Pro Gly lie Tyr lie Pro Gly 

325 330 335 

� Phe Phe Gly Val Arg lie Glu Asp Leu Val Val lie Lys Asn Sr Arg 

340 345 350 

Ala Glu Leu Leu 

355 

<210>2 

<211> 1071 

<212> DNA 

<213> Helicobacterpylori 

<400>2 

atgaaaggat tagaaagaga atcgcatttc acgcttgatg aaaacgcgat gttttttgag 60 

tgtgcttata gttgcgataa tgctttgttt ttgcaattag aggatcgctc gttttttatc 120 
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actgattctc gctacactca agaagctaaa gaaagcattc agcctaaaaa tggcgtttta 180 

gcggaagtga tagaatccag cgatttagtc caaagcacga ttgatttgat cgcaaaacac 240 

tcggttaaaa agctcttttt tgatcccaat caagtgaatt tgcaaaccta caagcgtttg 300 

gattcggcga ttgggaataa ggttatttta gagggcgtgc ctagttacca ccgccaaaaa 360 

cgcatcatta aaaacaatca tgagatccaa ctcctcaaaa aatctcaagc gttgaatgtt 420 

gaagcttttg aaaattttgc cgagtatgtg aaaaagattt ttgatgaaaa agagtccttg 480 

agcgagcggt atttgcagca taaggttaag gactttttga ctaaagaggg ggtttatgat 540 

ctgagctttg agcctatttt agccttgaat gcgaacgcga gcaaacccca tgctttgcct 600 

agtgcgaagg attttttaaa agcggagcat agcattcttt tggatatggg gatcaaatac 660 

gaacgctatt gctcggatag gactcgcacg gctttttttg accctaaaga ttttgtcttc 720 

aaaagagagc agagtttcaa ggataaagag agtcaaaaga tttatgacat tgtgaaagaa 780 

gcgcaagaaa aggctatttc aggtattaga gcgggcatga ecggtaaaga agcggacagc 840 

ttggctaggg gagtgattag cgattatggt tatgggcaat atttcactca cagcactga 900 

catggcattg gettagacat tcatgagctt ccttatattt catcgcgcag tgaaaccatt 960 

ttagaagagg gcatggtgtt ttctgtagag cctgggattt atatccctgg attttttggg 1020 

gtgcgcattg aagatttagt ggtgatcaaa aattctaggg ctgagctttt g 1071 

<210>3 

<21 1> 32 

<212> DNA 

<213> Helicobacter pylon 

<400>3 

gacgacgaca agatgaaagg attagaaaga ga 32 

<210>4 

<21 1> 37 

<212> DNA 

<213> Helicobacter pylon 

<400> 4 

gaggagaagc ccggttacaa aagctcagcc ctagaat 37 
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REIVINDICACIONE S 

1. Una protelna citotóxica comprendiendo una protemna teniendo por 

lo menos una identidad del 70 % o mayor de la secuencia de aniinoÆcidos 

representada por la SEC ID No. 1. 

-2. Una peptida parcial de la proteIna citotóxica descrita en la 

reivindicación 1, caracterizada en que la protelna tiene la misma actividad 

citotóxica que la de la secuencia de arninoÆcidos representada por SEC ID 

No. 1. 

3. La protelna citotóxica de la reivindicación 1 o la reivindicación 2 

donde la proteIna se produce con Helicobacterpylori. 

4. La proteIna citotoxina de la reivindicación 1 o de la reivindicación 

2 donde la protelna se obtiene cultivando un transformante que se 

transforma con un vector de combinación conteniendo el ADN de SEC ID 

No, 2 codificando la protelna citotoxina de la reivindicación 1 o2. 

5. La protelna citotoxina de la reivindicación 4 donde el transformante 

se deposita bajo declaración No. FERM BP-8218 on el National Institute of 

Advanced Industrial Science and Technology (IPOD). 

6. Un agente antineoplÆsico que contiene la protelna citotóxica de la 

reivindicación 1 o 2. 

- 
Un anticuerpo monoclonal especIfico contra la protelna citotóxica 

107que
 se obtiene por la inmunización de la protemna citotóxica de la 

reivindicación  1 o 2 contra un mamIfero. 

4. El anticuerpo monoclonal de la reivindicación 7 que se produce con 

un don de hibridoma de la declaración No. FERM BP-8222. 

-9i El anticuerpo monoclonal de la reivindicación 7 que se produce con 

un don de hibridoma de la declaración No. FERM BP-8223. 

M. El anticuerpo monoclonal de la reivindicación 7 que se produce 

con un don de hibridoma de la declaración No. FERM BP-8224. 

11"...) Un anticuerpo monoclonal especIfico contra la protelna citotóxica 

que se obtiene por medio de la ininunización de la protelna citotóxica de la 

reivindicación 1 o 2 contra un mainifero. -r’ 



A4 1 

12. Un mØtodo para detectar y diagnostiôar la proteina citotóxica de la 

reivindicación 1 o 2 donde se utiliza el anticuerpo monoclonal o policlonal 

que estÆ descrito en cualquiera de las reivindicaciones 7-I1. 

13. Un agente para prevenir y tratar el cancer gÆstrico, la gastritis, la 

ülcera gÆstrica desencadenados por la protelna citotóxica de la 

reivindicación 1 o 2, donde se emplea el anticuerpo monoclonal o el 

anticuerpo policlonal descrito en cualquiera de las reivindicaciones 7-11. 

Un mØtodo de cribado de un compuesto que promueve o inhibe la 

actividad de la protelna de la reivindicación 1 o 2, donde la actividad de 

inhibición de la multiplicación de cØlulas, la actividad citotóxica o la muerte 

celular se juzga al compararse por medio de grupos de control negativos 0 

positivos con una cØlula de animal de sangre caliente. 

