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Industria y Comercio P ——————
SUPERINTENDENCIA Kadivaion 5 WOUTIHE Wsiiuin Folivs: M
-echa (D) SMG-O-bY 1rchie

framite 1 kil PCT-PRVENT /9 HRGE D 411 PREGENFRL

far 2k DIVISIO B MUEVRS CREALIUMES
FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL 4O - {0 -OS
SOLICITUD DE:
@ B Patente de Invencion. [J Patente de Modelo de Utilidad.
[J capitulo 1. Capltulo II.
@ Nombre: SANKYO COMPANY LIMITED
sociadad confituida y extstents bejo las IDENTIFICACION
SOLICITANTE | '9¥®®
(T1) Direccion: 5-1, Nihonbashi-honcho 3- c.c. = NIT =
I n. @-1, NINON I-noncho
Chome, Chuo - Ku, CE. o Otro O
TOkiﬂ. Cual
J
apon Namero
Domicilio: Tokio, Japén
Nombre: EMILIO FERRERO IDENTIFICACION
DIr:cf:lOn: g:n;;a:. No. 72-35 c.C. X NIT O
Tel 0; 7
REPRESENTANTE F:x: " 211 88 50 C.E. 1 Otro O
O APODERADO e ol clientes@camyp.com. Cual __
Domicilio: Bogota, Colombia. NOomero 438.019 T.P 31.829
@ 1. Kimihisha ICHIKAWA 2. Shu TAKAHASHI
¢/o Sankyo Company Limited c/o Sankyo Company Limited
INVEN(;%R (ES) 2-58, Hiromachi 1-chome, 2-58, Hiromachl 1-chome,
Shinagawa-Ku Shinagawa-Ku
Tokyo 1408710 Tokyo 1408710
Japén Japén
3. Toshinorl AGATSUMA. 4, Kelsuke FUKUCHI
c/o Sankyo Company Limited c/o Sankyo Company Limited
2-58, Hiromachi 1-chome, 2-58, Hiromachl 1-chome,
Shinagawa-Ku Shinagawa-Ku
Tokyo 1408710 Tokyo 1408710
Japén Jap6n
5. Takehiro HIRAI
¢/o Sankyo Company Limited
2-58, Hiromachi 1-chome,
Shinagawa-Ku
Tokyo 1408710
Japon

PCT (86)
G Solicitud Intemacional No. PCT/JP2004/003048 Fecha: 9 de Marzo de 2004
Publicacion Intemacional No. WO2004/081050 A1  Fecha: 23 de Septiembre de 2004

Titulo (54)
@ ANTICUERP CONTRA ANTIGENO ESPECIFICO

DE TUMOR COM__ OBJETIVO
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_® Clasificacién Internacional (51) CO7K16/32

Pri ridad [ (33) Pals de Origen (32) Fecha (31) Nimero de Salicitud
si® ~oll JP 10 de Marzo de 2003 2003-063648
@ Comprobante de pago No: 05-87.464 Fecha: 5 de Septiembre de 2005

Anexos:

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud por $ 443.000.00.
Comprobante de pago por reivindicacion de prioridad.

Documento que acredita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona
jurldica.

Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesién del inventor al solicitante o a su causants.

Declaraciones.

Copia de la solicitud intemacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
Traduccién de la solicitud interacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.

Traduccién del examen preliminar efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depésito del material biolégico.

Arte final 12x12

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el
extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totaimente con la invencién
de esta solicitud.

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXQOS

K 000 0000 RROOHE EDH@
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Solicito la concesidn de la patente,
NOMBRE:

FIRMA :

EMILIO FEI;ERO
é___. . Q__ , Vil e =

C.C. 438.019 de Usaquén T.P. 31.829
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DOCUMENTOS ANEXOS

1. [X] Publicacién Intemacional WO 2004/081050 A1
Descripcion:
Paginas 1-77 en el idioma original
Paginas 1-142 en espafiol
Reivindicaciones: Namero (s) 1-27
Figuras: Nomero(s) __
[ ] Forma PCT/RO/101. PCT Request
[C] Forma PCT/RO/106. Invitation to Correct Defects.
P4 Forma PCTASA/210. Informe de Blisqueda Intemacional.
[[] Forma PCTASA/220. Notificacion De La Transmisién Del Informe De Blisqueda
Internacional Y De La Opinidn Escrita De La Administracién Encargada De La Basqueda
Intemacional, O De La Declaracién.
6. [] Forma PCT/ISA/237. Opinidn Escrita De La Administracion Encargada De La Busqueda
Intemacional.

7. [] Forma PCT/IB/304. Notification Conceming Submission Or Transmittal Of Priority
Document.

8. [[] Forma PCTAB/306. Notification Of The Recoding Of A Change.
Descripcién De Modificacion:

o 0N

8. (] Forma PCT/1B/308. Notice Informing The Applicant Of The Communication Of The
Intemnational Application To The Designated Offices.

10.[] Forma PCT/IB/332. Information Conceming Elected Offices Notified Of Their Election.

11.[_] FORMA PCT/IB/345. Communication in cases for which no other form is applicable.

12.[] Forma PCT/IPEA/401. PCT Demand

13.[] Forma PCTAPEA/402. Notification Of Receipt Of Demand By Competent Intemational
Preliminary Examining Authority.

14.[] Forma PCT/IPEA/408. Written Opinion.

15.[] Forma PCT/IPEA/416. Notification Of Transmittal Of The Intemational Preliminary
Examination Report.

16.[] Forma PCT/IPEA/409. Informe Del Examen Preliminar intemacional.

17.] Traduccién Al Espafiol Del Informe Del Examen Preliminar Intemacional.

18.[] Traduccién Al Espafiol De Los Anexos Presentados Junto Con El Informe Del Examen
Preliminar Intemnacional.
19.[X] Extracto de publicacién.



. AFOSADOS trademmks, commercial names, trade er* jemms,
”%,'ﬁ {EDIRICLO SIKI slogans. - - {
| .cAkEmA v N TS0 - .

marces de flbdes, nombres
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" REPRESENTAGION Y PODER REPRESENTATION AND ¥ ﬂ@)
POWER OF ATTORNEY S e A
v
I (we), the undwraigned /Yo (nosotros), abajyfirmado (s) ( 4519 .
SANKYO COMPANY, LIMITED Z2ag Sy
of/domiclliado (a) en 5—1 . J—chane .

Nthgnbashi—honcho, Chuo-ku, Tokyg, Japan, hereby ratify the &pplna.

Nos.D1084567; D1084568: 01 H . 572:- «f by BEmilin ] (0}
LO PERDOMOQ, tpa, 831: RMILIO FER of the Commerclal do here a Int GERMAN
31929, ¥y LUZ CLEMENCIA DE PA -23555; d CAVELIER, tpa %gc:o Lo 83]; EMILIO
enla 4* N" 72-35, Bogotd, Colombla, #n obedectmiento & FERRHROC, an ;nndLUZCL!MEN‘C[ADEPAEZ.!B:
ko dispuesto an «f parigrafo 19 del Articulo 543 del Cddigo de 28555; led at Carrera 4* N 72-35, Colombla,
Comarcjo, el primero comw princpel y los demdés comw firet s principal and the others In the order of
suplentes, an su orden, como mis (nusstros) represeniantes an their appolnimen!, ws our representatives for all industriai
oo los asuntos de propledad: indusirial con Iacultad pam PI'ITPIﬂ!y mattars with faculty to recelve notiflcations and to
. micdbir notflceciones y nombrar spoderndos judicleles o appolnt attorneys in and out of Court. The firet altsrnats shall
ot lcdales. El primar representants su reemplazard al repince the princlpal In cese of his sbearce or of tem or
grl.n [ m caso de susencia o !mpedimanto temporsl o definitive impediment. The sama rule will :ﬁll;tnw the
afin! de squél La miema regia se splicard cuando al second alternate representstive bs to replace t or
seguniio representante suplants l:{l de reemplazar al primero, when the third ls to repiace the first or second saltermiates in thels
. o o tercero sl segundo. En casts, ol representants turn, or both of tham, sscond. In such ceees, the princlpsl
EMFLO!!pﬂmrN,ausundomphmI,m-lc-o,olmhm wmﬂmmthﬁ:ﬂmmdnlhmmlnthﬂrmmur
sclararin su Intencldn de no ejerowr la mepresentacldn h of them, shall state their intentton not to mct ws
medlante declaraclin avitentioads por Notario Piiblico en | representstives through s dectamtion given before a Natary
Colombla, o por Notarlo u otro nario Puiblico, o Cénaul Publk in Colombia, or before a No or ancther Public Official
de Colombla, sn ol wxtranjero; y sl se trutare de Imped!mento, or u Colomblan Consul abrond; and In case of tmped [ment, the
con ol certificado nﬂncﬂvn. 5! alguno de los nombredos faltars "’”"’K,’“" certifionte shall wuffice. If mny of t lpmntul
definitivamente, el sigulents tomard su Jugar. Cusndo cesary la wire to be definjtely. absent, the ollowing alternate s take
aumrcls o inpwdimenic del re pdndrrxl, o de su lils place. Whan the sbewrce of lnpediment of the g(ndpd
primso o segunde suplontea, en su cwso, podrin sjeroer la representative, or of the first or sacond alternate in thatir turn
representacidn, en su ord unc u otros sagin el caso, oeases, the tation cun by talun agein in thelr sequence,
wumindols por el solo | de efercuria, cesandu en ese Ly the principal, the first or second altermate depending on caes,
maments ¢l ejerciclo de la represemtacidn por el primer, ond the mere fact or its exerclye will suffics. The of the
segundo v tercer suplants en su caso. representation by the first, second or third alternstes In their
twm shail eud at such tHme,
Ademda, conflarc {conferimos) poder a los abogados arriba . .
nombradom, ™ gbtener Ia protecclin de mi (nhuestra) in wddithon, we grant & Power of Attarney In faver of the
propledad Industrisl y contra la competencin desieal, & cuyo above-named attorneys-at-law so that they “,ﬁ;' obialn the
af sutortzo (nmas] a (o dichos spoderados para qus ma pratection of my (our) industrial prqrn? and againet the
(noa) representen ante cuslesqulara entidades o pemonas, unfalr compstition, for which ﬂwl wa) authtiriza the sekd
ejerzan 0 no jurdsdicddn, imenles anis ins del orden sttumeys to represent me (us) before suthorities ur:!mu.
adminlstrative, contencdos minlstrative y judichal, asf como with or without jurlsdiction, specially thoss adminbtrative,
ica tribunales de arbitramaento, en todo o’ concernibnte & lox sdminktmtive contentious and jud a well as before
slgulentes asuntos: a) Obtenclén de patentes de Invencidn, Arbitmtlon Court, In all matters cunnmlnﬁ the followl e)
modelos de utiidad, y disefioa industrizles; s! ra. de Obtainment of patents, utllity models and Industrial deslgne;
nwnrcas de Hibrice, colectivas, defersives, de serviclo, lamas the regiatration of tredemaria, collectivs, defersive and servics
comurciales, niombres comerciales, esreefiaz, variedades mlrk:rﬂdopnq. commercial namaes, trede emblems, vegetel
vegetules y denomlnaciones de origen; su renovacidn, traspeso varie and denominations of origin; its renewal, esalgnment,
anbio de nombre o dumiciio, caruxlacddn voluntaris; 'y of ch.nng. of nams or domicils, voluntary cancellatlon; and the
megiatro de [kewncles de uso de esos derechos; b) Las scctones de Istration of llcenses of use of the above rights; b) Actlons of
competancla deslesl, pristecdon del consumidoer, oposldones u unialr compatiticn, protection to the consumer, o lons or
obswrvacivnes, cancelacldn mdministrative y judl nulidad, obsarvations, administrative or Court canoeliathon, nullity,
mudkiar cauleleres, concesiin de Ucenclas, la tule In infringement, granting of Howmaes, the actlon for t
proteceidn de sscratos Industrisles, y en genemul los fu marxdamus, the tacthon of trade secrets, and in general the
‘clvies, pensies, sdminlatrativos o contencloso-adminiatrativos clvil, psmal, and edminwtmative sutts relating to thow riﬁ\l:;
releclonados con estos derechos; scclones y procmsos que actlons and sults institued by me (us) or agsinet me (). And
Promovamos O §2 nos promuavan Y para qus en Indl\au that in all the sbove matters they may substitute this Power of
asuntos wriba detsrminados, puedan mustitulr ests mandato, Attornay, compromise, conclilate, admit the fucts of the case,
trunalglr, conclliar, admitir loa hechos del proowo, desletir, devist, ‘cancel, receive, resign, and mtlfy acts done by
cancelar, reclblr, renunclar, y milficar los actos de agentes uprmnwlmwl!tc\‘qg!._l r.of attomeyr oo ey -

°A ' oMt Ny TeT 10 LaANTO () CEk CIRCULCE
C2 1 GUTA h.al) CCRETAR QUL LA
. Eeiatorias CYNCIDE LON HL QRIGINAL.
o1y HA TEMIEO A LA VI3TA

Glven and llsmd lhh/Dl.dO ’ Armado hoy r . U\!_"qgtkdlt:‘l;!{:: s

4th day of October, 2001 SET 2005 ?:"

in/en __Tokyo, Japan ' SRR O
; N\ S o El
MENDEZ BARAJAS
RIO (&)

lgnaturs Tetsuo Takato

Representative Director and

© CAVIT.IWR ANOGADOS
WPIPODENRE-| IMINUTA Nt [2.1.12.5)



LEGALIZACION ’ -
B

El Sefior Cénsul de Colombla debe expedir un certificado
consular subr (1) la xistencia legal de Ia co Afa qu otorga
el poder, (2) (“.lc ésta ejerce su o soclal, y que rﬁs
personas que ot rgan el poder estét autorizadas dnrlo. A
este efectu les sollcitomos que muestren al Sefior Cénsul las
pruebas que acreditan esos hechos (1), (2) y (3).

o

I R NOE LR R < S;:-"".";gﬁ
CENNMD VOTRNG SIAYE L6 COGIRCULOT
38 i

LEGALIZATION pr— ', :

=S .

d .j s £ ."&' ; -
The Colomb!s Consul must issue a coghdldr, certificafé, on (Ll e
the legal existence of th com ~:which. gramts the.

Power-of-Attorney, (2) that it is al exercise of its
company purpuses, and (3) that the 18 who execute the
Power of Attorney Is autorized to do su. To this effect, pleagse
ahzu(ra ;he Consul the evidence to prove the above facts (1), (2)
and (3).

NOTA PARA EL SENOR CONSUL DE COLOMBIA: Segtin los articulos 65 del C. de P.C. y 480 del C. de Co,,

si el poderdante es una sociedad, el Sefior Céns

debe certificar que tuvo a la vista las pruebas de su

exislencia, que ejerce su objetv social y que quien confiere el poder es su representante.



Registration No. 1021 of 2001
NOTARIAL CERTIFICATE

This is to certify that Tetsuo TAKATO who is Representative
Director and President of SANKYO COMPANY, LIMITED, a corporation
duly organized and existing under the Laws of Japan, located
at 5-1, 3-chome, Nihonbashi-honcho, Chuo-ku, Tokyo, Japan and
who 18 authorized to sign the attached document, has
acknowledged himself that signature on the foregoing document

is his own.

Dated on this 4th day of October, 2001.

Notary: MOTOHARU FURUKAWA

YT e e .

9 SET 2005 :

COMA RATENIC SWLTO (4 DOL C/RCULO *

b O ROBOTA, Haf g CONEYAR OUR
_-__fvmoenm COINCIDT S0 oamn:':u.
T le@' M me E' . E\H‘! Hi‘f!.‘i‘l_a‘q ALAYIATA
okyo S A T e €
A’

{
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CERTIFICATE

by Notary, duly authorized by the Tokyo Legal Affairs Bureau
the Official Seal appearing on the same is genuine.