15. Un estuche para cribar un compuesto o su sal que promueve o 

inhibe la actividad de la protelna de la reivindicación 1 o 2, que comprende 

la protefna de la reivindicaciOn 1 o 2. 

- 16. Un compuesto o su sal que promueve o inhibe la actividad de la 

protelna de la reivindicación 1 o 2, donde el compuesto se obtiene mediante 

el inØtodo de cribado de la reivindicación 14 o con el estuche de cribado de 

la reivindicación 15. 

17. Un medicamento conteniendo un compuesto o su sal, donde el 

compuesto tiene una actividad que inhibe la actividad citotóxica de las 

cØlulas de animales de sangre caliente con la protelna de la reivindicación 1 

o2. 

18. Un medicamento de la reivindicación 17, que es un agente para 

prevenir o tratar la gastritis, la ülcera gÆstrica, ci cancer gÆstrico y una 

enfermedad que demuestre que fue causada por la Toxina M mediante el 

mØtodo de cribado de la reivindicación 14 o por medio del estuche de 

cribado de la reivindicaciôn 15. 

r 
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et, 

EXTRACTO 

Esta invención se relaciona con una nueva proteIna citotóxica (Toxina 

M, toxina destructora de la mucosa) producida por by Helicobacterpylori y 

el uso. 

Esta invención dispone una proteIna citotóxica (Toxina M) producida 

por Helicobacter pylon, una peptida parcial y un agente antineoplÆsico que 

contienen la proteIna citotóxica. La protelna se obtiene por medio del 

cultivo de un transformante que se transforma con un vector recombinante 

cont eniendo ADN que codifica la proteIna citotoxina. Esta invenciOn 

dispone ademÆs el uso de la protelna. 
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International application No. 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT PCT/JP02/12752 
’?a 

VIII. Certain observation on the international application 
(1) Claim 16 
Claim 16 relates to a compound which is defined by a desired property 

of "promoting or inhibiting the activity of a protein as set forth in 
claim 1 or 2" or its salt. Although claim 16 involves any compounds having 
this property, only part of the claimed compounds are disclosed in the 
description in the meaning as defined in PCT Article 5. It is recognized 
that claim 16 is not supported by the description in the meaning as defined 

in PCT Article 6. 
Although the common technical knowledge at the point of the application 

is taken into consideration, the scope of "the compound promoting or 
inhibiting the activity of a protein as set forth in claim 1 or 2 or 
its salt" cannot be specified. Thus, claim 16 also fails to fulfill the 
requirement of clearness in the meaning as defined in PCT Article 6. 

Such being the case, this search was made on the compounds specifically 
stated as promoting or inhibiting the activity of a protein as set forth 
in claim 1 or 2 (namely, showing an anti-N toxin effect) or salts thereof. 

(2) Claims 17 and 18 
Claim 17 relates to a drug containing a compound which is defined 

by a desired property of "inhibiting the cytotoxic activity of a protein 
as set fort in claim 1 or 2 on warm-blooded animal cells" or its salt. 
Although claim 17 involves any compounds having this property, only part 

of the claimed compounds are disclosed in the description in the meaning 

as defined in PCT Article 5. It is recognized that claim 17 is not supported 
by the description in the meaning as defined in PCT Article 6. 

Although the common technical knowledge at the point of the application 
is taken into consideration, the scope of "inhibiting the cytotoxic 
activity of a protein as set fort in claim 1 or 2 on warm-blooded animal 
cells" cannot be specified. Thus, claim 17 also fails to fulfill the 
requirement of clearness in the meaning as defined in PCT Article 6. 

Such being the case, this search was made on drugs containing the 

compounds specifically stated as inhibiting the cytotoxic activity of 

a protein as set fort in claim 1 or 2 on warm-blooded animal cells (namely, 
showing an anti -N toxin effect) or salts thereof. 

The same applies to claim 18 depending on claim 17. 
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INFORME DE EXAMEN PREUMINAR 
INTERNACIONAL Solicitud Internacional No. PCT/JP02/1 2752 

I. Bases del Informe 
1. Con respecto a los elementos de la solicitud internacional 

I la solicitud internacional como se presentô inicialmente 

LI
 

la descripciOn: 
pâginas  coma se presentaron inicialmente 
pÆginas  presentadas con la peticiôn 
paginas  presentadas con la carta de  

LI las reivindicaciones: 
paginas  como se presentaron inicialmente 
pÆginas  coma se modificaron (junta con cualquier declaraciOn) baja el Articulo 19 
paginas  como se presentaron con la peticiOn 
pÆginas  presentadas con la carta de  

LI los dibujos: 
pÆginas  como se presentaron inicialmente 
pâginas  presentadas can la peticion 
pÆginas  presentadas con la carta de  

LI Ia secuencia de la lista de la descripciOn: 
pÆginas  como se presentaron inicialmente 
paginas  presentadas can la petciôn 
pÆginas  presentadas can la carta de  

2. En Ia concerniente al idioma, todos los elementos indicadas mÆs arriba estuvieran a disposiciôn de 
esta AdministraciOn a le fueran enviadas en el idioma en el cual se radicO Ia solicitud internacional, 
salvo indicaciOn en contraria consignada baja este punto. 

Estos elementos estuvieron a dispasición de esta Administraciôn a le fueron enviados en el idioma 
siguiente: , que es: 

LI el idioma de una traducciôn enviada para efectos de la btisqueda internacional (segun la regla 
23.1 (b)). 

LI el idioma de publicaciOn de la solicitud internacional (segün la  regla 48.3 (b)). 

LI el idioma de la traducciôn enviada para efectas del examen preliminar internacional (segun la 
regla 55.2 y/o 55.3). 