Date 4th October, 2001
Toshiaki HOUKIN
Director of the Tokyo Legal Affairs Bureau



APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

. Country: JAPAN

This public document

has been signed by  Toshiaki HOUK'N

acting in the capacity of Director of the Tokyo Legal Affairs Bureau

bears the seal/stamp of

Certified
at Tokyo 6. 4th October, 2001
\*
by the Ministry of Foreign Affairs

01 — N2 . 563

10. Signature:

Takeshi MOCEIZUK.
For the Minister for Foreign AMAIrs
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THE TOKYO CHAMBER OF COMMERCE AND INDUSTRY

3-2.2 MARUNQUGH!, CHIYODA-KU, TOKYO 100-0005, JAPAN  PHONE: 81-3-3283-7610 FAK: 61-3-3207 6265

October 4, 2001

To whom it may concern :
Certificate

We hereby certify that the undermentioned company was established in

accordance with Japanese Commercial Law,

Name of the company : SANKYO COMPANY, LIMITED

Registered address : 5-1, Nihonbashi-honcho 3-chome, Chuo-ku, Tokyo

v byt ST, At o ..‘...'*“
. ":M Lt ] ﬂa&oaﬁmu::
Date of establishment : March 1, 1913 M SR R A e KT
: G sy TR e
. . . - .
M T

(6 SET 2u5

e

The Tokyo Chamber of Commerce and Industry

Hiroyuki Amaya
Assistant Manager




TRADUCCION OFICIAL No. 12.10/01 realizada .por Diego Vargas,
Traductor Oficial, Resolucién No. 0001 de 1999 del Ministerio de

Justicia y registrado ante el Ministerio de Relaciones Exteriores

de Colombia.,

A continuacién se traducen los sellos y legalizaciones de un
d cumento de escrito. en inglés y espafiol por medio del cual
SANKYO COMPANY, LIMITED domiciliado en el 5-1, 3-chome,

Nihonbashi-honcho, Chuo-ku, Tokio, Jap6m por el presente ratifica
las solicituc:les de registro de marca Nos. 01084567; 10184568;
01084570, 01084571, 01084572; 01084574, presentadas por el Dr.
Emilio Ferrero el 03 de octubre de 2001.
Y adicionalmente otorga derechos de Representacién y Poder a loa
Doctores GERMAN CAVELIER, tpa. 832; GONZALO PERDOMO, tpa. 831;
EMILIO FERRERO, tpa. 31929; y LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555.
Dado y firmado hoy ommn un-:;u";u:;;l:i!:gg:u:

o T tu-CoN
i FoOTOLORIA COJHTIDE GON Bl CRIMGINAL,
mn' NETFVMIOD A LA VISTA

4 de octubre de 2001

En Tokio, Japdn

Director Financiero
Firma Tetsuo Takato
Director y Presidente Reprégentativo

(Anexo)
Regiastro No. 1021 de 2001
CERTIFICADO NOTARIAL
El presente es para certificar que Tetsuo TAKATO, quien
es Director y Presidente Representativoe de SANKYO COMPANY,

LIMITED, una corporacién debidamente constitulda y existente de

’ 1

1



“*y

acuerdo a las Leyes de Japén,

Nihonbashi-honcho, Chuo-ku, Tokio, Japén y quien estd autorizado

a firmar el adjunto documento,

firma en el anterior documento es la suya.

Fechado hoy 4 de octubre de 2001.

Sellos rojos cuadrados en la parte superior asf como al lado de

Firma ileqgible

Notario: MOTOHARU FURUKAWA

ficina de Asuntos Legales de Tok
OFICINA NOTARIAL

5-2-1, Kojimachi, Chiyoda-ku,

Tokio, Japén

ubicada en el 5-1,

ha reconocido &1 mismo que -la

la firma anterior.

LA CAMARA DE COMERCIO E INDUSTRIA DE TOKIO

3-2-2 MARUNOUCHI, CHIYCDA-XU, TOKIO 100-0005, JAPON TEL:81-3-3283-7610 FAX:81-3-3201-6265

Octubre 4 de 2001

A quien pueda interesar:

ey Sty 2 T
ZEOMO ADTARY STETG (i PEL CISCULD
4 DB BOGSTA, HAOD CONSTAR GUR LA

FOTOCOPIA CONZIDE CON QL GRICINAL
: LU HE TUWIOO A LA VIETA
L T B SRt L et

%}

3ot SR L A0 i

!

Por el presente certificamos que la compafifia mencionada a

continuacién fue constituida de acuerdo a la Ley Comercial

Japonesa.

Certificado

Nombre de la compailia: SANKYO COMPANY, LIMITED

e

3-chome ’

/] O



Domicilio: S5-1, Nihonbashi-honcho 3-chome, Chuo-ku, Tokio
Fecha de Constitucién: 1 de Marzo de 1913

La Cimara de Comercio e Industria de Tokio

Firma Ilegible

Hiroyuki Amaya
Subdirector

Sello: LA CAMARA DE COMERCIO DE TOKIO

B064302

Aparece un anexc en japonés con el nGmero 1021 en la parte

mﬂ TEL CIRGL

Dt A
superior y con varios sellos cuadrados en * muﬁggg;ﬂﬁﬁﬂh el

:F- § q I 37 3 TRCRA 4'.ru'-.l'r-"" ]

------- - Y

CERTIFICADO

El presente es para certificar que
anteriormente ha s8ido otorgada por un Notaglo,
autorizado por la Oficina de Asuntos Legales de
Sello Oficial que aparece en el mismo es auténtico.

Fecha: 4 de octubre de 2001

Toshiaki HOUKIN

Director de la Oficina de Asuntos Legales

APOBTILLA
(Convention de La Haye du 5 octubre 1961}

1. Pafis: JAPON

//



: Este documento pfiblico

A
2. ha sido firmado por Toshiaki HOUKIN
3. actuando en capacidad de Director de la Oficina de Asuntos

Legales de Tokio

4. lleva el sello/estampilla de

CERTIFICADO
5. en Toklo 6. El 4 de octubre de 2001
7. por el Ministerio de Relaclones Exteriores
) -
e. 01- No. 021563 ..g - 3
- ¥
58 a
9. Sello/estampilla 10. Firma: EE D g
s e
';snomgq. g - Eg;
p°‘ .ﬁ- % &
I~ .4 Firma L E
: '3
3 - 8 Takeshi MOCHIZUKI
‘0 ' S
* dapon | B l: Ministario Ectecicres
F Samo ROYARIR BEXTD () Gl CIRGULOP
= EY DOROTA, WASO COMNITAR QUE LA l_.‘ »
FOTOCO: L CIINGIDUE CON O QIHEIN s e .
,' [-1F 'IE \'ll‘l-'ﬂl A I.ﬁ \nm -, H
P .- - .

Es traduccidn fiel y completamdengaFE g?ﬂ

_-I- _-\l-'. il \--..
;.r

1.

-liTu"
N

oficina para su confrontaclén AABLO ENDEZ ~iwtd Y

¥ .- BOTARID ‘1 )

S ey

/COLO 01579-701- 005 3 /DVZ/ID- 2743/WPCLOOZG

Z Ve,
DlEé 2 F. VARGAS Z.
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Erbukr) [TEAPL; T 140857 IO MKERNEEN 1T
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AESEIERT 1 TH2E588 =kt ar
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AXE (BROZL\RY. ATORNMOEAREN
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BW,BY, BZ, CA, CH, CN, 0O, CR, CU, CZ, DE, DK, DM,
DZ, BC, EE, BG, BS, FL, GB, 0D, GE, OH, GM, HR, HU,
D, IL, IN, I8, IR, KB, KG, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, L3,
LT, LU, LV, MA, MD, M@, MK, MN, MW, MX, MZ, NA,
NI, NO, NZ, OM, PG, FH, FL, PT, RO, RU, 5C, 8D, SE,
84, 8K, SL, SY, T/, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US,
UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW.

(1)

c4) MXABRROSLVRY. STORNMOLMSREN
"Rk ARIFO (BW, GH, OM, KR, LS, MW, MZ, 8D, 5L,
SZ, TZ, UG, ZM, ZW), 1— 3 &7 (AM, AZ BY, KG,
KZ, MD, KU, TJ, T™), 3—0 = /{ (AT, BE, BG, CH, CY,
CZ DH, DK, HE, BS, F1, FR, 0B, (R, HU, IE, IT, LU, MC,
NL, PL, PT, RO, 3R, SL, SK, TR), OAFt (BF, BJ, CF, CG,
CI, CM. GA, GN, Q. OW, ML, MR. NE, SN, TD, TG).

Rt 4 REN:
— HERREW4E
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EPCTHE v FOSRICHBEATLES o— FEMEK
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treating and/or proveating effncis; and » pharmeceutical composition for cencer treatment andvor prevention. In perticalsr, a method
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prizing an antibody capable of specifically recogriring buman ocalospanin and capabls of exhibhiting cytotoric activity tn carcinoma
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AORNNeMBE L ik

B2 _
ARG, BRMCANSCLATESHE, RAKENNRILLTEN
THEILRNMLTSMRNARRERS, SORLYE. BORBATy b
ERT 5.

R W
EENEE. ARORMiZECTENEHMEAR (BT, RENAHNE

BRTIZEMPI) eRATITENAENTWD, FT T, ZORENE
MRy =Sy FELTRERNTSNERRRSECARLEDIETERS
HRHETNTHS. RERAARCH L TRAS AN -HEREERT £/
20—F I il B4 O kR BER S (A EENEENES®E & (ADCC) .
MNECFEMERFSECIO)E) ERRLTHNREREL . AEXEERRE Y
SEXENTRIOT. RBORRENABE/ 20-F Nk XRAREH
Tha,

LALEXE, REOMBRENAZE/ Ju—Fii4kil. EBELE. A
HANERAM. RAEREY R, EXPF V0. SRERURE
. BOrORBACRENEGOXMENTWENTTHD.,. HORBON
BEAWITIENTRDS, T/ /0—-F U RNEOR[/ARDENT WA,

REOMBENARE) Z0—F A HRKLRRTILDER. RENRTH
RANKRALTVITARERAEL. REARENANELAEE/ JO0—-F M

ERATILHAATEHS.

Eb-ZFRazaX/X=2 (humen oculospanin) iR, MRAKERXETCERZRR
ERTRALTVNIRBEFLIVSNIATVAR- Y= X R % ¥ (Expressed
Sequence Tag: B3T) 2 O— Y & LTRBTHATARN TS S (Nolecular Vislon,
(2002) 8, 25-210), & b k A¥a2O0A=REFR 1088p DA —FT> - 1
—F4 2T TV—hLeAL, th - FFa2DAN=YRIEE7I/MP5

1



WO 2004081050 PCTIIP2004003048

ZO.DMEANPSHEENSITRR, 3.4 THESIHEF - FF¥aDRN
—yERBEONREIBELERE>T N,

RH M x

ERFIE. STHANCRRTIRETERAHL. RRGETORALNHT
PERELBIMOMB IR, SRHFETAWSERBEAFY . KBETO
 RARBCHRAOCRAL. MERFSEEROHE. RNESNARIZL
TRUSORMAENHROERKETIC AN LTS,

ARFAGE FHEMTRANCRATIRETEARL. AWAKATS
o, Ebh-FFanaR/N= (humsnoculospanin) BETORRABLEAS
—HETHERANLTWIC L AL KRG TFEAVWEBORE bk,
BOMBAFy FRET, ME R FF2DAN=CHECENTE, BN
AEREAWENSAL. kRPERR ISR,

Thbt, xRN, ‘

(1) Eb-AF20ANZCERRNCHAEL. REARERAL TV
MECHLBARREEEE DNk,

(2) EAROEARB2EFENITI/ MEALGLEIREARRY/X
REAXOEANRT4CRINETI /MEASSBSHANLHRBCHA
L. BEARERALTHEMMITH LU EBENE SN0 N,

(3) BRESEERNAETFEARENBELE TS S EHMETS.(1)
Xiz (2) CEROMEK,

C(4) RMEENERAASREEANNNFEETHIS I LENRETS. (1)

X (2) CEROME.

(5) SESEEEXRERTENRERREFEETEECLoRMLET
5. (1) Xik (2) CERONHE,

(6) WMEEEERTRF—SIAMBTHSIZ EENMETS. (1) X1
(2) CRROHE.

(7) ®II0—-FAMETHES-EERMETS, (1) PE(6) DT
h—DoORERDH K,

(8) YUANATYR—T0O3B8—2C9—4F8 (FERM BP-
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08627) MEMESNBECLENMETS, (7) RERONE.

(8) EMEENTWETERMMETS, (1) BE (8) OWThih—D
KERONE, .

(10) SRLEMHETHIZLEWNMETS. (1) HE (7) oWThh
—DiEROHE, '

(11) 1gGHRETHEICLENMETD,. (1) NJF(10) owThdk
—DJkEROHNK,

(12) TEOTE1) NE4) 80 HOREHE:

1) SRAEDEMLARELD. ERNANSEHMHTSTE;

2) ERALDERLERELID, SRNABNSCHMHETIIN;

3) LEIN1) BIROZRNANS L LEIE2) hROSRNAWA TS
15, TEOL) Xidb) OLWTha—DCBRORYX I LT FORRR
eNETSIHE

1) EAROEARR I ERENBX/LAFRENCSOCENEEERY
X2VIFFR.

b) LEa) KERORUXILAF REEMBHEX I LEF REANEED
RURIVEFREAPYY D2 hRERTFONSTUF L XTERYR Y
vAE R ) _

4) tEIS]) AROSRNAMPELETIH2) OROSRNAMA ED
MEBPBSEREIEI) ELXoTARBESNAEARYURIVIFRORAROES
ML, LETE]1) CERORRAFOBERETITN,

(13) TEOIS1) NE3) ¢40. SOWMHHS:

1D EMAIOBRLARECDI S, EAROEARB 2R EhBETI/M
ENL R 3BERERY/ XRENROEARR L ERZNSTI/MEAN
ERIRARORABENRTEIE ;

2) ERAMGEBLAMERSY S, LEIS]) CEROEAROPRL &
CRThA—DORARCNETEIE ;

3) LEIN1) TREHShARARORARLLBIN2) TAEShARE
ARORAROBENHL. RRFOKEMHT ST, |
(14) WHEMETSSTEENMETS. (12) X2 (138) owThn
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PA—DERROFE.
(15) MAAS /- THIZLENMM|ETS, (12) XR (13) ow
Thh—DoRkEROFHE.

(18) RURILAFHRORRBENETSHEM, /—¥> 70y bk
.R9b7nvbﬁ.znyb7nybﬁ.RT—PCR.Uﬂxbb7—f_
BR7 vy A XRI VY T oA THITLEHMETS. (12). (14
) RY (15) owThh—DokERO Y. |
(17) RUXILAFROREBENET S HEMAREGKOEAND N
ABRXRREDNABOSDNAONAEANSZZDNATARShERET
FyTRRY UL ERRBILENMETS, (12). (14) RU(15) @
nhhr—okRBRROFE. _

(18) MARORARONENEN. REARCRANCHATENEX R
YR REAWBZEERMETS. (18) PE (15) OuThh—okE
RO K.

(19) BARORARONESEMN. YTAF>70y b Ky b 7Oy
hk. A0y F7Oy FEXREABRRRERE (ELISAR) TH52L
EQMET S, (18) NE (15) ouThh—DORERONE,

(20) TEOL)NE3Z) hosR5RMSARINEIECLEL—DHES
SUFOMBAEY b

1) EAROENRR I ERENEXILAF RERNBERIFURI L AT
REMANICHANTSADOL5HEI OMERORRLATYIRI VAT
RZDI14=—;

2) EANRORNER1IERANEXI LEFREASLERERURX I L EF
REAPUSDzY bREATTALZUYI XL, BRUXILEFERN
HEBRDO16XILAFRUELOARLARY XS LEIFRI O ;
3) RAXOEARR L KRTNEXI VAFREADERIRY X LA F
RAEEENAERERS. '
(21) TFTE®O1) RU¥2) 0dRLEb—D¢AOBOMBAEy I :
1) EARORNBR2ERINSTI/READP SR ERARRY /XK
ANOEARRACREINETI/MEAL B SRARCNANCHAL.

4

’
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BEARENHT S LD ORE; : .
2) tBI) CERONECMALBE-RAE,
(22) WHEMBETHECL2NMETE, (20) X2 (21) KERD

Fwb,
(23) ERAS /)= THBI-LENNETS. (20) XX (21) kR
RoO*w b,
(24) (1) PE (1 1) FERONKDIPRLEB A TRE—D RN

FTECLRRMETD. HORREERERS.
(25) EARORARRLERINEXILEF REAXRKEROBLE
ACERMER I LT REARNTEFVIRI LA FREAOROREA
EME R,

(268) BAENETHEZEENMETS. (24) X2 (25) owdh
P—okEROERERE.