3. En Ia que concierne a cualquier secuencia de nucleOtidos y/o aminoÆcidos divulgada en la 
solicitud internacional, el examen preliminar internacional se IIevO a cabo sabre la base del listada de 
secuencias: 

LI contenido en Ia solicitud internacional, par escrita. 

[} presentado con la solicitud internacional, en farmata de lectura por computadar. 

LI remitido posteriormente a la administraciOn, par escrita. 

LI remitido posteriormente a la administraciOn, en formato de lectura par computador. 

LI se ha rendido la declaraciOn, segün Ia cual el listada de secuencias par escrito y suministrado 
posteriormente no va mÆs alIÆ de la divulgacion hecha en la solicitud tal coma se radicô. 

nx 

se ha rendido la declaraciOn, segUn la cual las informacianes registradas en farmata de lectura 
par computadar son idØnticas a las de los listados de secuencias, presentados par escrita. 

4. Las modificaciones han acarreado la anulación: 

LI de la descripciOn, pÆginas: 

LI de las reivindicaciones, Nos.: 

LI de los dibujos, hajas: 

Formato PCTIIPEAI409 (cuadros ) (Julio 1998) 
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INFORME DE EXAMEN PRELIMINAR Solicitud Internacional No. PCT/JP02/12752 
INTERNACIONAL 

5. El presente informe se preparO sin tener en cuenta (algunas de) las modificaciones, que s 
consideraron que van mäs allä de la exposiciOn de la invenciOn, como se indica en el Cuadro 
Adicional (regla 70.2 (c)).** 
* Toda hoja intercambiable suministrada a ía Oficina receptora en respuesta a una invitaciOn 
bajo el ArtIculo 14 se conoce en este informe como "presentada inicialmente" y no se anexan a 
este informe puesto que no contienen ninguna modificaciOn (Reglas 70.16 y 70.17). 
*(Toda hoja intercambiable que incluya modificaciones de esta IndoIe debe indicarse en el 
punto I y anexarse al presente informe.) 

Ill. Sin elaboración de un dictamen sobre novedad, actividad inventiva y posibilidad de aplicación 
industrial. 

ReivindicaciOn 12. 

V. Declaración motivada bajo ArtIculo 35(2) en cuanto a la novedad, la actividad inventiva y la 
posibilidad de apl(cación industrial; citas y explicaciones sustentando esta deciaración 

1. DECLARACION 

Novedad (N) Reivindicaciones 2,4-11,13-15 
Reivindicaciones 1, 3, 16-18 

SI 
NO 

Actividad Inventiva (IS) Reivindicaciones 6, 13-15 Si 
Reivindicaciones 1-5, 7-11, 16-18 NO 

Posibilidad deAplicaciOn Industrial (IA) 1-11, 13-18 Si 
NO 

Citas y explicaciones (Regla 70.7) 

Acceso Base de Datos PIR No. A71938 Septiembre 29, 1999, Nature, 1999,VoI.397,No.6715,p.176-80 
Nature,1977, Vol, 1388,No.6642,p.539-47 
WO 01/70955 A2 (ELITRA PHARMACEUTICALS, INC.),2001 .09.27 
WO 97/37044 Al (ASTRA AKTIEBOLAG),1997.10.09 
Lancet, 1 992,Vol.339, No.8794,p.629-31 
JP 2000-063280 A,2000.02.29 
WO 99/18938 Al(PERIO PRODUCTS LTD),2001.10.23 

Formato PCT/IPEA/409 (Cuadros I- III -V) (Julio 1998) 



INFORME DE EXAMEN PRELIMINAR Solicitud Internacional No 
INTERNACIONAL 

VIII. Ciertas observaciones sobre la aplicación internacional 
(1) ReivindicaciOn 16 

PCT/JP02/12752 

La Reivindicaciôn 16 hace referencia a un compuesto que se define por medio de una propiedad deseada 
de "promover o inhibir la actividad de una protelna coma se establece en la reivindicaciOn 1 a 2" o su sal. 
Aunque la reivindicaciOn 16 comprende cualquier compuesto que tenga esta propiedad, Cinicamente una 
parte de los compuestos reivindicados se revela en la descripciOn en el significado como se define en el 
Articulo V del PCT. Se reconoce que la reivindicaciôn 16 no estÆ soportada por la descripciôn en el 
significado como se define en el Articulo 6 del PCT. 

Aunque se tiene en cuenta el conocimiento tØcnico ordinario en el punto de la aplicaciôn, no se puede 
especificar el Æmbito del "compuesto promoviendo a inhibiendo la actividad de una proteina como se 
establece en la Reivindicaciôn 1 o 2 o su sal". Par lo tanto, la Reivindicación 16 tampoco cumple con el 
requisito de claridad en el significado como se define en el Articulo 6 del PCT. 

Dado el caso, esta busqueda se efectuo sobre los compuestos sobre los cuales especIficamente se 
afirma que promueven a inhiben la actividad de una proteina coma se establece en la ReivindicaciOn 1 a 2 
(es decir, que muestran un efecto anti-toxina M) o sales de los mismos. 

(2) Reivindicaciones 17 y 18 
La ReivindicaciOn 17 hace referencia a un fÆrmaco conteniendo un compuesto que se define por medio de 
una propiedad deseada de "inhibir la actividad citotOxica de una protelna como se establece en la 
ReivindicaciOn 1 a 2 en las cØlulas de un animal de sangre caliente" a su sal. Aunque la Reivindicación 17 
comprende cualquier compuesto que tenga esta propiedad, Unicamente una parte de los compuestos 
reivindicados se revela en la descripciOn en el significado como se define en el Articulo V del PCT. Se 
reconoce que la reivindicación 17 no estÆ soportada por la descripciOn en el significado como se define en 
el Articulo 6 del PCT. 