(27) WHA3/-TTHECLENMETS, (24) XU (25) oW
Thh—DERROEMERY.

BERE.

EEONMMzERE
Hl1oLtBR., SSMAKATOEL, - FFan A= VRETORARE

RTVI97TH3.RM1IOTHR.REARRG I NEAD ) —TH LTI
BRI -FF20AN=VRETORARERT /I 7TES.
H20LEEX. REARNG TN ERRERBEAS ) -S> T NS
Wakhr - A2 0AN=RETORARERT /S 7 THS. H20FH
R, REARNG >IN EYABERBERAS ) -S> T NicBRSE
P FFa2a0ARRETFORABRERTITI7TTHESD.

MR, BEAYSAMBRT ST NEY S AMBAMBRRAD /) —T 8> T
MEBUIEr FFADANZVREFORARERTISTITES,
H4B, Eb - FFa0AN=VREFRUONIHITINRTORE S
RTETHS.

B6R. Eb-FFapAn=URAMKEAVENALEL - FF2DX 2
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YHECLINkETENRE BRERTIS7THS,

RAELRBTSLDORADOBE

ARMBREBNT, ERJUREXNTSREANEE. HOAMERNNTS
EE. BERMATSEEENTILEBENS 28] XANBHIC BV TR,
) & THS) RACEKCAWTHS. ARMRFCBNT, (REF] &
W3, DNAOASSTEOmMRNA. cDNARUEDCRNAGS
EhHbOLTAE. LANST. XRALBYI Eh - FFanAN=VBRE
¥l kiR, Eh-4220A=>ODNA. mRNA, cDNARUZCRN
AZBENS ARMBPCBNT, IRYXILEFR] I BREKRER
URHTRWTSED, DNA, RNA, 70-7, # USRI LEF k. RY
724X —BENTVS . XAMPEBVWTR,. RYRTFR) & I HAXR)
REFETIANTNS. XA, XAMBPKBWT. [RNANSI &R, R
NAERRATLIRAENS, £, ARMABFIBNT. (ME) Ik, W
BEAORE, BRAWLRATVS. XHESFCBNT, THRONE,) &
. BEABMELIESAOBREERET ST L0, RBREFLANER

VTIEH. BRARELTHAMERT T EEVN, TOXORAREANERT

MRE TSR] EW) . XPESEBNTR. Eh - FF20ANR= BT
SHROBLIERESEMECREBENTIEARGEL - FFaO0xAN=V e
W3, ZBERVICBUSEAKTF (Oncoge) ERNIMERBIREFO
ficENBET. NSERET (Proto—Oncogene) 8D,
ARFCBTS, THEKE) ik, Hor0BT, ARENENEELES
AETT LR MERNEAKKEZE6T.DNAOUKPHEO-REOD
B, RAKOUN. ARABURONE. SUBKEROETREHEDEH
RORBLRAEBLONEBEVD, kRFTBYD THRRFEEE] tRELEN
BESENERITIEEWS, '
ARBFLBWT. AV P2 M RBETTNSITUFLXT B R,
BWERONA TV YL ¥E—3 a8 BipreasHyb Hybridization Selufton (¥
OxFyZ#M) b, 68TCTNSITVFIXTBHTE, XR,. DNAREE
LAZA NS —#AWTO. 7—1. OMONaCIHEEFE6B8CTNSTTY

|7
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¥4 ¥—aYefokP. 0. 1-2{AEOSSCHN (1HMESSC
E2160mM NaCl.16mM I BFPUTALMERDIEAL,
8T TR TEZERIVAETIZ LN TEIEAEXRENRLASGORE
CNLTVILXTBTEEND.,

1. Eb-FFanxn=y

(1) Eh - FF20AR=VREFONANRAONRE

Eb - AF¥20ZANZCRETFR, EFEARRRBCBYIREFORA
BORKOMR, HOERREXTAI=VARTAREKLWRARERL.
TERE,. ERRASGSCZNRBRREEARAD /) —TRBNTHRERRARRML
TR EMERFAFERI> TRHINE MARE. AS5=HNA. U R

 JUTRN, LRAEONTE N - A 520NV ORAREERT S
EL AT UERTHRCRADNAES, X, EXZRNMABELAD ) -7
RBUDIEr - FFaDAR=VORABRERLBRTEE. AT/ —TRRBNWT
BECREBNKWIEN, XRAXSCE-oTRHENA. LENST. &
b FF20XN=CREBOBERY/ XREMRONRCHLAL TS E
BALEND,. ThbLE. EF - FFa2nANVOERE,. RUE/XREEM
KB SRERENETECETE R - A 420X A= ORNRACEHEL
TRETINARTC/XREMAR. ORAORBENET I LTRSS, =

EIRBMELTR., MR, EME. BEAF /) —TREFITLNTRE
N, Eb - FTF20AN=VORARVEOERIVAERAMLTVIHT
BAREMEBAOEOHAATI ENTRS,

EM ZFFaANR=RBEFOF—T> - U—FL ¥ - TV—A (Open
Reading Frame: ORF) OX 7 VA F REAR.,. ERROEASFIKERINT
B). EOTI/REARERNROENRR 2 cRENTUS . Lh-T*aD
AR=ODcDNAR. GenBan ki Hono sapiens oculospanin (OCSP),
BMNA (P22 a>RB:NM_081945) &LTRRINTEY. G
enBankRERINTWEcDNADORILVIFREANR. ERROREN

BRIEBRINTHY. ORF REARB IO I VA FERBEENHEL L
2IRRINTVS. AR, GenBankicBRENTWSE F-+4202

T
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NR-ZOT7I/REAEA-O7I/REAREAROEA BW4ERINT
W3 . 2B, b FFapDANZYOPI/REABVWT., 1EL<RKE
OF7I/MNER. Rk, AMIhA7I/REALERYD, L -ZFaD
ARZVEMSOEPBERERATIBARBEr - FFRa2DANRZVRBEN
5. . '

2. WORBAE .
Ebh-FFaoANNZRENE. ﬂi‘:)"ﬁ/‘—_?'ﬂ'ﬂhﬂﬂﬂ'ﬂb 6hd
OTHE. REANEMOBERY/ XREMROMMITNELTHS ¥
Bhs. 2B, TRE] Lit. EREPEERGESH RN, BW. KN,
BT, WAL, B, B, WR. DN, EN. OF. 5. RA. AEN. &
AW, AN, KB, WE. FR. BE. RR. &, M. . KEER. XN
L AN, TH. M B, TEN. USRS, BN, RHERGOEMTIZH
RMGORBERKT Y, ARFCBNTREAEIZY > ABNLOFEL
W,
(1) EF - AF20ZARZJAGFORAZEARAL L HORBF K
Eb A%20ZAA=CRETFORATEAALABORMEER, K&K
ki, BFOTE1) PE4) eROAKTHSE,
1) SRELDEMLARKLD, SRNARDEMHUTETE ;
2) EMAXDSRLERELD, SRNAMAEMETSTHE ;
3) LETH1) KEROSRNANSELETE2) CEMOSRNAMBE
BUBEF - FFanAN=VAGFORIABENETSIIA;
4) FEIN1) ARXOLRNAMS L LETE2Z) MROSRNANS LOM
KBPELEIES)IRLo TNRSNARGTORAROBERFL, LBT
H1) CERORRFOMERET S TA.
BT, STHEAKNERETS,
a) IH1)MMTLOERMULANELD, SRNANSEMHTSTE ;
REPSSLRNANMSEMBTERRLTE, AYERROGAXBEHEL
AFBRTATLAL FERXMMERNARBEOSE (MAET ) -1,
YRR LT —LEFERETSRARATIRI ADLO) THRENT
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IPXE, HEMOMRERMLENLI K, XIV——THREEELE
P, BLARMI TV SORARLIMEREANTRSHhCEMPSHRE
METSAZOFERLD. SRLERLAR, APhERNAKMBIEES
57a. .

RNAOHMHBFRELTR, FFLTYMITVY - Koy MR
%, FELTIMIT=DY -k b7/ -Vl 7oV ERE BE
FEIToMYIT=DY 7z /=N ook Atk (Chomezynskl,P. an
d Sacchi,N., Anal.Blockem. (1987),182,166-159) X &JHALIIN. M
BFESTOMITZDY Ix) = Y OuRIAENEATEE,. Eh
 WEORNAWMBBERE (WA, I SOGEN (Zo#R>Y—> (#) M
). TRIZOLEN (¥73-¢¥—7—/T/#N) ) CSeRRCEHdDS
BRI=NVER>THNWDS I EHTRD,

RESNELRNARAR., SREBUTSEEMRNAGHIEHMBLTAN
S0MFELWL, RRFERBCREIAZIWVR, AAEELFF ELEZY
T(dT) 7o—7EmRNAERNZY, ZERAM VTRV EERE
LELAZSBERTE. EXF /AR VT FZED  MO#EGRAMLTmR
NACHELEPEMAEOR, mRNAEBNHTIZEKLLD. mRNAEMN
I3z eMTRE, ¥A, FUT (dT) EAO—ABIARmMRNARRN
FHT, XRChEPHLTHRTOIGTEOLRALAS., A¥L. xRHAOKH
BOADIR., CHEMRNAOHBISRSENTREZS. RENKORY X
JVFFRORFOMHATRTHIMOICBNT, 2RNANIBREOROD
ITHEAWDIZ EDTES.

b) IB2)ERALDEBRLARAKID. ZRNANSEHEYSTH :
ARPRBNT, EXALR, BEXNIHVALERT S, EXRATHENE
PR, Eb - AEIRARSCORRENEL. B6HCHDELAORMELT
ROENTHWEIRARBAEASHELTHNETSIZLELDTRBL,. Eh %
aDANR=VORARLE.,. ERAOBROBREOHERESSPLLMRTHEL
TEREST. #RADPERERLAREEBUYBE M - FFanANR=OR
AMENET ST L Lo THRAN, ERATHINTLEHETEZ L
Tﬁ&.E#AIDDﬁRNAIﬁ@IIﬂ.LEIEI)&Hﬂkﬁ5tt
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HTRD,
¢c) I83) LEIRl) tEROZRNAHSE:LBIE2) RO
RNABZREBYIEL FFanANAZVYRETORIARENETSIHE :

CZT bR AFanANZVRETORARREAROEANER 1 KR
ENBXILAFREACROTIERERBRYXZLEF KX, BAROD
BARR ILERENIXIVAFREANCHRNER I VEIFREALERD
RUXIVIFRERARY D2 MEKBETTNCTUSIXTERY XY
VEAFRORARTRENS, ' .

Eh - AF20AN=CREFORRARONESEELT. BHLRAEE
WAERNEFERE, TOBOWNSONDARFEROWTHRATS.

(a) HHAEREBERALENE &

(1) HEHEEHS

B#EEEBEL TR, RAKETOSOHEITESND.

(1) REFFv 7

F=—FR—~ZAELEDEST (exprenssed sequence tag
) BAXRmRNARAR LD EREARLAET YFELAFUIXIVEF RE
BEGANAREFF v 7EAVIZLHATES. COLIERRTFFy T E
LTRZ74 APV w 2 XA (Affymetrix) BBORKETFF v 7 Lip
shuiz,R.J. el al., Nature Genmet. (1999)21,suppliment,20-2) 8 VS T
ENTREN, THIEREEINT., RAOHERKETSEALTHIN, EF
MEERODMRNASMETSHBAKE, EFAROLONFELL, ALK
Y74 AM) v o ZRBMEPUSEEY P XRUL3I3Ey PEAWST E
MTeD. LALENE, ThEKMEShT, HARERNOMEEXD S
OLERTINTSS. '

(O3) Eb. ERNABSIVWRNEZECRMPER/ELRNAXVERENLY
cDNAXRRT-PCRESMERLINE. TVIXRAITIV74 N
&—:

LtBcDNAXRRT-PCRRWR, LFOESTF—IR—AGORN
MERRICHRTAAT ISV~ TREZNRRKEPPCRERETSILE
XD u—SEEhrbOTHS5. COcCDNAPRT-PCRENR, 56

10
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PULREENTSEFEMBENERVE FOMTRARORZELRNA
. Y7+55 3% (Diatehenki, L. et al, Proc. Natl.Acad.Scl.USA, (
1996) 83, 6026-6030) . FA 7 r LY ¥ WF4 ATV (Liang,P. el elN
uclele Acids Res. ,(1992) 13,3686-3690) R ZER AL TRREN L BOT
BoTovE, ER, PP 74 N5 —RHTEOBD (RAK, 17UP
—Y 1 AN THRE) EEALTHEIWL, LEEcDNA®RT-PC
RRWEDEOARY S —T (RAK. GMS 4177Vt Y—: F¥H 514
FARE) EAWTEBLETICTEEIVERLTBI W, -

(11) Jo-—-7okBERK

HM7O0-7i]R. REOnRNAZ - TREL. RELTWILTOm
RNAENRLAGOEAWS. 70RO DOHRBREALZLTREAN
LT WmRNARBAWTOEI WA, NROFETHRLARY (A) +R
NABRBAWDZENEELW, TR, SUEHEEtER2AWERED. HR
7u—7oMRGEkERE, MEFEEOLWTRATS,

(1) 774 A N I XHERMRETFFo 7

P74 A2 XRRABETFFy 7B TS0 ba =N (F74 X
Vo 2 X RRAMBEERT=27 W) KRE>TEXFERMRLAECRNAYD
—TRHRTI. RWTT774 AP 2 XA ARETFTFy 7EEdO 7O b
A=) (BRAMFEBI=_aTh) RES>T. F74 AP o 7 AHMORK
il (GeneChip Fluidics Station 400) A
WITNL TV E—a RURFETW, TED LSRR RE,. X
wersS.

(o) L1
REZTBREESTHRY (A) *RNABSCDNAEARTINRE, cDN
ADRHATEILIRcCDNARBRMLTBTENEETHD, REAK
TERTIBACR,. RXAK (AXECy3.,. CysRE) TERZhEA
—UTPAZRMATBZEREDcDNARRERRT S, “2 &, 2
37-—IMEARORY (A) *RNAENEMEEEXRORY (A) tRNAE
ENRENARSARTEALTBHE. BONM 7YYL ¥—-Ya YRERR
EBMALTRVBTIENTRS, TVI1ELTHRRE. FHI4% ()

1
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HOWME7 V12 AVWEIRE. Ao 7o ba—-RBUNSITY I E-
e RUKBEF-T. ALY FIRER (RAEGMS 4187 T AF
YF—(FASRLFE (K AR 6) TRASTFIERER. RFRED,
REL. FATEI7VLELTRIEEOSORREZNTY . HEROBDD. &
HcHENLEbOTHEN,

(NY ATV Y T4 N~
BEEBRTRY (A) '‘RNARGcDNARERT M. RNERLS
R (AR, d—CTPHENAZIZECLVERIO—TEMAL. Bk
" EDONATN I E—-Va eFh, Ard, TRO7 4 NI —-HT1207
LVoT®5. 7FIAYATA (JUSFo o 8M) BAWTNSI T I Y
—aRUKBRET-o LR, REER (AAE, 75X A—-D: 0>
FosHEE) ERRTRE. RFEEFS.

ME (1) HE (N) OWTHERROKES, M—0y FoEELREK
ErENREREOTO-TENITUF I XEED, ZOLE, FATHID
—TEBADNA TV Y4 E—2a YBAOERERBLETS, RXMRTO—
TeERAWLBEER, ThTho/u—-7eARSEXAKTERL THHL
—D0EBEERREATO-JOoREHE—RRENA TV A XELTHRAER
Ee2MAIRST &N T% S5 (Brown. P.0. et al. Nature Genmet., (18999)21,
supplemeat, p.33-37).

(b) EOMONEHK

LIREAOREFEKELTY IS variu—-Z 0k (RRESD
i % BRETFIENCETyS, ELHT(1996) p.32-3 $M) . F4 7>
Vv e T4 A7 VIR (ERECERRE4L BR-RETRR ILEA
. XREEMA (2001), pl26-128) . VR—FI—RETFEAVWEFE (I D
SATz=I—NWTEFWNEFSAT7x5—¥ (WA, pCAT3-Bas
leRIZI—:TurAUENeWA. ) »8-A52+2¥—-¥ (AR, »
Bgal—-Basic:70AXHHREEA.) . 2BBETNVIVEKRAT 7S
—¥ (WAK. PSEAP2-Baslc:7urrortmesn.) . &
afXEaAR (green—fluorescent protein) (AR

12
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. PEGFP-1:20> FortBedl.) ) BEINZhoKRES
nen,

If4) LEIS]1) HROLRNAEAELLETR2) #kOLRNAN
BEOMEBHBERIBRL>THEAMARGTORARO N E MK
L. tEIH1) cRRORRECHERETSTH,

EXARRORELBERABEROREEONTEr " FF20ANRZ0OR
AROEERFL. Lb - THanAR-VORARATRANL TRIN
ﬁrﬂﬁ.*ttﬂ!.!Euxil—?M#ETEﬂﬂE#Ihaﬂﬂfa
TEHTE. MEMHT I LM TES. RARMNBICM ML TS L. A
AR, 7724 ANV 9 7 AHOBREFFy 7RAVT.,. 774 A Vw2 X8
®microarray Sulte Ver. 3. 0EAVWTRHLEES
VA5 /—THREEORETDAverage differenceit
ERASZ /ERERCEATHARCADLTLWIEARWNS,

¥k, Eh AR 2aDIANAZCRETORKENEL., 25PLDERAD
RELTHRDENTRIRBRBEASHrEIEMFLESAOREL THRD
BRATVWIRBEEEATVWOIAARRECA VS LAEYSICETERRET
JBZEHTESL, EhFFa2DANVRETORARLE, ERAOND -
BREREOERESEPUCDOMARATBLIERE>T,. BREKNSEBBL 2
RBBBSEr - AFaDANREFORAZEBAETICERLEH> THR
B, ERATHOINTHLERNETSILLTED,

(3) Eb - FFa2pnANR=-CORIAL (EEXORER) ERALAEN
DM b ik

Eb - FF20AR=C0RABDENALEEORBTER. RESICR,
EEFoIAl) NES) 2B80HETHS,

1) RRUEIDVBBLAEAREKCBID. Eb FFauANR=VoRAREARE
THIE: '

2) ERALDERLARAKLDNDS, LE1) REROEARORARENE
v If:
3) LEIS]) TARThAERERORARL-LETHZ) TRAEThANE
ARORIABOBERTL. HRFBOELRHBTITHE.

13
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BT. SIS RAGHNECRET S,

) I81) BRFLUOBMLARKKCBYS, EF-FF¥a2DARZV0
RARENETIIE:

(a) REIVEARNTAESONR

WEkiE. BRCECTRBAROLEFIZ LR ED. FHEOWREMKLA

#®. BTOXSKELISA/RIABRR®IYTIAS 70y FAREEL

THRTY S,
ELISA/RIABBRBELTR, WARENLAE., RNXRY > AHE
EOEEERT I, AMMTALRRLAGOLRWS, YIRS > TOy
FA (RSAKEE) BB WA, NMXIEY S ANORHNeEO RSy
ATEh, REMTHENRLT. SDS—-RUFZUATI FREKBAHO
S—ANB NI F)—VeqDY T HVERER ('F/y.? (S1igmea) #M
%) tMEVTE. Ky h/A0y h7O0y OB, WAKERLAERNX
RYSABOMEMEO LD, XEERNRTEERRLAGOR, TOy 54
SHEREMRTERELT, WBAS I L ARRIES,
(b) MEOEEAL
EROESELTRENARBAORERERRANCRHETEAD IR, B
HERBUNE. YT FOMALRALATRGE-> T, HREE. BN
EETERBTECLLTROL, EOLERUTIRRRERRETEC
STEE, BANEEHLTSWARBWT. VIRAF>TDy i Ry b
7oy bEXRAO9 70y PERAWVSGENDIA YTV XELTR, =0
EWD—=Z ATV (WA 1D 9 KRRS) . FIOZRPTLY
(WA, NTRYF—ECL (PR¥%v 4 77 VIST7HR) &) . a9
FoAZTVY (MR, 709 RPFY—RSFTLNT— (K1F3 9k
H8) %) XRRVEZUFS - DIAFUE (PVDF) A7 (A
W, R1AT 9 REAE) SHBT NS,
ELISAB/RIABTERARORY - XREFIADIR. WHO 9 6
RIV—b+ (WA, TAJTV—F - TFSY—T (X7 M) &) kR
REEOMRM (MAL0. 065% FPYVEFFUTARSDY >RANE
MAMK (T (PBS) &) THRLAGD) EANTACHERNT

14
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—R. XHST7TCTIAESNMMRTSIERED., UxANENCRAR
tRBpEETEHAMLTS.

Eb-FFapnAn=rRATINER, EREAVT (WL, HEhe
RRME]L, AKX 1. p.389-397, 19928H. ) . Ebh e FFanxANR= X
REF-FF20AR=YOTI/RENLSRARENIERORYRTFR
EMPUKREL, EAACREINIHALER. MBTHIZLKEH>TRD
TEMTRS, ¥, DAOFE (AXHE, Xohler and Nilstein, Nature 26
6, 496-497, 1975.Kennet, BR. ed., Monoclomal Arlibody p.366-367, 1980,
Prepum Preas, N.Y.) R85 T. b b - FFa0AN/ERNTINALES
TENAKRENMRESID—VHREENAIRDIIELEONLTY k-7
eWML. B/00—-FNHRE&EADELTES,

8. KEKEEdEe b - FFanAR=CREr - FH2DIANR=ZVRETF
EREFRAARIUMEMBEREIGDITERL>TROTERTES A

Wik, b -FFa20AN_CBETFERATRRIRIFI—EERL,. T
NENEMMEBAL THREFENAE, RALALF - F+20AN8=
YERRTREL W,

{(c) EFFFabQANRZCORAKONE
- b FAF2DARA-VORARR. EAROENRT 2 IRENDIT )
RENPrLXSEEARORAZTREINS.

RABONMER. LEH LM - FFaD AN MEKRANWTYIASY > T D
vy hEPRy b /ZADy /0y PRSKRAOFTEECAVWTRETSIZ ENT
e3. ,

b IB2)ERALDERLARKEBNDS, LE1) CEROEAROR
AZeRARTOIIH:

ERALDERLAREEZBHIE b 5202 ORABONER L
EIS1) tMBOHKTHEITENTES.

¢) ITH3) LEXH]1) TARINAZARORAELLETH2) TAX
SNAENEANORASOEEMIL. BRTOEEREITSTH.

ERABEOREEZEREROREEIOMTE M - FFanANZOR
BROBEMKFL. L b FH20AN=VORARVNEZZANLTHIN

15
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ETRE. BIERE. MCRAS ) —THBETETRENR W ENETS
LEMTR, BERET BT ENTRE,

A, EhAFIRANSSORMEENEL. BERUHDERAOREL
TROSNTWSRARBECAS A TR ERHLERAOMELTROENT
NEREEMATHERACREENTEENET S ETMERBT BT
STE5L. Eh  AF2DANZORARE. EXAOEOBREOHEN
EBOALBDMATHTERET, HRHAPSEMLARKTBHBE b
cAF2OANRZVORARCNETEER Lo THREY, ERATES
AEHENETEC LLTHE.

3. &k b-t*:nxn:.‘)lﬁ?lvt FedFapgZn=rORE

Eh-F*20ARZREFRUEL - #%20XA=2E. L FOER
ERONMTRAS=METRARMABECANLTEY, EK., EREZAS
ZYHMRRER, A5/~ TRABAARCHADNLTNS,

EhAF20DANYORBENELFHELTR, 2T, L h-F+%an
AR=ERALTUSMMBROL FcDNAYI T3 Y =5, J0=—
NATYFI - a k6, RMOTERERY, RERCDNAERRTS
. CORLJ/CDNARBYYARXRE FEREBALTRARRAE, MMEE
BRELINTHERNT S,

CODNAERSEKATRAZESLDRER. BENARSRCcDNAEY
ANARY Y —EfDAD. RUCRETETRNARTIENE. UL NVARY
SRk IMEFRAFEELTRMAE. VROOILR, PFII1NA
TPFIRBIA WA, ANRAGL WA, TIY=FILINR. RIS
AR, RUXILNABODNAYA VR, RERNAUS WA cDNA
BHARACRATSHEXRT SRS, BRTE. LEOYS MR, 757/
GANA. PTF/IRMII VA, FHS=FOLNARANREERBFELY

NI NAEORGETFRAFRELTR. RATSAIKEERBAARH
EY5H% (DNATYIFH%) . URV—AK, VRV vadE, T4

20420 a ik, VRANSOLE, TV MORV—a  EE

18
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BRTEN, B TO. DNADVIFV/E. URY—LBRAEFEL L,

A, BRMBEMLT. E2RcDNAREF, YUX, 5y FEH%XD
BRME. Ful, BHEE. 250 BNAR,. FHK. i@, 208
BEANAL. BERAIE. SWEHHAROXTIAM. AEWR., WORR
ODEELCRDIASL,. B33VNRTVa-YORREORERRREEATT IN
B, B3VRENOBRE COBRERNANIHEMNT I LHTES,
2io. RRTSRETOLRNARNT ST >F oA UMe. MAECHAL
 SENRROARTLEBRECYOREEBRAHIMENDIZ ESTES,

ReEcDNAERBXEMMERATSCSA>TH, REETOE—Y
—RUBRRACNDSEALROXI S —KHcDNARRIRS. KA
F—THEMREBRNERTES. FOARWIARORAToE—F—2L TR
AERALEIETIRETOLREERT S 7O0E—F—, RNADRY
S1TABNE. RUPFoNERBE, RUETFRMEAS LN TIOORHEAT
#. 2EECREMCIDNMEAENLCTOLN, RRARS F—OHE
LTR. SV4000MFOE—y—eX+S5pSV2dh fr (Subramanl,
S. et al., Nol.Cell.Blol.,(1981)1, p.864-884) . L hO T AN A RS & —
PLNCX. pLNSX. pLXIN, pSIR (¥0>%9% (Clont
ech) #8) . IXITRRIFI—DAXCwW (FASNLTHN) SHBT
EhBM, ThEREINZW, RRAXIF—R, PXFATI/IFN (
DEARB) —F%A M5 > % (Luthuan,H. and MNagnusson,G., Nucleic Aclds
Res. (1988) 11,p.1286-1308) . U >MA N9 A—DNAKLRE (Grahan,
F.L.and van der Eb,A.1. Yirology, (1978) 51, p.466-4567). RURA N
$ 7, & (Neumann, E.et al., BNBO 1. (1982) 1, p.B41-BdB) R ER L DN O
MMTH5COS WM (Glusnen, Y. Cell(1981) 28,p.176-182,ATCC: CRL —
166 0)PFyA—X -NAZXY—-RAME (CHONMER. ATCC:CC
L-61) 0Pt RORMATHEXNK (Drland,G. and Chasin, L.A. Pro
e. Nail. Acad. Sci. USA(1980) 77, p.4126—4220) . E FARW R %2 9
3#MMB (ATCC:CRL-1578) SROBREESIENTEIN,
NEEMEINZN, BSLTHHOBRERKERDZ LATES,

eh. BETFERERED., EZBHCBNT,. BNLTIRETNRERAT

17



WO 2004081050 PCT/IP2004/003043

S3EIRIIVAVovIRWEAENL. BEOBERC ZoRTEWNRRN
INEMNTHICLOMRTHS, Bz, AS/—TEXTIRBITBNT.
HBETIREFERBLA/ v 27U IRBERRLARORRENET D
TeMTES,

4. L FF20ANZVREFRE/XRED - FFanIAN= 0l
A¥w b

Eb-F%a0ANZVREFRY/XBE b - F*20AA=V . BF
®1) BEG) BRSPS ARINIPIB Eb—DR LD+ v b
AnwThRHBET T ENTED.

1) BAXOENSES 1 ERINIXZLAFEBALEGRIRYXI LT F

RENRBRNTABTSADOLENES 0 MEROMBLATVIX I LT
RTS147—; '

2) EAXORARS IERINSX I LIFREARSRIRYRSILAEF

KRAMYUZDPz2PRKRBETONITUSL4 XL, MRURI LAFRER
HYSADOL15X I LAFRULOBRLARY XD LAFRTO—7;
3) EAROEFRBIERENEXILIFREANSRIRYXZLEF
KMEEE ALK ; _
4) ERROEARB ZERENETI/REANS LI AR TRANH M
£L. KEARENBT S D OME;

5) EE4) RERORAIHALES =Xk,

NEL) BROT/F19—i, Eh-FF20AR=REFORI LAF
FEA (BAXORARR LKRINIXI VAT REN) CEIEHWRO S
S4—RBNEY 7 b (XK, Yisconsla GCG package Yerslon 10.2) &M
WES, BECLIDEBCEBRNL. ANKTIZENATES, ZOLIRT 54
T—ELTRALE, BARORARE I CEROX I VEFREANEES
RYRXRIVAFRENBTELOREREARORANRRECRINDIXI LT
FREAPGABTVIR Y VEFREEAROEABBEORRINIXI L
FFREABEEBAVIXILAF ROEAEERATIZENTES, &
. ME2) RERoFa—7R., b - FFanANRZERABDKENT S

18
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DL ZXTBIRYXZVEFRTEST, 1007F1 50 OWER. FEL
. AiR300NBE O OKRERTHS, ChEQTFS5AV~eTO—-Tik, WY

"REMEEOSAN (MAE. RSN, REEENR. AXNME) 2hTHL
T k<, 2, Uvh—RdmMLTOTOEW.

iﬂa)EEI@HHMH!h.hﬁz)Eﬁﬂm?n—7tﬂ52i.f
AOYAST L GOEBEHRT BT LR EDENERS. SOKS ZER
EREOAERFEEODVWTR, Bk 2. oA El oMo I (1) Bk

cAFADANYRETORABLHALEANORB YR ORAPO T (1
) BFREREEEWARES R ONTRALAADTHD., ALK, BRET
Fu7. cDNATVL, FUIT VA, ATV o745 — G BTET
EMTEE, '

AkRFAOFy FRR. EEBREDNARY XS5 —¥. ANTP(dATP,
dCTP. dGTP. dTTPOHAN) RUMRNNERDB b TESD.,
BMEDNARY AS5—¥LLTRTaq DNARYAS—¥, LA Ta
q DNA polymerase (¥HE#R). Tth DNARY AS—
¥, PITuDNARUAS— ¥R EXRARTED., BERREMTIDNAR
UAS—V¥YERBLTREN., BEEBLUTMg R ENERINTWS,

WE. ¢4) RUS) CERONERERE T2, SOoMB Sk oRO T (3
) ER-AF20ANR=VORAR (RARORIAR) ¢AALANORE
HiE] OFAR T6. Kb - FF2aX=CHEORR] OHMCERL 2 HE
CLDERTITEATED., KR, BLUTMMICLD IR (AR,
BEER. KEREER. RXERRE) 2hTwTbih,