Aunque se tiene en cuenta el conocimiento tØcnico ordinario en el punto de la aplicación, no se puede 
especificar el ämbito de "inhibir la actividad citotOxica de una proteina como se establece en la 
Reivindicaciôn 1 o 2 en cØlulas de animales de sangre caliente". Por lo tanto, la ReivindicaciOn 17 
tampoco cumple con el requisito de claridad en el significado como se define en el Articulo 6 del PCT. 

Dado el caso, esta busqueda se efectuô sobre los compuestos sobre los cuales especificamente se 
afirma que irihiben la actividad citotOxica de una proteIna como se establece en la ReivindicaciOn 1 0 2 en 
cØlulas de animales de sangre caliente (es decir, que muestran un efecto anti-toxina M) o sales de los 
mismos. 

Lo mismo aplica para Ia reivindicación 18 que depende de la reivindicaciOn 17. 

1] 
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- INTERNATIONAL SEARCH REPORT [International application No. 

IPCT/JP02/12752 

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 
Int.C17 C07K14/195, 16/12, C12N15/31, C12Q1/02, A61K39/395, 38/00, 

45/00, A61P1/00, 1/04, 35/00, 43/00, G011133/15, 
33/50//C12P21/08 

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 

B. FIELDS SEARCHED 

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 
Int.C17 C07K14/195, 16/12, C12N15/31, C12Q1/02, A61K39/395, 38/00, 

45/00, A61P1/00, 1/04, 35/00, 43/00, G01N33/15, 
33/50//C12P21/08 

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 

Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search terms used) 
SwissProt/PIR/GeneSeq, GenBank/EMBL/DDBJ/GeneSeq, BIOSIS/WPI (DIALOG) 

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT  

Category* Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No. 

X/A Database PIP Accession No.A71938, 20 September, 1-5,7-11/6, 

1999 (20.09.99), Aim PA. et al., probable proline 13-15,16-18 

peptidase - Helicobacter pylon (strain J99), 
Nature, 1999, Vol.397, No.6715, p.176-80. 

X/A Tomb JF. et al., Thecomplete genome sequence of 1-5,7-11/6, 

the gastric pathogen Helicobacter pylon. 13-15,16-18 

Nature, 1997, Vol.1388, No.6642, p.539-47. 

X/A WO 01/70955 A2 (ELITRA PHARMACEUTICALS, INC.), 1-5,7-11/6, 

27 September, 2001 (27.09.01), 13-15,16-18 

Full text 
& US 2002/0061569 Al & EP 1268774 A2 

Further documents are listed in the continuation of Box C. See patent family annex. 

* Special categories of cited documents: "T" later document published after the international filing date or 
"A" document defining the general state of the art which is not priority date and not in conflict with the application but cited to 

considered to be of particular relevance understand the principle or theory underlying the invention 
"E" earlier document but published on or after the international filing "X" document of particular relevance; the claimed invention cannot be 

date considered novel or cannot be considered to involve an inventive 
"L" document which may throw doubts on priority claim(s) or which is step when the document is taken alone 

cited to establish the publication date of another citation or other "Y" document of particular relevance; the claimed invention cannot be 
special reason (as specified) considered to involve an inventive step when the document is 

"0" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or other combined with one or more other such documents, such 
means combination being obvious to a person skilled in the art 

"P" document published prior to the international filing date but later "&" document member of the same patent family 
than the priority date claimed  

Date of the actual completion of the international search Date of mailing of the international search report 
10 March, 2003 (10.03.03) 25 March, 2003 (25.03.03) 

Name and mailing address of the ISA] Authorized officer 
Japanese Patent Office 

Facsimile No. Telephone No. 

Form PCT/ISA/2 10 (second sheet) (July 1998) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No. 

PCT/JP02/12752 

C (Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 

Category* Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No. 

X/A WO 97/37044 Al (ASTRA AB.), 1-5,7-11/6, 
09 October, 1997 (09.10.97), 13-15,16-18 
Full text 
& EP 901530 Al & JP 2000-501621 A 

X/A HAGIWARA A. et al., Prophylaxis with carbon- 16-18/1-11, 
adsorbed mitomycin against peritoneal recurrence 13-15 
of gastric cancer. Lancet, 1992, Vol -339, No.8794, 
p.629-31. 

X/A JP 2000-063280 A (Takeda Chemical Industries, 
Ltd.), 
29 February, 2000 (29.02.00), 
Full text 
& CN 1243004 A & KR 2000006124 A 

X/A WO 99/18938 Al (PERIO PRODUCTS LTD.), 
22 April, 1999 (22.04.99), 
Full text 
& EP 1021171 A & JP 2001-519379 A 

A BOTTOMLEY J. et al.., Cloning, sequencing, 
expression, purification and preliminary 
characterization of a type II dehydroquinase 
from Helicobacter pylon. Biochern. 3., 1996, 
Vol.319 (Pt 2), p.559-65 

16-18/1-11, 
13-15 

16-18/ 
1-11,13-15 

1-11,13-18 

Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (July 1998) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No. 

PCT/JP02/12752 

Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet) 

This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons: 

EClaims Nos.: 12 

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 
Claim 12 pertains to diagnostic methods to be practiced on the human body, 

and thus relates toa subject matter which this International Searching Authority 
is not required, under the provisions of Article 17 (2) (a) (i) of the PCT and 

Rule 39.1(iv) of the Regulations under the PCT, to search. 

2. Claims Nos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such an 
extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 

3. ED Claims Nos.: 

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 

Box H Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet) 

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 

UAs all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all searchable 

claims. 

2. As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3. As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers 

- only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 

4. No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 

restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 

Remark on Protest D The additional search lees were accompanied by the applicant’s protest. 

UI No protest accompanied the payment of additional search fees. 

Form PCT/1SA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 1998) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No. 