*RAOFy FREP * FF2DANRZCBEFRE/XREF - F¥an
ARZORBIEALWDITEXATE, BOXAKRONES,. BOAMEANTS

RORIV~=CIROANBTENTRE,

6. Rk b-AFann=HHONRE

(1) HNomM

HEr FF20ON=CHNERRRTILDONKEL TR, EF - F%a
AN XREDPE L CHOARLASLT I /) REANGRERUR

19
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JFE. BENRCNEEEROTI /REANCEENM DT AARE &
Fezintves.,
Ebh-2F20XA=R, EFORFERD S WITMENED 5 WERS
LTRATITEMTE, 2, b -AFapn=8in vitrok
TERETS., DHIVRBETRECLIVBENBEREIHBITEREIS>TH
sTENTES, RETFRETR, REDKER, EF-F*aon=eRR
AREX2 V- KHARAER,. RFEEMRELREZNR. EREALIRLF
—WRNEAUNMEPTARTS. DONREONNKEN, XRAKEHOHE
RNEEZBRERI VI LRL>TER - AFa2 0N ERAIVITEL
&0, MEARERSITEHHRED, Lh - FHFRa0NR=ZDcDNADXY
LAF REMIE. XM (Gracae Fistoy, Steven L. Bernstein, M. Kelth Wyatt,
Robert N. Pariss, Amita Behn), Jeffrey Y. Touchman, Gerard Bouffard, Don
Smiih, and Katherfne Perterson (2002) Expressed sequence tag apalysis of
humen RPE/choroids for the NEIBank Project:Over 6000 mon-redundant
transcripts, npvel and splice varianis, Molecular Vislon 8:2-6-220) K
KINTED, GenBank K7 7y a HBNM_031945TRREH
THBD, TR, FOORFREAROEARFIEDERETATHS. E M- 2
Fa2aDANRZOcDNARAAR, Eh - FHanAN= ERALTVS
cDNASA TSV —RMBELT, e FFa2BANRcDNARNR
RNERARETEISIR—BAWTRYAS—YEMEEL (LF TPCRI &W
) [Salki, R. K., el al. (1988) Sclence 239, 487-43 $W] 22>, w»
DYBPCRECIURMATICEMTES, .
RURTFROSM> - (1n vitro) ARELTR, ALKD
Vo AT I IATF4 97 AEBOIEY ERD AV —a ¥ ATFA (
RTS) Ry ohai, chEREahWw, RTSEAWSESEALE
Ha3&, BNOREFRTTTOE— I — KLV HPENSIRARIY—K S
B—=YL, Chein vitroORAREENTSE, ROCMAED
NALKDT7TRNARYUAS—HYREIVmRNANEEEIH, TORXENN
MEHOURY —-ASRKLDBERRGDh,. BNORVRTIFRARENM L
ARI NS (Blochenica, 1, 20-23 (2001), Blochemica, 2. 28-29 (2001),

2f
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MESROMELL TR, AR, XNN (luhericliu coll) PHHEN (B
aclllng subtille) BEMBYBhS, ENOREFRThoOMEMBAT
BRAERT IR, RELALLASREROLV TV IS FRDLUEER
E. MEREAESATHRITIAIRRII—THERREBRERI YD,
Fh, RIF—-LLTR,. BRERERERABN (RAM) 0BREL LS
TEILHTRBIEARNTEbOMBFEL W,

MR, KEMELTRKL 2BEZMESAVEN, "I F - LTH.
—BEpBRIZ2PDPUCKDTIAIRMAVShEMN, ChEkKBES
NT. 2NOKMWE. RURIF—RuTheERTES,

TRnE—F—EL TR, XBEEBWTR, RUTh77> (Irp) 7DE—~
F—, 32 b—R (lae) FOE—F—, PYFFT7 2> 32 b—2Z (lre)
JoE=F =, URTOF1 > (lpp) 7RE-F—, RURTF REHBRET
Tu (tuiB) 7RE—7—GRBPYEH, XO/OE—F—bHBORYRTF
RORECMATEC LHTES, )

HEWELTR, HAN207-258MFELL. ROYY—LLTRDT
UB228 (Ohmura, K. et al. (1984) J. Biochem. 96, 87-98) 2 ¥ ¥R W
BRSHM, THRREINZSGOTREN, RN a-TFIF—-¥OT T
NR7FREARI—ETSDNABRMREART I L LD, NENATOS
BRECTREES.

KREROREIMREIR., RRDE, BR. BRESONRNASEN, B
RUNRELTR, ALK, YVONMNTES5COSHN (Glosman, Y. (198
1) Cell 23, 175-182, ATCC CRL-1660)., T9XMEKMMN I
H3T38 (ATCC No. CRL—1668) PFyf=—X-NAXF—
FAME (CHOMMB. ATCC CCL-61) 0Pk FORRETHEXR
$#k (Urleadb, G. azd Chasim, L. A. (1980) Proc. Mail. Acad. Sei. USA 7
7, 4136-4210) GRE<BUEATVEM,. ThERBES AN,

WEEWUNORATOE—F—LLTR, ARRALLI T SRETD
ERIERTEITIOE—F—, RNADX TS5 R B, RV TFF= N
 RUERRUNENGRNTELORBATE, S5 CARSEE L DMN
ERXEALTOHLN, MRAXIF—OMEL TR, Y1 FAH OO VAT
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M7oEe—y—eHTEPCDNAS. 1 (fYErDD EM) . SV4
00!1#71:11--;5—&?!‘1'59 SV2dh fr (Subramani, 5. et al. (19
81) Xol. Cell. Blol. 1, 854-864) SXMETohdM, ThiREZINLRW,
WEMRLELT, COSHMIPSVNRNIHITINRERWSEAEAK
BTEE,. RARI I —ELTR, SVA4OHREREAL, COSHRBD
WRNIHSTSHRRALWTHIAMAMTETED. S5k, KESOE—
5. EERMS I+, RERNAZTI 1 ABEEMARCORANEL
EMTHES, BRAUAY S —, DEAE—F+Z +5 8 (Lultaan, L. an
d Magnusson, G. (1983) Nucleic Acids Res. 11, 1286-1308) . U MAbIL ¥
DA-—DNAKNBRE (Graban, F. L. and van der Bb, A. J. (1978) Virol
ogy 52, 460-457) . RURE/VL XA (Neumann, B. ei al. (1982) RMB
0 1.1, B41-845) R EREDCOSHM. BBVRNIHITIMRICMDA
FRJITENTE, AKLTHHOBRERERERDIT ENTES, A,
WEMBELTCHORMRBEAWSHSIER., RARII— K. HEMR
G418BET—H—:LTHRETEnc oREFERALBIRIF—. #
AHXDpRSVneo (Sambrook, J. et al. (1989) : “Nolecular Clonlng A
Laboratory Mamnal“ Cold Spring Harbor Laboratory, NI) #pSV2neo
(Southern, P. J. and Berg, P. (1982) 1. Mol. Appl. Gemetl. 1, 337-341
) RERI - FPIAT2ILIL, G4 Ll SBEOCTIN_—EBRTDIIER
D, HHORYR7/FRERECRETSBRAERBEERIT LN TES
LIEDOIIRLTRGIIBRNERER., FEERVWERTI ENTE,
BERCLONEREA. XRARACENORYAIFINREIND., KRR
KBWSNIBALELTR. BALAREZHEBEBUTRATAISAEOLO
EMERMRTE, MAK, LECOSHMMTHNI, RPMI1640MED
IRy IRESL—ZN%EB (BT FIDMEM) &wd) REOMRK. 8%
EECOYREANLZZOMAMRDERRLADORRATES.
LEMRREEID., BAGRAOHAAXRERACREINIERATAR
BR. KEAROHENERPLENERLZEEHALLASEOR DO MEME
BRIV - MEATITEXETED. UHRELTR, A6RNERAXKE,
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AROMAREMAC L SGH. RABE. FFLBIVIUTRIIT 4~ (
¥LEE) . RRIOV T IT74—, AXVRRIOXNIFTTL4—. T T
ASF4—2ORMYIT74—, RAREKIOTLIOI74— (HPLC) &
ZOSRMEI DV RSST 4~ Bt ThEOMAURZENARTRD
ER RAUSEMAZARCCRENCRASLAFV Y 2BYBT ER
E0.,. S9N T T4 F A= AFALATHERNERAT I ENTED, LE
FREUIRDEBCERLVEACKRN, KNETHRETIRY ATF
RekREMETES,

(2) #Meb- -FFaDRAR=rE/IZ70-FVNkOoRR _

Eh - FF20AN=SERARCNATINEONELT, EF-2¥a
BAR=YERADKERESTESE/Ju—T ke BR I3 LBTES N,
TORALRE, BFTEERTIAVTHS,

LB IO-FAREOMBESES> TR, —RETROLIZERTERS
ET335. Thbb,

(a) MMELTHATSEARDTONMN,

(b) AMEMBPEERTIZELLORMBLAR, AMEERL EOHKE
EMELTRRANHORMERELTHS, NEREMRERETSTH.
(c) #ARME (UF FIxo—-v) 2hwd) OMA.

(d) ARERREZIO—-TEONRRE,

(e) BMETIHELRMETENSITY R—THORMN,

(f) M—MRIU—2~OHM (Yu—=32) .

(g) BERES>TR, E/70-F AL XRCHATERLDONS T
E—vo%R. XRNAL 7Y E-C¢SHLEBWONY,

(h) TOXSRLTHREBINAE) J0-F A RAOEMUSEE, RELON
ANRLEORN. BEVENREREILTONRORE, $THS.

BF. E/2u—F kOB tBISCH> TRET SN, BMs
OEBERCACHRINT. AAERARDAORADNEMRRTR ZO—
TEMATICLLTRS,

(a) AMOWN
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MEMELTR, MELALIRAKCMMLAE R - 20X XK
EO-BESATEILMTES, ¥A, Eb TR 0ARSSRARMAL
SKEBEDMBLANNA, XREF - FF20AA=RARAXKNRE
B EGR, MMHEMAOFREANT, ELERLAXANORARON
ARTFRERME LTHATEZ L bTRE,

(b) HEREMMOMM

T8 (a) TRSNANNE. 77U RORXXBEARLT Va2 N> b,
XBAVSEORCOLIRBAZLEOL. RENELTRREEICART
5, AMBBRAMONS T F—TRBECANSN S MWL ERE < M
THILEATES, REMER, 2EARTIR, v b, ¥¥, YD, ¥
Y. DTERMATEC LM TS, ANL. MHLANKRENBERE S

AI3ZTO0-THEOAFEREGCORANS. YOAXRII Yy MR ERER

WETIOHBRELY, £k, RECEATIVIRARYES v FORRRNE
MERRAZS. ROZAOBAIR, REXEE&RM A, ALR , BALB/c, BDP . BA,
CE. C8H . B7BL. CS5TBR . C57L. DBA . PL. HTH . HT1 . LP, NIB . NIV , RF.
RIII, SJL . SYR , WB, 129 &N, ¥ 5y bOBEIKR, 2EAH, Lor,
Levis . Spraque . Daveley . ACI . BN. Fischer 2 H b;att#'l'!!'.
INSORVARUS Yy FRAAEAXZ VLY, BEF¥r—-NAYNR—, BHF
SLC. The Jackson Laboratories NMBWMAWERERELIOAFE TSI &M
TES.ZO0D5. RROZTO-VHRNEONRCHARERRTIhE. TUR
TR BALB/c RRN. Sy TR lov RENRARERWELTREFEL W,
X, MINOEPERIATOHAERLSRL, BETCHELRETSE4ANMMN
RETEELTUR, TRDBAECAERBTYXEAREZEOFELW,
2B, TNEYUVAXRIY FORKEROABR, FEL<RG~1 288,
TERFELKRE6~BEABNTES,

Eb FRaDANYXRTOBRRAKTIoTRBERETIER, N
X K . Velr,D.K..Handbook of Bxperimental Immumology Vol.I. II.
IIl.,Blackvell Scieniific Publications, Oxford (1987). Kabai,E.A. and
Mayer,M.N., Bxperimenial Immonochemisiry, Charles C Thomas Publisher
Spigfield,I1linols (1904) SRR L<ERINTWIRROTEREEANIT
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LTRSS, CHEORBEROIS. CORBEBRTENETEREAKNE
RUEH, LZARRTOLBUTES, TRLE, ¥¥. ANTHSIEEAN
2, SLSRANERATCAMBERBORAXRRBAKLELSTE, X
L.RENEE LS ADERNHOHANEELS . NPREARSRET W,
BEXRBREOAMPRREEFS L. AEABVBEROE T L HTRS,
PMOREX T P2 —vi2. NAZGWORN, BEREC LD RAZEN, —
Rick. AMRSEKS~CH, REFW2~ s AMBAERL L, REAKS
~AE. REMMI~4AMAIEEFELL., REARKCARCASTER
NeRRL, IARSMWEEYTES LRNOBLELINROENELE
BCABDEFELRN, ¥4, HEORSRE. BUORM. HERET L
DRZEM. —RIKR, 0.06~5 ul, FELR 0.1~0.601 MEET S, &
HRER. LLOADORMRED1~6 BMB. FELE2~4ARN,
EERFELSR2~3AMBRERD. CORMREORMNCARE L DS
TESD. BBVRIAMBLIORT NI L ANREONRNS BN, 2B,
ANRELEIBONKR SR, HGOUM, XIS IOREZIN, —
BRI, HARTOAOBMARR. 0.06~6 nl, FELCR 0.1~0.5 01, 35
RFELS<R 0.1~0.201 BR LTS, FEROXRRSRREVEELE TS
ASXUTERL. ERBBBE Lo TORELVOOTREN,
LEBORBENEG 1~10E8, FEL{R2~6HH. TEEFELINR
2~3RREARERWICMNERENBESORRNAX Y > AR LEN
MERDHY. 28, TORCMETENEL., NERHFLR<RoRBN
ENEREMNORBEELTAVWNE,. RRoRBONRERDIZ LY T
5, ZTTAWShINAKNONERELTR.RIAK,.ELI SAK,
BENES. TRARBARSEE 2R 0L NEANRBTohER, WIS
K. BlE, EME. RCRFORRLEOVREL XOMANS, RIAKR
RELISANMIORETES,
. EBRACBEMEEONER, ARKELISARKINK, BTEER
THEEORFMELOF I L NTES, £7. HUXREINBULAMNNS
ELISAROS SRV —FEOEMRNICHREY. SEHNNRELT
WIREERNCANENRTEAN. AR Y ART VT2 (BTFIB
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L]

SA] &EW) R0V, KEN2ESR. B—-NELLTRRFRLER
# (AARYYZAN) KEMEd, tEARCRBRPOE, S o—F R4
ERAINI, B -HELELTHBRARRENATSZMGRNTINE
BMATYUANMBEHE IS, RRANNEOERENR. ERINCET
 CRARIIRERORESENETECERED. NEFERBTS.

CNEOMRARIRY I RLEONERENBOIBRR. RAOFE(N
XL, Kohler et al., Nature, 258, 485, 1976; Kohler et al., Eur.J.Inmnol.,
6,611, 1977; Milateln e l., Nature, 266, 660, 1977; Valsh, Naiure, 166,
105, 19T1) KRS THSTEMTRE, AAK. RENROWAIH, MNE
BOULTASF VAR V2 THRABLER. 1— NV RABHER (MEM)
ERREETHARENREDIBRTI— RN TEERAT I ENTED,

(c) WMEME (UF. Sxo—<) 203) oMM

MEMAKAVIITO-THRCRNRONMRE<. RAOMARNS
HMEACBRLTAWSTEXATED, REL. REMRPRENSATY F—TE&
ARTEIRONAEBELIRLT, TOBRFEXMIALTWSIHGPRT
(Hpoxanthine-goanine phoaphoridosyl transfermse) RMBEEA WS ONEE
L, Ybbt. T2 X H kO I63-Ags(Xss) . NSI-Agi/1(N81) .
PBI63-AgS.U1(P3UI) . X63-Ag8.053(X83.663) . SPR/0-Agl4(SP2/Q) .
MPC11-46.8T7G1.7(45.676) . PO . S149/6XX0, BU.1 & . 5 v PHE R O
210.RSY3.Ag.1.2.3(Y3) & . k& b M 3k @ U286AR(SK0-007) . GM1G00 -
GTG-A13(GN1600). UCT29-6. LICR-LOW-ENy2(EMy2). B236AR/NIP4-1(NP41)T
55. CNEOHGPRTXAMRAAK, Anerican Type Caliure Collecilon
ATCOSPEAETIT EHNTES,

ZhEOMBER., MUAZKHR, XS -7V ¥ [RPMI -
164 0MBEINFISY, 2-ANATDXF )N, FIRIV . R
UYYREAN (BT TFCSI &) EMALRRRS-TYIT=
MARNA] . 42T THES <y TMM (Iacove’ s Uoditied Dulbeceo’
s Medlon ; LF FTIMDM] &W)d), XRFNVRyvIEERS— TR
(Dulbecco’ s Nodified Ragle Medium; A F [DMEM) &W3) THANR
T3, ARRAOINEL4ANKCESNE [AAE, 10% FCSeEADb
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ASF104%R (5koX () 8] TERERL. ReNAK2X10?
REomBRkeHNALTHL.