PCT/JP02/12752 

<Subject of Search> 

(1) Claim 16 
Claim 16 relates to a compound which is defined by a desired property 

of "promoting or inhibiting the activity of a protein as set forth in 

claim 1 or 2" or its salt. Although claim 16 involves any compounds having 

this property, only part of the claimed compounds are disclosed in the 

description in the meaning as defined in PCT Article 5. It is recognized 

that claim 16 is not supported by the description in the meaning as defined 

in PCT Article 6. 
Although the common technical knowledge at the point of the application 

is taken into consideration, the scope of "the compound promoting or 

inhibiting the activity of a protein as set forth in claim 1 or 2 or 

its salt" cannot be specified Thus, claim 16 also fails to fulfill the 

requirement of clearness in the meaning as defined in PCT Article 6. 

Such being the case, this search was made on the compounds specifically 

stated as promoting or inhibiting the activity of a protein as set forth 

in claim 1 or 2 (namely, showing an anti-1 toxin effect) or salts thereof. 

(2) Claims 17 and 18 
Claim 17 relates to a drug containing a compound which is defined 

by a desired property of "inhibiting the cytotoxic activity of a protein 

as set fort in claim 1 or 2 on warm-blooded animal cells" or its salt. 

Although claim 17 involves any compounds having this property, only part 

of the claimed compounds are disclosed in the description in the meaning 

as defined in PCTArticle 5. It is recognized that claim 17 is not supported 

by the description in the meaning as defined in PCT Article 6. 

Although the common technical knowledge at the point of the application 

is taken into consideration, the scope of "inhibiting the cytotoxic 

activity of a protein as set fort in claim 1 or 2 on warm-blooded animal 

cells" cannot be specified. Thus, claim 17 also fails to fulfill the 

requirement of clearness in the meaning as defined in PCT Article 6. 

Such being the case, this search was made on drugs containing the 

compounds specifically stated as inhibiting the cytotoxic activity of 

a protein as set fort in claim 1 or 2 on warm-blooded animal cells (namely, 

showing an anti -M toxin effect) or salts thereof. 

The same applies to claim 18 depending on claim 17. 

Form PCT/ISA/210 (extra sheet) (July 1998) 
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A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

Int.C17 C071<14/195, 16/12, C12N15/31, C12Q1/02, A61K39/395, 38/00, \ 
45/00, A61P1/00, 1/04, 35/00, 43/00, G01N33/15, 
33/50//C12P21/08 

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 

B. FIELDS SEARCHED 

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

Int.C17 C07K14/195, 16/12, C12N15/31, C12Q1/02, A61K39/395, 38/00, 

45/00, A6121/00, 1/04, 35/00, 43/00, G01N33/15, 

33/50//C12P21/08 

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 

Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search terms used) 

Swiss Prot/PIR/GeneSeq, GeriBank/EMBL/DDBJ/GeneSeq, BIOSIS/WPI (DIALOG) 

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT  

Category* Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No. 

X/A Database PIR Accession No.A71938, 20 September, 1-5,7-11/6, 

1999 (20.09.99), Aim RA. et al., probable proline 13-15,16-18 

peptidase - Helicobacter pylori (strain J99), 
Nature, 1999, Vol.397, N0.6715, p.176-80. 

X/A Tomb JF. et al., The’complete genome sequence of 1-5,7-11/6, 

the gastric pathogen Helicobacter pylon. 13-15,16-18 

Nature, 1997, Vol.1388, No.6642, p.539-47. 

X/A WO 01/70955 A2 (ELITRA PHARMACEUTICALS, INC.), 1-5,7-11/6, 

27 September, 2001 (27.09.01), 13-15,16-18 

Full text 
& US 2002/0061569 Al & EP 1268774 A2 

Further documents are listed in the continuation of Box C. D See patent family annex. 

� Special categories of cited documents: "T" later document published after the international filing date or 

"A" document defining the general state of the art which is not priority date and not in conflict with the application but cited to 

considered to be of particular relevance understand the principle or theory underlying the invention 

"E" earlier document but published on or after the international tiling "X" document of particular relevance; the claimed invention cannot be 

date considered novel or cannot be considered to involve an inventive 

"L" document which may throw doubts on priority claim(s) or which is step when the document is taken alone 
cited to establish the publication date of another citation or other "Y" document of particular relevance; the claimed invention cannot be 

special reason (as specified) considered to involve an inventive step when the document is 

"0" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or other combined with one or more other such documents, such 
means combination being obvious to a person skilled in the art 

"P" document published prior to the international tiling date but later "&" document member of the same patent family 
than the priority date claimed  

Date of the actual completion of the international search Date of mailing of the international search report 

10 March, 2003 (10.03.03) 25 March, 2003 (25.03.03) 

Name and mailing address of the IA! S Authorized officer 

Japanese Patent Office 

Facsimile No. Telephone No. 

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (July 1998) 
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C (Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 

Category* Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No. 

X/A WO 97/37044 Al (ASTRA AB.), 1-5,7-11/6, 
09 October, 1997 (09.10.97), 13-15,16-18 
Full text 
& EP 901530 Al & JP 2000-501621 A 

X/A HAGIWARA A. et al.., Prophylaxis with carbon- 16-18/1-11, 
adsorbed rnitomycin against peritoneal recurrence 13-15 
of gastric cancer. Lancet, 1992, Vol.339, No.8794, 
p.629-31. 