(d) HERe

HEEEAREIITO—-THAREORARAR, 2 ANOFK
(Yeir,D.N.,Handbooko! Experimental Inmunology VYol.I. II. III.,Blackvell
Scientific Publicatioms, Oxford (1987) , Kabat,B.A. and Mayer,N.N.,
BExperimeniz]l ., Imnunochemisiry, Charles c Thomas Publisher
Spigfield, I1linols (1864) &) IKfEW, HROEFREREICE TSRV
BRKOKETTAERETIZ LN TEDS, TOLIRIER, AXE, RY
IFVIZVa-NSORKRERY T—B¥ChTHERENREI TO-TH
REBHATSELEATE. REXNANREAATINANTRECEVDST L
HTRS. TOO, LEREENTRORGAEREEDUTOLBDTHS,
Thbb, IHE#U?—HI.J:L'CIR'JI?-D‘/VU:I—Jlrtﬂlraaiﬂlc
i, 2T 8K 1600~8000. IFEL <X 2000~4000 DRV ZF VT VU -k iN
MHhT,. 30~40C. FEL<RSF~IEBTCORKTHHREMREZ T
D-IMREL1I~102M, FELRS~BSMBA/T S,

(e) N1 7Y F—-TROER
EEREBRARLIDBENINATY F—TORRGFERECHRREZ WK,
ARHAT (ERXYIF - FE/)TFV-FE29) BRE (Kohlerel
al., Nature, 266, 436 (1975); Milstein al al., Nature 288, 550 (1977))
BBUENE, COFRR,. TR/)T7FYTEELRRWHGPRTXMR
DITO—TMREBVTNITY F— e WISACANCTHE . TRDS,
REASRRBEUNTITY RF—TRHATERATERTIZ LR LD, 737
FUYERTOIRERRBEEDERANI TV -T2 2RRHAEREL L,
PoOHNNIESITLENTES.

(1) A—WRI0-—A0N(Pn—=>7)

NTTIR=TOI0- 0 XRELTR, AARAFIEIOD-2 4. &K
7Ho—Z&k,. RABRESOLMNOFELRNDIT N TED (ALK
Barbara, B.N. and Sisaley, N.S8. : Selecied Methods in Cellular Immunclogy,
Y.H. Freeman and Company, San Framcisco (1980) #N). Zorn—=2¥
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BELTR, 7V—FO 1Oz AR 1EONATY E—IHBENBEIRH
RUTHERTIRARRE. KEXHBTTHRLI0=—EEANT SRER
. Y4209l -9 kLo TIHIOOMMENOHLERTEH
. EANV—F-REoT1RONRESRTS [V—Fru—>) R ERE
Foha. ThooH RO 5. RERABRENFATSS, ZOLRTIR,
T407b—bkIy FREGRRBEMNRE. S2VRERTTIANRM
E. BRENE. RANRREO07 4 —F— (lecder) EHRL TR, —F. &
ERCONTTYR—T80. 2~0. SH/0. 2m1 EBSLD WS
THRL. ZOBRLANS U R—TORBMES Y= V0. 1m1TD
AR, —EMMG (AAKSHES) EH1/30MBEHFLROORTRLE
REZEMBEBRRERTEITELLIS>TNAITY R—TO0—C WA X
s emTES. '
NEFEORDSEN AT EDWT, HAKRAEREC LS I0-=2Y
£2~4AREL. RELTHEEORDSAAEGOEMLE L - T2 nAN
SYEIJU—FLHERENSTY F—THELTART S, COLIKL
Tr0—-=Y3NENTLTY R—-TH{OVDEDR,. OBB8—-2C9—4F
BMEEIN, RAGREARBRENBOGANONEHFIEE A5 — (KR
MOCHEMKITEHLIRB]L HRB6) K2004E2817ANYT. ¥
HESFERM BP—08627&LLTREIATVS,
(8) N7V E—TEBRRELIE/Z2u0—FAH&EOoAN
COEIRELTRRENENATY R—TR, ChemRTdT L&D,
E)VO—FAMEEVRESRET EATRIN, WREEYS, BRHET
BE/)IO-FNMUCRETINA TV R—TRBAIY =T B EN
HELW, TOXIY—=YYERENE4AERNOIRERETES,
ARACBYSHRAEONER. ARXAKEL I SAkicLhE, UTEER
THELOREME LGOI LENTES, =7 WEAXREIMELALF -
FH2TANZY, BLLREN - FHa0AR=CERATEAMBEEL
ISAHS6AYL—rSORBARERRREYE, ISEHMNRRAL TV
WERRTERAKEMRALEAR. RALYSOAMP AT (BT (BS

Al En)) REDEBW, BETeRMR. B—HNE&LLTRENRLERN
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(RAETYZAM) Chpad, tRANCRBTOH e - FFa02xN
SN EMBIED., SERBoAKCLTREERI A AT O RAHERH
TEINhBHMATIUANBENATE, KFAKRROERENL. EXD
BRI RARISRAERORLGCENETII K LD, HEmeXHT

« BB, TOEIBRAIY-=Y IR, LEOEIRENCTY =T %D
—ZYYLARTHES>THINL, TONKF>THEN,
BEOBVOFRIECL>TRANTTY R—TR, MEXRPIXR80TH
TORARPTERRNRRATRBTIZLENTES,

PO—= S RETLANTTU K=V, HREHTHERN 6 EXRAK
RATHRINS., ABNRE. XHBBRNEANLEHKEER. B5WRAY
F-BRTHDOND. COXREREBIDILENE. YV EBEE, URVEN
MOHEERVWTRRTETEREEYD., ARFAOCESRACHABENATIE
Jou—FANKERBTLMTRE, Sk, RAROTIR (MRE, LE

BALB/c) . B33VRNu/NuvOAOoRRARNS 7Y -T2 EN
L. BN T U R—TEHMIEBITELELD, kRBHOE/ 20—+ H&
EAXBAURKERDIZLNTES, BEACRSTSEER, ¥ (3
~7THM) K2, 6, 10, 14-FbFrIAFMWRSYFH
(1,8,10, 14-tetramethyl peniadecane) (7 U X ¥ ) GoRMeRETS
E,. LVSRONRANBEND, LEAWE, N1 TV R—-TEARROTUX
ORERARCTOHRENMWALENL. TEREFREEELAR. 20B8K1
0'~10"@ONSITYR—T-Jo—ARCAMEBSEZVELT B
(0. 6m]) TETHERRERSL., ACHEXBAL., BRArEo e
CETTUALOMAKRERBT D, ZoFkkkD, BRMBRETH1O
OBNLORROE/) I U—F A MENBENSE.

EERFRCIVB/EE) 00— FARER, WA Yeir, D.N. :Handbook of
Experimenial Immunology Vel. I , II, III.L Blackvell Scientific
Publications, Oxford (1878) KERINTVLIFETHETSIZ N TESD,
ThROE., RREFEK, YVRAE. 1 XRIOVMIDIT4—%. 77
4AZFA4 -0 IS4 — BB THDS, ChEOHTKROIS, RRMTE
£3~4H. FELRS~CHERMVETCEREHS T, ®E/20-F )k
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ENRTEICLMMRTES., LOALZOFETERBRE) 20— 84D

| RRAEDTESZS, TORD, MEAMER 1 ~2EFo LEMBE) D
o—riEronT, Y)IBlREk,. T4+>X020bIS574-K. 77
ASTL-=oOTbTI74—RENEBIENEDPECEDLI1EN. FELL
H2MMOLRERITEkkoT, RUREMREARE) JO—FNHE
ENNETRIZEXTEI . MREAFELEELOBAERUMAFEL TR,
OHERERE -1 F2MIOT Y74 —K—SARBE. D) RREKE
— 1A ERIOIMIOITA— BT 74 F4 =207 rTI37 48,
OMRUFE -V BBE-T 74 =740V II3T7 4 -RERART
STENTEIR. BRETHOENER T/ 20-FAR4KER/ILDER.
IR c)OREEHRFELY,

MBOMELESRELTR.WEOE/ JD—F A NENESY F (AL,
MADTrap GIIFob;Z7 T THMISEHBTECELTED,
BLTRENBE/ JU—FARBER. EF - TF2DAASTHLTHE
WHHEREENT S, '

(h) B2 7o0—FAitkoRE

BLLTRENAEE) JU—FIREOTIY I TRUYLT I 5 AORE
RETOLIRFITLEMNTES, V. MEKELTRAIFAO=—
(Ouchierlony) ¥, EL I SA. XRRIAKMXMTENS,. A 2Fhu=
—ERMETRESN, T/ 20— FANEOBMBMELEA T RRME MY
SRTHDS. —h. BLISAEXRRIARRAWEEAR. ¥R LNET

EEMNRNEREREEEE. 3Bk ELTERSTAI YOTY

STAVIAT BT SARRETERERAVBIERED, £/ 00—
FANREDTAIVFAT, YTV IARART B ENURTHS, Sh, &
C BRMEAFRELT. WRONEAO+y b (MAE, TUXFLN—%y
i1y RHEN) SEAATIZLELTES.,

A5k, REROERRE. 74—V >09U—th. RU280amiBHS
WERX (1. 4 (OD280) =14/ YufY>1img/ml) SORHT
FEELDEIT EMTRS,

(3) EbEHMEF - FFao AN HREOHN
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RESOTYSG (BT, MK (1 gG) E05.) B, #TRN23000
ORRYVRTF R (BT TEM) &0 d.). 2FREPHE00000RRYR
JFRA (BT TRAMI &nd,) €2XTOLERRENI. EM. BEMZS
B110REPEED. TI/REAARFIATLINARNOBIELRBR
5. ChoRRT1gGO3REMBOERMY (BTF. IRASY] En3,)
EMRTH. RARVEMR, ThEhBRLE4HE. RUZAORAS D
BMBEENTVE., EM. BAWTHhEBW TS, FEX/RBORRAAL RH
" ORAMVRERENELTFRNTOTI /MENORRNRKEL, TORAS
SRR RAAS > (varlable domain : I F . TVRAAL ] E03,) &R
N5, 1gGOTI/RMEBNTR. M. BMOV EAT S HENNES
ALUTREARNEBRL TN, ChENL. RARORAS R, 24kELTE
ERREBRTS. EEHARRE, EHMABRCRRADZEARAL, AAIXR, ¥
DAIgGOEENRBEFIgGOEEMRERAR>TVIOT,. TUX
IgGREMORERELIS>TABMELTEREZN, TOMR. ErHATOX
¥4k (Homen Anif Mouse Antibody : BlF THAMA] &W3,) EXXECTS
(20975, Cancer Res., 45, 879-86 (1886)BM). f£> T, TUOAME
RereRELBETIZRTERW, TOLI NG ERETIN
Dicik. NEORARRARLARIHANABRREECIRVEICHE&S
TESWTIEENDS,

XRNBRARFORREINE,. —BE. TOXIRRASLRIEPE
60 B MPERBIVESG 8 Y—FX_NARVES>ERAAKRORAE &
5, TRMRTR,. ENA. EROVERAS yENERKORE&3H@ON—TH
RAL, HEANABEEPRTS. COGN—TRAREREZAR
(complementarity deternining regiox: L F. T[CDRJ) &EW3,) &EREZh,
FR/REAOERYEGELW, TRNROCDREAORLR., —RiZ.
CDROMBERRTSVNENL. 7 V—AY—2) EBRREND. AL E
. EM. EMOTRNRO—XENESKNAL. BENORAEECETE,
ERENO—REAECDRRUT VAT~ LML AERRERLE (b
A+ 5, SEQUENCES OF IMNUNOLOGICAL INTEREST, 61h edition, NIH publicetion,
No.81-3242, B.A. Kabati et al. M), XX, §7V-AT—IR, T3
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REANZBONMNENTSAROY TNV~ T RIMEhr, 6K, EF
ERUAOMTHB TSI I L — A7 — s HBETIZEbRREINR,

COLIRIgGCOMBARRINTIARNGETOL bMuitko R BE
HERETNE,

FROMOBRRTIR. TOAMRAEOTRMALLE b A Q2 & BRI H
BLAEFASHARBRE N (Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 31, 6851-08G5,
(1984) BR). LdL. QL3R+ X INKR. KMELT, $<OREL
FI/MARERAOOT. REANNRFUASACRHAMARSKRERNEL
5 %5 (Begent 5 Br. ). Cancer, §2, 487, (1990) B K).

ERENLHAMAGSHERATINREOSD. REFEARMWAXOT
S/MABLELHPLE<TINBELT. COREIOLR L FlEONER
RO EAERINE (Katare, 331, 522-625, (1086) M) . — WK,
HRENTIREIOTY Y ERERRTEICRCDROAOBATRT L2
Tholk.

—F. FavFToi, 19874, XRMARRAREF—YERL,

(i) CDROTI/READER. AMCASNATIBLECDREGON
BERRTIBHEEIMEEL, CODRORUINKI=ZXEHER.,. HROANY
BRAZ—> (B)=hANAR) CHMIhBCZ L,

(DA HNRBDIF X, CDROIREYTIV—AT-IBLONE
OEROTI/MORME E>TREINEZ L, €RLELE ( 1. Kol
Blol., 198, 901-817, (198DSM).

COMAKEDSE, CORBHEEEAVSEA. CODROEARNA—SO
FJV—AU—JOFI/MAEGE M ASCSATESRMELNTRINE (W
RE 4-602408 BB R).

—BE. SRTXECDRENTERE FMABMERORAR [ FF—),
CORMSBMENEMOL bHUR (T2 €SP —) LENTNIHR, xRE
bZOEMRRSIERTS, '

CDRSMEERMTSRESRT <X, THZROCDRONEELH
#L. RRJUTVAFORBERARTEZ LS. CORNERRTD
rd:

20



WO 2004081050 PCTAP2004003048

() 7279 —iR. WThOB 7/ N—TERTIbOeRRT 2D ;
(MM RF—D7 VA= PERThOTI/RAECBRIREDR
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heR%TI. M b - FFaaAN=rRLE MME&R, Eb kO EAL
LAORGTERDE PRAANAENTIL FMEARETIZACAWEFE
( Tomisuka, K.et al. Kainre Geneiics, 18, p.133-143, 1987.; Kuroiwa,
Y.st.al., Nuc. Acide Bos., 26, p.B447-3448, 1908.; Yoshida, H.et.al., Animal
Cell Technology: Basic and Applied Aspects vol. 10, p.60-78 (Kitagawa,
Y..Matuda, T. and Iijima, 8. edé.), Kluwer Aeld_om.ie Publishers, 1996.3
Tomisuka, I.Ot.'l.l.. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 97, T221-7T17, 2000.4 ¢ §
M), EFAESATIV~LOBALETy—DFL ATV 1HIREDE b
B EH%T:BZE(Wormutono. I. M.et.al, Investigative Ophthalmology &
Visual Science. 43(7), p.2801-8, 2002; Carmen, 8. et.al., Briefings in

“ 1
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Functional Genomics and Proteomics,1 (8), p.180-203, 2002; Siriwardena, D.
ot.al., Opthalmology, 108(3), p.427-481, 2008 B R . Jic k> THRT ST &
nTEs, ]
COEIRLTAMENSHMARE R - 2 DXN= S HEME b - &
FaOAN=YENANEHETEC LeMRTSHKELTR. WA, <
VARENEHATORFLTONAGEMBOEL I SARNENTES,

6. MEF - AF2DANRCHKEANTIER

EROI5. MEM - FF20OR= NXEONR) ORCRRINRFET
BNJIMEL - FX2D AN IHMEOPRE, Eb - FFanANZOD
EPERLFRTEINACXREr, - FF20ANVERATIENRESR
WERETIRELNIT LN TRE. ZhoOMER. £KATOE M -FF
ADANRZOEWERE. NS AROELEEFTIZENE. EMEL T,
EECHTESRAMNELTAWDSZ YN TEB.In vitroToHE
PeAFa0XAN_NECELSE - FFa DA VOEBEEDHAIE
SRAXK., EF - FF20ANZ Ve BAARAL TN INREDT SNED
BLoRNELETARTSCENTEE AR . Eb-FFauX= ¢
MRALTHATORARAENESENIHITSERRL. BRXERLON
ETHERr -FFa20ZAR=0HEEEDL, 71— ABR, JU=-BR
RURAZ7xO4 FEBERTIONEECNEYS XTS5, In v
troTOMEr - FAF2 AN URERIIBSHROTNESE ALK,
Eh X FaDAN-ERANRALTLINREHLTAEL - FHan R
REHRUEORTHERFERRMEEE. MEEAFENRNSEEXIN&
SRFERNREHEMEEETAETSCENTES. AAR,. Eb - F#Ha2D
AR 2ANARALTRIZHIITHRENEL,. FARCRYORKTH
bhFFa20ANZCHEEREL, S6ETYIRRAMNEEENL THM
Fmﬂlle.tb-t#:uzn:v!lﬂl!ltﬂfaﬂlﬁlﬂ*t
METEIENTEI,. 1n vIvoTOXREWERALAEKREDL - %
:nznzyﬁﬁoltﬂfaﬂlﬂin:ﬂiﬂ.tb-t*:uxn:y
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PAMERALTWI I AV oy JBBERE, - FRa A= H
RSl ENRORECENETHENTES,
COLdkLTRASHEE M FFapANRyOEBEREhATING
XREPF  FAFa20ANRZ/eBRTSENRERARNTHETIMELR. E
RELTREEORREENELAERMURMELT, 35WRTOLIAK
lmﬁﬁ#ﬂ!ﬁokboﬁ#tbttmfbhlollavnmunlﬁ
RREO—-ATHIAS /) —VEFACSYIC LN TEINTHEERER
nxn, .
ERHAR. RRENPVLEZROMLEL - FFa20ANR_VHEERELEFEX

h3BRA. Bk, THEN. LEN. REART/IRADAETOCENRA

RUOMKT S, . _

ARFOEMERBCENTHEXhINACANSHRELTRIFRLS
RESESHLEARIBWT. EXHRPEREINIFENLTEREDS
oOMEFEL W,

ARFOERERZESIZ. pHE. BBE. KK, AFK. 8. $HNE, 4. KN
f. REE. BRE,. SEE, RUE, REXEREALED, ERLAED. R
LEDTILLORARORRESL I ENTEI . BAMONRELTHT
OLOERYIZENTEIN, choRMRMINBR: YU, 7I=0
HWNFRY FARSES, PARZ Y XRYDSOTI /RN, WA
L7RAIANESR. HRFFUOAXRERRARS kYT AGORMEN,
YJOM. . 2T kORRy 77—, BRRKR. Y X -HER (Tris-Hel
) MRGOREM, TX=bF—NeFY T BOXRN. LFLYIT7IVE
W (EDTA) MOFL— b, h 721>, RUEZJEOUDY, -2
BFFAPYPEROXST/OUN-B - T UFFA MY CEOMREM.
PWA—=R, R/ ) =ARXRFEAPI GOMEN. REN. —HNPY)
A—R, TUI—RAEFFA P SOBORKEE. HAH. B, BR
N, AERAPRVE= YD S EORARKR) V-, ERLTRRUVRTFER
HEBRANLTY. HERIXTHA=OA, RABR. YUFIR, FAn0
Y= F2XFNTNIA-N, AFNNAIRY, TOLINRIR>, Zul
*YVY. YVECRXBRARCKRSOWRM. YUeY>, FOEL> -
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PYI-RIRBRYVZFLI I Y- SONRE. 2= —AXRYIE
-V SOETNI—N. BEN, PEC. YIEIVTRAF N, RUYAEF—k
NERYYNEF— FOSRYYAEF— b, FU RS (iriten) . FOXS
2> (tromeibamine) . V¥FUXRIVASFO—-VEORBEELEN. A0
—ZPYNEF-NEORELHRAN,. HEFPUD A, BREI VI LPT S
Sh=A-YAEF—VSORENRMN. WEM. BRRA. MPW. ¥/ X
RNELOWBA. chéoRAROWROENRZ, L -FFapnx =
SHEORREAWLTO. 0'1~1008. #iK0. 1~104BNT 30
BEx Lh.Iﬂ#mﬂit!!lﬂﬁﬂﬁﬁﬂﬁiitt-:'t'. AARE. B
RAREERERZCBUTHARRETIZ LTRSS,
ERERGFORBULEARNETORATOL V. HYZRBASHE

RENROAPEEANK, ATHSMNLEEORECATEVENTL
SUOWRTOLIN. HREOEBMANKPANT N TI e 80EBAEKE
BERRNSTEOTES, ERERNITI2pEL.0—8.50TrIs/{y 7 7 —pH
L0-6.50MMNRy 77— PENERE VI F— AL HOLANERTOZ LD
CTEL.ARVOENRERWRBRINANRTEREZAKR THS2MAEL
T ANERESIVRMELLTREENE.NE H+2 BNV HE
ERAOBMERWRAZOU—-ZAOLIALETRBANENWARRERR EL
TREIhDITEHTES,

ERFOEMBERWRABORSPEMBATELOTASL. EOK LD
HAEFENACARTSZ LTS . ANONRRURERR S FEIZ XS
TRETIZLHMTESL, XRAOEMERWICAENS, ML - %2
DANR=YHEOE  THaDXAA=CEHNTEINNE, WS, £ - 3%
aBANRZEHTHIMEBER (KdRR) CNL., SREXEN (KdENE
W) B2, ERAORSBEPRMBERMTITENTRSIOT. ZOMW
REETNTERFOENERWOACHN T ERERERETIZLEOTRS
MERR, EFRRE N - FFan AR RERE M ERNLTRESTENE
iB.80. 1~100mg/kgel~30ERE1IERETHEL W,

ERFOEMEZWOBALL TR, ANEACENN. 28, BN, &
TH. ERREMAZENETEND.
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7. ERBEHETSHURONR
ARAOWO—DOMMEL TR, £ - AF2DXAN=OBBENNT
BLEIDURMEeRITEEHANELA, REAROXERBER-RELAE
S YFTLI ORIV, TOLIREER, FVaFrRIvIFYS
YERELTASHKTED., BREERZORES, YN R, a7y sF—,
XRDNAAORARZENNICHNOLRERLIEB LI NEAND
BRENBENTNS, TONELT, TTRENSHTRAHHIVATS
57077 VORSHME<MENTS, XRAQE k- FF2DRA=
YOSZRTEMABFEBNTS, X—RMARKFPHBEIREE Vo E—R
WIRL<HENTUIERAAATESLHAENS, A5k, Eb - F#a
OARZORMENNETIWNORRER. I/Ea—F—-EIF v IFY1
> (CADD) ¢MEBELARROTRTEZE. COMSLLTH,. RERARY Y
NTFRRMOFRRERY JARKELTHMRINTVEIAP-10NELHETD
€4 TEed (FREFHELAMWO99/685616%) p&rmshTwy
. TOEIBRFREED, EF AR DANSSRMREAT IR, 53
WREr  FF20AN=VEHOBFLOHNERBERSTIZERXD,
Eb FFanAN_ORBERUTILSIEBRNCRNIT L RTES.
TER. Ho—D0RER, XRAOLF - FFanAR= I RAKTEIR
URTF R, TROBEF  FF20AN=ZYONR~bF—-RARKRNTS,
Thbb, XBAR, Er - FFa2pDANR=OBEERARTIN—-+) -1
ARODAZ V=YY HEEERTS.
CODAPV—=V5E0~DORRR, - FFaD AN ERRE
ERERSEERIET L b - AFa 0 AN VRENATSEARCART ST
HERAD. ZOXONLFHEELTR, ALK, MELAEF - FFa DN
JEAWT., ThERETIEAROT7 7474 —RUACFITERRY S
NS5, AURNRHFEO—ALRERE, b FFa20XAR=EEAFV>6
HEVRIBARTIL=F4—FJELTHALELDORMEALT, Zhe
HMEOHMEE (PR =9 N—-THO—ZAAIAEF¥y—ILT. ZOAS5L
EMADLANS) E4TTLARMS >FaX—hL, XWT. ZOHAN
KAR=y SNV -THo—-REEkEOATLTTLIEM S a2 R—-}+T3,
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SN -TAO—ZERERBNy T 7 —TFARBLAS, 10 0mMT
SHV-NEMABTERED, b - FF2DAN=YERANERETS
- AR OBAREEEIETARL. CONBERETS, 2OLSK
LT, EF - FFaDAN=CEURMATESTAR. RULEF - FHanX
N-Y20oRGERBREZWR, /2= beLTEM-FFanANZ
VREESHATSRAREAAKEIRTICECLOMMMITLF - %2
BARS S ENATSRARMMNTES [RREXDE. NFT=2T N
YY—X6 IEFETFHREI ppr215-219 (RLHAI.

FOFEELTR, 77— 70y bR [RNELHER. FBEF
TSN ET 921 ppT76—81 (ELEA] ¢ RECHANBWERE
ROAY—AL 7Yy R AF AR [RRESNE. (FREFTEN KTy
21 ppB86—75 (RL¥HN). Fxv P AL TRV T Y« Y=NA
TV RYAFA) (TR AHEM] T30V THRHTHIEN, =
heoFBREEELNET M,

COLESRLT, kb -FHa2nZAN=y2HBbL<RMEREHEER
TEN-F-RAROcDNANRSNAN, Eh - F¥20AR= 2K
R+ F—RARCOHNERALHETSUROARNAI Y —=> Y EHA
TECLMTES. REDKR. NAK. Eh - FFaDAR=SEI NI
TYS— b9 ATz I-HEORMARANEMALT. KNS FA4> S~
FIXA727—¥RETHOATA 707 L - FERBILLR, EIAF>
ELANA—FF-BARECOMAMARNLUMSE, RHNAZARLON
BEXNLTPTED LT NAVRZAZ 7 - ¥ TRBTS, EFFEL
AMA— b F—BARBHOR. RRHROB/NL, NABAREKA— b5
—EARZONAERADIVRESTIWRNERRT S, COFBTR. A
ABWARCHMEATEHRNXERA—FF—BARCERMNATEHRHR
ENnS. .

BRAEAREE - FF~RAREORAEMBRUTEY, NELONOH
FEALTWSLIZEAER, AARNETEAOL S AU RAHNEET
T, ARELE7 v b1 €F5. COMBER, REFENLTHATS LS
BHRLARENSTEENS S,
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Ek, MEAAR—FF—BERK. LF- FF20X1=20RBERNN
TOIEMENLTUESAICR. ERERLAL L - #F20AN= S RET
ORARY F—HALAERREEES T ABA. WL, WIMEOR
MHELTHARRRURORAY Y —= 2 JRED T EMTRE, Sk, BE
NENR—}PF—EARNK., b - FFa0ANR_ORBENNTIEREEN
LTRaBAkE. COLIRNNEFEI—kEEX LT RENCHT
ERUSILAFRIE. BORGFRMEHWEC LNTRE,

TOESRRYZILAFER. AAEAEINLANAFOTI/RERN

EMHFL, M7I/MENEI—RTEXIVAFREABSEST YIRS
VAFRIU—TERBUTcDNAISTTYU—%H ) AILTSU—DR
FV—Z VeI ERLDOBNTRS, EX. L - FFanAN=20
BEOHEZEECHTERTFRN, SOFVARBRINAALIRTIFRSA
T2V THIBER. WAFFROTI/MENRI-ETEIXI L
FREALGBRIDNAELEART .

REFHRRIBATE, COLOIRLTRBAESEATEI—-RTHRE
Fe. RARVA VAR I —CHBRALT. BERADAINVARIF— X
TIVINA (KBLEThAb0) ERFCRRIED. REENATRASE
FHREEZH, SNROHADEBREEATIOT. HORBRATMELD,

REFRENEMBACEATSHFEEL TR, D1 LRI F—eRAL
AUGFBATE. B3VRAVINACORGETRASTE (BEYI L
A, 10946F4A %, 20-4500. EMEENMT,12(15)(1994), RMELNE IB&ETF
RBMOBWEN) %L (1996) OVNThOoOFESAATIE2MTES.

TINARIFI—ELIIRGETRAFIEELTR.,. AV OO AR,
TFITANA, TT/RBEIANVA, ANVRATL VA, I =TO1N
A Ry I AVL WA, RUVZTLNX, Y YERTL IV AEODNATA N
AXRRNAYS IR, HEEATHIVRETORRELI—-RTIDNAR
BARATRATILTEMRTEND, 20235, LMOUSHX, TFID
INVR. 7TT/)RBEIL VR, DIVTHLNARAWET LR, RFE
L, #UVTNARDORETFRATRELTR, RATSAIFEARTAR
REETOINE (DNATIFVEK), YRV —AK, URZ7xIF &k, =4

24
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pn4ydxsvavk. UYRINSULE. - ZVY bOoRV—Ya v EE
HETEH, WEDNATIF . VRV —LERTFEL W,

EARETFREMERMICENELTHAIESCR. DNARKBAAKR
BATSS P U# (Invivo) BRUL A5 SUOMBERD H LAATD
NAEMNMEEEAL. ZOMBEKNCETII ZER (exvive) MBS
(EIRY 1 XX, 10044E4 A, 20-460. A TIME, 38(1),23-48 (1994), M
EEMT, 12 (15) (1984)).

ALE. RBGETREANS S URECLORSINSBAE, KA. &8
SEEL. PR, BR. KT, EN. SAAS. AETRSEWCLDRES
ne. A ERECIDRSTINAR. MEGTREAR—BBITRE
BASEINBN. BECELCTRAOEEEMATOEW, ¥A, YRy —
AXBRRABYVRY -4 (EXFLOINA-VRY—ALE) OBBICLLS
aik. BRA. ARN. BLORANANASOYRY - ARNETET LN
TS,

ENROENERIEFRSNIXI LAFFENCHRANRZRI LEFRE
AXRBRNOBIEACHABEX I VAF REAR. WDODET>FEY
ARMEMNBTLHTES, PYFEIALTR. ERROENER 1 X
TNERIVAFREAO—-BEANGE, BRLENBE3Omerhoid
DNA. BL<REOFAKOFHI—b, AFNFAKE—FXRENT
U/MBEEZOREEIDNARREK. 2' —O-F V¥ IRNABREOEE
ZRNABBELLTAWShRS, TOXIRT Y FEXARF . RRE
A URV—ANTENERED, BEVRTVFESARNENTERS
—RAALTRAILIR Y. ARPORNLB BN TANOSET. AR
EBATSICEMTRE, LOKIATVFELAMER. RRXOENSR
IERENIRIVAFEBARI- RTERAROEENNNL TN &
KEoTHEEZINIMLORBCAATES.