X/A JP 2000-063280 A (Takeda Chemical Industries, 
Ltd.), 
29 February, 2000 (29.02.00), 
Full text 
& CN 1243004 A & KR 2000006124 A 

X/A WO 99/18938 Al (PERIO PRODUCTS LTD.), 
22 April, 1999 (22.04.99), 
Full text 
& EP 1021171 A & JP 2001-519379 A 

A BOTTOMLEY J. et al., Cloning, sequencing, 
expression, purification and preliminary 
characterization of a type II dehydroquinase 
from Helicobacter pylon. Biochem. J., 1996, 
Vol.319(Pt 2), p.559-65 

El 

Form PCTJISA/210 (continuation of second sheet) (July 1998) 
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Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet) 

This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reas 

I. Claims Nos.: 12 

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 
Claim 12 pertains to diagnostic methods to be practiced on the human body, 

and thus relates to   subject matter which this International Searching Authority 

is not required, under the provisions of Article 17 (2) (a) (i) of the PCT and 

Rule 39.1(iv) of the Regulations under the PCT, to search. 

2. Claims Nos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such an 

extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 

3. Claims Nos.: 

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).  

S
Box 11 Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet) 

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 

As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all searchable 

claims. 

2. As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

10 
3. As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers 

only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 

4. No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 

restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 

Remark on Protest D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest. 

No protest accompanied the payment of additional search fees. 

Form PCT/1SA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 1998) 
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<Subject of Search> 

(1) Claim 16 
Claim 16 relates to a compound which is defined by a desired property 

of "promoting or inhibiting the activity of a protein as set forth in 

claim 1 or 2" or its salt. Although claim 16 involves any compounds having 

this property, only part of the claimed compounds are disclosed in the 

description in the meaning as defined in PCT Article 5. It is recognized 

that claim 16 is not supported by the description in the meaning as defined 

in PCT Article 6. 
Although the common technical knowledge at the point of the applcation 

is taken into consideration, the scope of "the compound promoting or 

inhibiting the activity of a protein as set forth in claim 1 or 2 or 

its salt" cannot be specified. Thus, claim 16 also fails to fulfill the 

requirement of clearness in the meaning as defined in PCT Article 6. 

Such being the case, this search was made on the compounds specifically 

stated as promoting or inhibiting the activity of a protein as set forth 

in claim 1 or 2 (namely, showing an anti -M toxin effect) or salts thereof. 

(2) Claims 17 and 18 
Claim 17 relates to a drug containing a compound which is defined 

by a desired property of "inhibiting the cytotoxic activity of a protein 

as set fort in claim 1 or 2 on warm-blooded animal cells" or its salt. 

Although claim 17 involves any compounds having this property, only part 

of the claimed compounds are disclosed in the description in the meaning 

as defined in PCT Article 5. It is recognized that claim 17 is not supported 

by the description in the meaning as defined in PCT Article 6. 

Although the common technical knowledge at the point of the application 

is taken into consideration, the scope of "inhibiting the cytotoxic 

activity of a protein as set fort in claim 1 or 2 on warm-blooded animal 

cells" cannot be specified. Thus, claim 17 also fails to fulfill the 

requirement of clearness in the meaning as defined in PCT Article 6. 

Such being the case, this search was made on drugs containing the 

compounds specifically stated as inhibiting the cytotoxic activity of 

a protein as set fort in claim 1 or 2 on warm-blooded animal cells (namely, 

showing an anti -M toxin effect) or salts thereof. 

The same applies to claim 18 depending on claim 17. 

Form PCT/ISA/210 (extra sheet) (July 1998) 
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Brigard & Castro \ 
BOGOTA - COLOMBIA 

PODER POWER OF ATrORP4EY 

Yo (nosotros) I (We) Hiroyuki OHNO 

domtcdiedO(s)en domiciled in 1-12-10-204, Fukuei, Ichika -SM, 

Chiba 272-0137 Japan 

Nombrolarnos) a: RAMIRO CASTRO DUQUE yb 
HECTOR GOMEZ MEJIA. do Bogota, Colombia, 
apoderados vefdaderos y legates con puder eepeciatr 
ampilo y su1lc4nt, pars recebar do las oficinas y 
tutoridades cotombianas edministrativea, judicieles y 
de poticf., an cusiquler instencia o recurso. Is 
obtenc36n do patentee d.c. -inyenciOn, registros do 
marcas, diseæos lndustriales. modetoe do utilldad, 
depositoa de nombr.s comerciales y erta.æas. regiatros 
do detaches do eutor V. conaratos cobra log rniemos, 
obterci6n de certillcadoo do obtentor do varjedades 
vegetates, oat oomo sua pr6rrogas, renovaciones, 
anotaclones de trespeso, camb,oe do riombre yb 
domiclilo; debater, tramitar y registrar contratOs do 
licencia y Ucencias do cualoaquiere Closes; intervenir 
como demandante a como demandado on cuaiquler 
instancis y recurso ante. cualquier suez, corporeción,  
funcionerio publico 0 autorided an aeclones fudictales. 
administratives y do pollofa tales coma: oposiciones at 
regictro do mercas: accionas do ceducidod, 
cance!sciôn y nulidad; ecciones reivindicatorias, 
acciones derivodes do Is obtenosdn a exptotaciôn do 
licencles: acciortes do competencia desleal; demandas 
peiiales; accwnes do indemniz.ciOn do parjuicios. 
reclamos y obsorveciones a. solicitudes do patentes, 
dtseæos industrialas, modeios do utilidad, an el ejercicia 
do medidas ceutelOres y an otras accionee o medidas 
simiaros. 

A site efecto, la(s) facutto(amos) pars etevar 
solicitudes, formular de,cnpcion.s, �nmeendas, 
protostas, declaraclones, oposiclonee, cancelacionee, 
nulidades, apelaciones y reclamos; pager impuestos, 
cuotas y grevimenes presoritas pot It Icy; renunolar a 
desistir e derechos concadidos a en. curio do 
concesldn; recibir toda close do dooumentoe y veloree, 
dando el descargo r,spectwo, y, an general, pare dar 
ante dichs eutoridedes todOs los pasos necewios at 
efecto indicado y tomar todac tat medidas quo 
creyqr.n conducentes at resguirdo de mis (nuestros 

can todas las demªs facultades legates 
necosarias. 

Eat. podrscomprend, Is facuitsd do ratiflcar 
confirmar en ml (rruestra) nombre to actuado act 
coma Is I scultad do desistir, transigir, comprometer, y 
I; do sustituldo en todo a on parte y revocar 
sustitucinss. Asimismo nombro(arnos) a: RAMIRO 
CASTRO DUQUE Y/b HECTOR GOMEZ MEJf 
domictilado(s) on la Carrara 7 No. 18-56 PIso 9 is 
(nuestrosi apoderados an Colombia, con fe as 
Para recibir notificacionee y designer a 
judiciales o txtrajudlctelas. 

Otorgadi, V firrnado an 

Hereby appoint RAMIRO CASTRO O(JO.UE and/or 
HECTOR GOMEZ MEJIA, of Bogota, Colombia. my 
(our) true and lawful attorneys with special, ample and 
sufficient power to obtain from the Colombian 
administrative, judicial and police offices and 
uthoritiee, in any instance, privileges at patents of 

invention, registration of trademarks. Industrial designs 
and utility models; registration of commercial names 
and emblems, registration of copyright and contracts 
related thereto. certificates of obtainers of vegetables 
varieties, as well as extensions, renwatS and recordel 
of assignments and changes of name and domicile 
related to the above; to prepare, prosecute and register 
licenses of any kind; to act as plaintiff or defendant in 
any instance or recourse, and before any judge, 
corporation, public official or authority In judicial, 
administrative and police actions, such w oppositions 
to the registration of trademarks; caducity. cancellation 
and nullity actions; claim actions derived from the 
obtaining or explotatlon of license,, action of unfair 
competition; penal demands, actions of indemnities for 
damages: claims or observations on patent 
applications, models, industrial designs and utility 
models: in the exercise of preventivO measures: and in 
other actions or similar proceedings. 

To that effect they hereby empowered to file 
applications, formulate descriptions, amendments, 
protests, declarations, oppositions, cancellations, 
nuflities, appeals and claims; to pay taxes, quotas and 
assessments prescribed by law, renounce or waive the 
rights granted or in the process of granting: to receive 
all kinds of documents and valuables, giving the 
respective release of receipt, and, in general, to take 
before said authorities the necessary steps to such 
effect, and any masures that they may deem 
pertinent to the safeguard of my (our) interest(s) 
with all the other necessary legal powers. 

This power includes the faculty to ratify or confirm 
desist, settle and compromise on my (our) behalf, and 
to substitute this power in whole or in pan and to 
revoke substitutions. At the same time If We; hereby, 
pn RAMIRO CASTRO DUQUE and/or HECTOR 

4Z MEJIA, domiciled in Carters 7 No. 16-66, PIso 
!Povi

m  (our) attorney(s) in fact, with powers to receive 
notifications and to d  judicial and extrejudicial 
attorneys. 1’ 

Granted andJ.d in Chiba Japan 

day of May 20O. 

Firma
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Registered No. 

NOTARIAL CERTIFICATE 

This is to certify that KAZUTOSHI FUNAHASHI, an agent of 

HIROYUKI OHNO, has stated in my very presence that said 

HIROYLJKI OHNO acknowledged himself to have signed the attached 

document. 

Dated this 20th day of May, 2004. 

�TOKYO  ’N 
Arrr,,xjpq  

-/ �1 �1 H .1;;:i 

Ll 

KO ITO 
Notary 

1-1-1 Shimbashi,Minato-ku,Tokyo, Japan 

Tokyo Legal Affairs Bureau. 
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Notary L1 IIJ 
KO ITO 

EL1!I U )AQ U 

fri 20E1 

APOSTILLE 
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961) 

1. Country: JAPAN 

This public document 

2. has been signed by KO ITO 

3. acting in the capacity of Notary of the Tokyo Legal Affairs Bureau 

4. bears the seal/stamp of 

Certified 

5. at Tokyo 6. 
5/20/2004 

7. by the Ministry of Foreign Affairs 

8. 04- N2 024701 

 

9. Seal/stamp: 10. Sign, /re 

X, 

[A 3. Ntyi,o iorto ja 63e 
eo ts resent. 

quo ccjo. con 
00 s. 3a i it vist, 

2N2004 2 
7.010 CUAWffA Aqus,i Jftl kv, 

Shinichi HAGIWABA 
For the Minister for Foreign Affairs 



TRADUCCIÔN OFICThL NO.398/2004.-

EL TEE TU Q[’E 51(215 55 TEITCCróN  FLEE Y COMPLETE SE UN DOCLNTO ESCRITO EN INGLES, Y LEE VAEL 
3EL]( Y LA F’IRM4 OS L7E7V4 VErSE SE TEMO1NS, TRADUCTORA F INTERPRETS CETCIEL, SEL7VN rurir:LUCI6N 
IL:. :16 

SxpEnrr)A POE EL mrm.rSTF’Rltl DE JUSTICIA EL 6 DE SEPT. SE 1172. 

TRADUCCION DE LOS SELLOS QUE APARECEN EN EL PODER OTORGADO 

POR HIROYUKI OHNO, DOMILICILIADO EN 1-12-10-204 FUKUEI, 

ICHIKAWA-SHI, CHIBA 272-0137, JAPON, A LOS DOCTORES RAMIRO 

CASTRO DUQIJE Y/O HECTOR GOMEZ MEJIA. 

CTORGADO Y FIRMADO EN CHIBA, JAPON, EL 14 DE MAYO DE 2004. 

FIRMADO: HIROYUKI OHNO. 

REGISTRO NO. 0575 

CERTIFICADO NOTARIAL 

POR EL PRESENTE CERTIFICO QUE KAZtJTOSHI FUNAHASHI, un AGENTE 

DE HIROYUKI OHNO, declaró en ml presencia que el mencionado 

HIROYUKI OHNO reconocjó haber firmado el documento adjunto. 

FECHADO A LOS 20 DIAS DEL MES DE MAYO DE 2004. 

FIRMADO: KO ITO, NOTARIO 

1-1-1 SHIMBASHI, MINATO-KU, TOKIO, JAPON 

. OFICINA DE ASUNTOS LEGALES DE TOKIO 

HAY SELLO EN RELIEVE DEL NOTARIO. 

�\BE  

RES No. 
3618 

= SEPr 6 1972 
MNTER0 /V 1 
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TR)1DUCCION OFICIAL NO.398/2004.-

APOS1ILLk 

(CONVENCION DE LA HAYA DEL 5 DE OCTUBRE DE 1961) 

1. PAtS: JAPON 

EL PRESENTE DOCUMENTO PUBLICO: 

2. HA SIDO FIRMADO POR: KO ITO 

3. ACTUANDO EN SU CALIDAD DE: NOTARIO DE LA OFICINA DE 

ASUNTOS LEGALES DE TOKIO 

4. LLEVA EL SELLO DE: 

CERTWICADO 

5. EN TOKIO 

6. EL DIA 20 DE MAYO DE 2004 

7. POR EL MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES 

8. 04- NO. 024701 

9. SELLO: HAY SELLO DEL MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES 

DE JAPON 

10. FIRNADO POR: SHINICHI HAGIWARA, POR EL MINISTERIO DE 

RELACIONES EXTERIORES. 

S -------------------

LA T DUCTO OF CIA 

HELENA URIBE DE LEMOINE 

2 
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SUPERIt4DUSTRIA Y COMERCIO 
Radicacjon : 8486951 068886 Folios: 178 
Fecha(PAD): 2084-87-81 16:31:13 
Tra;jte : 811 PCT-PATENT 379 EASE NACI 411 PRESENTAC 
Depeiidencia: 2828 DIVISION DE NUEVAS CREACI ONE S 

REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL 
TRAMITE 

Usuio 

PATE NTE DE INVENCION / MODELO DE UTILIDAD ( ) 

- lndicaciÆn de que se solicita la concesiôn de una patente. ( 
- Datos de identtficaciôn del solicitante o de la persona que se presenta la solicitud. ( 
- Descripciôn de la invención. ( 

Dibujos do serestos pertinentes. ( ) 
Comprobante de Pago de las tasas establecidas. 

COMPLETA ( ’1" INCOMPLETA ( 

DISEO INDUSTRIAL ( ) 

- lndicación de que se solicita el registro de Diseæo Industrial ( ) 
- Datos de identificaciôn del solicitante o de la persona que presenta ( ) 

- la solicitud. 
- Representaciôn grit ice o fotogrif ice del Diseæo Industrial o muestra del 

Material que incorpora el dlseæo. ( ) 
Comprobante de pago de las tasas establecidas ( ) 

COMPLETA ( ) INCOMPLETA ( ) 

ESQUEMA DE TRAZADO ( ) 

- lndicaciôn de que solicita el registro de un Esquema de trazado. 
- Datos de kientificaclOn del solcltante o de la persona que presenta 

La solicitud. 
Representaciôn grafica del esquema de trazado 
Comprobante de pago de las tasas establecidas. 

COMPLETA 

Firma Responsab 

INCOMPLETA 

RAOKADOR 

Fecha: 



2020 
Bogota D C 

Doctor(a) 
RAMIRO CASTRO DUQUE 
Apoderado 
HIROYUKI OHNO 

ASUNTO: 

RadicaciOn N° 
Solicitud internacional . Fecha inicio fase nacional 
TrÆmite 
Evento 
ActuaciOn 
Folios 

A BP 

Industria y Comercio 
S U P E R I N T E N D E N C I A 

OficioN° 

04-62951 
PCT/J P02/12752 
05/07/2004 
011 
379 
416 
001 

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el artIculo 38 
de la DecisiOn 486 de la ComisiOn de Ia Comunidad Andina, artIculo 27 del 
Tratado de CooperaciOn en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del 
Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de lndustriay Comercio, se le 
comunica que: 

� La solicitud no contiene copia del documento en que consta la cesiOn del 
derecho de patente del inventor al solicitante o a su causante (Art. 26-k) 
DecisiOn 486). 

4.
 El solicitante debe presentar un nuevo tItulo, que permita identificar la 

materia de la cual trata la solicitud, ya que el relacionado no se encuentra 
con la precision necesaria para identificar claramente el objeto de la 
solicitud de patente (Regla 4.3 PCT, Art. 27, 27 DecisiOn 486, Circular 
Unica 5.2.9). 

En cumplimiento de lo dispuesto por el artIculo 39 de la DecisiOn 486, se le 
requiere para que dentro del tØrmino de dos meses siguientes a la fecha de 
notificaciOn del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados. 
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se 
considerarÆ abandonada y perderÆ su prelación. 

Notifiquese el presente 
oA?pricoero 

forme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), 
del capitulo quinto d,ØItl de la Circular Unica N° 10 de 2001. 

ALIX CARMENA’ESPEDES DE VERGEL 
Jefe de la Divii6n de Nuevas Creaciones. 

El anterior requerimiento fue notificado por fijaciOn en lista de fecha, 

202044 O.6 

Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 Pisos 2.5,7 y 10 

’Q4 Conmutador: 3 820840 Fax: 3 505220 
Sede CAN: Tr. 40A No. 38-50 3153265 al 69 

Fax: 3 505220. Linea 9800-910 165 
Web: www.sic.gov.co e-mail: info4sic..goy&o 

Bogota D.C. - Colombia 