ER7DFEIATVIRIVAFRESUEMELTNRERERWE, &
RELTRETRIRAONRZZOANOTREL > THRANRS. 20
EOE&kESERTEOMN, Applied AntIsense 011gonucleotide Technology
(1998 Viley—~Liss. Inc. ) RERINTLS. 7XFEAFVIRXZ LT
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FREAURAR, ThAKSIVRNEOMELHTHEIND, RN,
FRMSEEAL. €M, Y72, REM. RAXLIRY Dy 7THEK
KDBOMIK, X2, EMN. S8, BEM. LR, ARNSTLORE
DHRRETSC L ATES, ChoONAE. RAM (WAL LN, BN,

BUE. Yoo b—L. YVEM-ROXIBNNEHE; FOEOISFLTS

Y Rt vaFrTy, aRB, FEAR OO RRBBNE : Skt
IMO—ZADESRENOT—ARBE  TILTIA FXAMIY ;TN >
DESRXREMBA ; KU, ERNEKBER. SESIMINVI=VA, BMD
WYOA, AFERTIVISMISXLIAOL D ZEMEMEE ; RBAN
ANYOADEIRAME : RRINSTLAOLI ZRME ; AMA NS T A
DEIERBRUSOBBRARBHNERT S LY TES,). RN (AL,
AFTUIM XFTUSRANYTA, AFTYYRIIRVTAOEIR
AFTURERK : ¥ NVY ;a0 R VA E—XTv 2R, 1RO X
SR IZAR @R TPUR ERFPMUVAOIIRMRNE ; VYO
—l ;7R RARRF FUDA;DLESY Y ; STYNRRF RV
A IDUNRRTZXTUAOLIRT YU NRRE ; MABM, SRKM
WOXIBERMM: RV, LERDRRERBTSZENTES.). AN (A
AR. e kool O0—X . EROF T TRDENAF N END—-X,
RUEZNERYRY, ?200—N. RU. HERBMEAROLAWEE
WazeNTes.). BN (ALK, ERREE Ko TOEMENO—
A AVRESRAFNENO—X, AAEEYAFHEIO—RH NI A,
ABRRANEE S AFHEAD—RF PV T ADE S BENO—ABRBE ;
BNREYAFNZT—F, ANREVAENAT—FFRU DL, RARY
EZAROY R DEIREEENINATSTY - ENU—AMERT ST
EMTRE.). REM (MRE, RV b+, ¥—HAOXIRIOS kit
ML ARETZEXSOL, KRETHIZOADLIBERARLES ; 59
UARMF FYOA. AFFUSRANSOLAOE I RIS+ REISEA ;
AERFNIAZVAOEIBMI A AMERA ; RY. RUTFIxFL
YINENI=FN. RUFXVIFVIYIES Y RERIATFN. Ya i
ESRIATFVOLIRRSE ATEEMERTIZEHTES.). REN
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(RFNNRBIRY, 7RENNASRYOEILUNGZF Y RBERIA TN
M: o200y )=, ROPNTPHI=N, FxZNWXFNTNI-ND &
SRYNI-AM; WERZINIAZVA T/ =N, JV/—NOEIR
Fx)—ME; FADY—N; FERORR; RE. YIESMESTET &
MTEE.), MRAAM (A, ABEAETH D, Hokl. MkE. #HES
RRTBIENTEDS,) FRAGSOBINEANTAROTETHRIND,

ARFAOLEAWEBRABATISELDOWTR. LEBEKMATIOS KD
RREANITENTES, 01 RELURREAOWOEENORERER KD
SURT. REORE. ERXBRHERALGWERENERERTSIHRNES
ANd., JOMEFAURR. BRAVSNSBOTHNREMELEZWS, BD
FURk. FIHTEN, 3HORT2T, E—X, RUXHHRAORLLN,
2N BAASENARUURYV—LCURTOIRRER-XLTIOEREE
H3ENATE, FEL<R. NEORE. ARXRBRHBALLAWENROTR
RTI38ROBS5. REOUVRY—A, ATROMETH D (Mannino et al.
,Blotechniques, 1988, 6,6882;Blune and Ceve,Biochen.el Blophys. Acia, 1990,
1029,01;:Lappalainen et al..Antiviral Res.,1894,23,118;Chonn and Cullis
,Current Op.Biotech.,1995,6,698 ).

0.2-0.4 ymOYLXMEREERRYAY — AR, AT EW
TIKEREROPZVONAERAELR, EEMRIOXKEARKCHRE
ah, EWENERESBRTHARANRAINS (Fraley ef al.,Trends B
lochen.Sci.,1981,6,77 ). VRV —AOQOERKE. A%. ER. ¥icVY VER.
LUDHEESEEORWY SRRE IRXRENUEDORF DA K, Nk
VAFO-NEABRAABLEGLOTHS, URV-ALAZREWAREROAR
AT FFINTVEOQ—N, KATYFINAV Y, KXTTFINEY
e AT A IRR. RATPFINIF)-NTI /., Eb7a¥y RRUN
IV VROEIBERAZYFONEANRARTI. NEXARORDY
VINERAZYFIONMTVO-NTSHD, ::?ﬂillﬂ*#l 4—180H
METF. RE16-180UMMTEENL. HALTWS (14~-1808
RETFROABE_—RNERERNTVS). RENRZY YBRR. XX 77 F D
WAV, PRAI LA KRXZ77FINIVIBRURIZAFTOLNKAT Y
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FONaV rea@aT s,

VRV ~ARAATEIOLN RYUROMBER. KWAXEBBOHO LT
NATHESTHEW, RENTMMER. AMERAFEELENTIRBOMMK
AMBARFLEDETHURY —AXKOMMEABTIZ LR Lo TRR
N5, —F. RORTROER. AARE. T VAOEERI—F (Norish
ita et al.,Proc.Natl.Acad.Sel. (U.5.A.),1993,00,8474 ). B/ 2 u—F ¥
& (XREOMVEZMEBE). ¥ WERXREAR (XRTOoMPLRLY L
RIFRISIAYP) OEIBRHOUT S KRVRY —AMBTEBT
E. RERREFETEREBEUNORBRVCARAOLHERRT IR
BEURY —ADHRERASTEREOTURY—ARSNTIERS M
HI3BMTES, MREIAAIDS FORRORERBAZ SO HTHEN 2
nNR3, VRY-—ATRBLAFURY—SZXAFATR. EEZER:ORE
ARBEBLRTRRU LT REMRTILDE, URY—AORR=-RA~B
REMRAETIAS. BRAEHNYH Y FERUOHIA DR ZANE
MEREhRS. XRAOFTVIX I VT FROFUNY-MFHEIN SR
DERXENCANIhINEOMERTAFERETIMBY S > kiR, N
AR (L) FURU—HERENIMRC Lo TEENERAThINEON
MARKIHALTWS, XVEY. RREFRREOMWUREY IRTSF K
Z2ZA k. X (2) BOMRNETXENCAHZhSHKEZY b7
LHANEMATS, RUSO—-FNRRE IV U—FA0E,. XREOAY
7572~ (MAK. Fab ;F (ab')2). THEDRS, 2 WXR
ENBEOEWEEME. -0 URY-ARBTESL. RETEZELT
€5, ANWOHRAREERY/ XRMHTGCEROSRMEI O RORR
ABNTECELTMTES. '

TOEARRER, EPSELOALZIN,. EORNFOVATR. 1EHED
TR1ag (B, 30ng). EM2000ng (FFAMITEX. 160 0ng) &.
BENOMEANIZ, 1HEDFMO. lag (FFMKHR. 5ng). EM1000ng
(FAEIIR. 600ng) BRTEN. BNENXERRERCE> TRETS
TEMTRD. )
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BTF. RENERLTZORNEREADAKNAEREATOIN, xRFARTH
BORBACAETNIDOTRAN, 28, TERNALBLTRETAE
RRTSERERBEAREEVWRY TEVFaF—2o—- Y (Nolecular
Cloning) ) ( Sambrook, I., Fritsch, E.E. X ¥ Manlatls, T. 3, Cold
Springharber Laboralory Press L0 1989 £ RA) CEROFEREIDFD
», X, "EORESFy FeAVIBERRTHBORRECR> TEA

Lk,

[RENL] BERTHRABCRALTWIRETFORN
ENROENER 1 LB BUATEX VAT EENEHNTIEST
Ju—7 (Affimeirix Genechip HC~133 probe 333796_at : ¥ 74 X hU D X
#M) EOoWT,. GeneloglcHBMDODF—F—2Z (GeneBapress
Software Systes Release 1.4.2) R AWTRATI D7y A M€ To 2.

SBMHARKEATOE - AR DAY RETORABCERLARR.

AI=ZVER (A5 /91 b :nelanocyie) SAR, HORRER. T2DS
HREAMBT>TH1I2H0. ZVTHREY>TNVEN. LRAREBRY TN
C2MEERLTHRERSETEINRTWE(NEPHE<S0.0001,=0. .
0007.<0. 0001 HB1ENEN)
X ERBRY >IN O b FFanAN=YBETORARCERLE,
REARRY TN UA. RURAD )-SR ACOWTEZRER
BLAEEZZE, A )= TN EBVWTHARERSEEINhTWA (PX
<0. 0001 :E1TFTRRN)., 2. REAAMY TN ENRE, XT)
—RY>TAOIE, KNEREEY> TN 1 20RBLAELZES, X5)
— R IIAEBNTHRERS<R¥INTWE (PH=0. 0007 : M2
ERXN).

-5 BEARRYGTNVGNAE, AD/) =97 N0d5,. U iR
REEVT N1 2ACERLEEZE, AF/ -V TNEBVWTERE
K<EZIhTwA (PH=0. 0003 : WM2FEN),

EoK, REAYSABARY S TN1IBAE. X3 /- ¥ THO3E,
URREARERY TN 2NERBLEET S, X/ —TH TR
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-

NWTHERERN<S<EFXhTWE (PH=0. 0011 :E3/5%)).

[(RMA2] EF-FF20XN=VREFORMERAT I XS KONK
a) PCRKKE '
Eb AFanAN=ScDNAGPCRTHNTHSADOTSAVv—LLT
6' -CACCATGGAGGAGEGGGAGAGGAGCCC—3" (I 54T — 1 EAROCEANAR®S)
). 34 38
§° -GCCCCGGGCGGGTTTGGCAGCG6-3" (/517 —2 : ENAROENRT6)
OEAEATIZFVIXI VI FRERECR->TERLE, B8, 7347
—1REb-FX2ANZBETFONMIR LR Kozs a kENZL
TA4HE, CACCEMMLEFVIXIVAIFRTED.,. EAROERARN 1O
RIVAFREBINEB23PERIXIVIFRENOG” AIK4HKEREN
(CACC) HEHLANERALSRBIXUIXIVEFRTHS.ZD CACCEN
- 48 9IJ—:‘/VKQ_"—DENTR/D—TOPO«OI&E#O.I:K?
F—3' FMZHEBREBRTILD, BREFOHNEERVLARI T —A
WHRBETRELTVWE, 75347 2REAROBARBIOXI VI
FRERL1043NF1066D6RSXIVIFREAOHAMALERDF
VAIRPILIFRTHES.,
PCRESBRPLATINUM Pfx DNA Polymerase (A
YEhaPx yERERA 70— ER>TRVWTH > EAEBER,
RVENETr—APAMSEcDNA 0. luglkl10pmol/ul®
REOERTSAIT—1 AR IIVv—28ENTEHR]1.61,10X P
fx Amplifaction Buffer 6ual. 10mM dNT
P Mix#1. 621.. 60mM MgSO,#1ul, PLATINUM
Pfx DNA Polymerase 0. 6521, 10X PCRx B
nhancer Solutlion 10pl. MEMEKX28. 92128
WML, 0L 1OPCREEBREMENLAE. PCREEBR. Peltier
Thermal Cycler TPC—200 DNA Engine (X
AVx—U¥9—F(MJ] Research)Hf) KX0ffok. £394T
T2MMLER. JIZRX94TCT3I0H. 66CT2A0RRYA Ve

yv
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GH. RnTO4TT30PH,. 60CT409., 68CT1420900EY
A2 NVE5H, MAT94TTI0P. 56CT40®,. 68CT124209
OUEY 7V EEH. BNTI4TTIOH, 50CT40P, 68CTI
220000 EY TN EISERDEL. BB 6STCTIOAMARLT
h5. ACKMHELA, EMcDNAR, EEHE]1. 5X0THO—RSN
TRAKNL. NM_031945 cDNA(10698bp) OHNEECAR
#. S. N. A. P. UV—-Free Gel Purificaetlon
Kit ({YEPOPz2#0) $EORKTOPI-NVRBE2THWSZE
KXOPHOD-RAY¥NEODNACRRLAE, WMRTXhAcDNAORKI.
1D Image Analyslis éoftware Verslon
8. § (Kodak Digital Sclence EDAS2980:3
¥y 7#M) €AW, 1kb DNA Ladder ({>E LoDz its)
ERENBHICLTHELE,

b) b F%a2b0AN=> c¢cDNADPENTR/D-TOPORI%
—ADou—-=x¥y
PENTR Directional TOPO Cloning Kits
(1 YEPaPx R 2EBMATORI-ARESTHAW, KMMA22) &
XoTRGNAENM_0831946 cDNABRDPDENTR/D-TOPOX
P¥—cru—-= J L. NM_0831945 cDNA®, ¥y RO
ERNy77r—FTPTopoisomeraseMBEXUTHSPpENTR
/D=TOPORIF—LAAMLENATIOAMA ¥axX—- LA, f6h’
EREEWEAWTARNOnReShot TOP10 Chemically
Competent E. collil (fXEFOVx #HR) 2BRERL.
60uE/MIOHFVAY EROLBARBRETERLE, LOMRD
FYAYOHEERLTENLTEAXRNIO=—2BRLT. 1m1 06
028/mIOHFTSYEROMETERRFTS TTT—MMRL, M
ontage Plasmid Miniprep,, KIt(ZSURFH#H
B) ENAMTIZERELDTIRI RDNACMBNELE, REhA TS
SRDNAKDWT, BigDye Terminator v3.0 Cy
cle Sequencing Ready Reactlon Kitgex

&7
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OEMTOrI-NREREOTANBIERLDEERFoAR, ABI PR
ISM 3100 DNA Analyszer (F7I24 R - RAZYAF A
AR EXox VA TFREEAIRKENR N, GenBank F72Ry¥s
%% (ACCESSION NO. NM_081945 KRIhadaxXZV
FTFRENDOpen ReadingFramed#¥ 3 S5cDNA (EFR
ODEAN#HF 1) %, pENTR/D-TOPORII~EHIAENTNST
LEMBLE., L
RERBABRIF—pcDNA3.1/DESTA40(SEMODx M)
AGATEWAYTHYAFARMGTRETOREWREFok, TRDS,
GATEWAYT™ LR Clonase™ Enzyme MIix (12>
¥hodxr#M)4n1.LR Reaction Buffer 421,
PENTR/D-TOPO-NM_031945 0. 3ug. pcDNAS,.
1/DEST40 0.32g@TENy77—T204]1CMEL. 25CT
IRMESXE4I.EAR. 2u1l0OProteinase KE¥NA.37T
KT102MELEIES. RohrREHOEAVWTAKNEOneShot T
OP10 Chemically Competent E. coli (£
Proox>#f) £BERERL. 500g/m107 L) ERDLB
HERRLETERLA, TOMRT OV UCEBEERLTENLTEEXE
Mao=—&BRLT. 100mIDO50ug/mMIOT LYY S EAONR
HLBERPTI7TTCT—RERL. Plasmid MAXI Kit (Q
IAGENEM)EMAFBT & ED T 523 KD N A (pcDHAS. 1-DESTA0-N
_031045) EMMMELA,

[RMNS] b F¥20AR=RETFONRAOBALRALOAL
b AFaDARZCRETRHONB. RUKBEMELTOL b - F+an

ARZVRAMKROREL ONAMN

2)7 3 X2 K pcDNAY. 1-DBST40-NM_ 031946 ONITH 3 T S MEAD k5 >
A7z vary
KUM2icko>TRENAT S R K pcDNAS. 1-DEST40-NU__031945 &N I H
STIMRRETOLIKEISI A7 8Lk, NIHSTSHRAD
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F2A7x2va R (R) InvitrogenB@oOLlipofecta
mine™ 2000 Reagent®#AWTYURIxZva>rikRLOfF
ok. Thob, EYNIHITSHRESAKRTV—-FRTRROI NS
FPERIETHNIELE. EREMEMROADTHRRZN, 10% UYBRR
AMERUDMEMT—RERLEDS, 2004 1 OHEWROASTWE
W, 10% 2YRBRANRSASODMEMENAE. XK1. bml Xy
R7Fa—7hiHaNER (DMEM) 100ule,. LRAEETEN
LTS5 Z32 RDNA (pcDNAS. |-DBST40-Ni__031946) 2 ugéimX. ASL
.01, SmITyRYRA7Fa—THEEANER (DMEM) 96
wleé.Lipofectamine™ 2000 Reagent 4ul
¢inA. H&LA. DNANMELIpofectamline BHERAL.,
A T209MERLAE., *O8. DNA-Lipofectamine
AMENMRBREMA,. 37C. 6% CO,TTHRRLAE. ARNE 10% v
YARAMEAXODMEM 1ml &MBKNOXA, 87C,. 6% CO;FT

—RERL A,
b)T I XX K pcDNAS. 1-DEST40-MI_ 031946 ON I H3 TSR TORAD

us

ZOLSRLTREhAMBEREEEARLE, cDNARREZWAYF 4
73> kO— X pcDNAS. 1-DBSTA0-NU_ 031846 Th5 >R 7x s FLTH
ANIHSTI3MRBEPBS (-) BN ((%) Invitrogeni)
THWLA, IMESDS-RUZIUNTI KEERR (SDS—PAGE)
HOZ—#»ﬁ?FIJJ—»EED?VVW.'I("4*59F&ﬂ)K
MSL.12.6% RUTHSUATI RSN (e "Pxh E-T12. 5
L Zh— () #50) £EWT. RERRFTSDS—PAGERG oA,
BEAXRBRR. RUTZZ2UATFIRYNVDPENVECEFREN (192mM
JYTY, 20% AFJ—N. 26mM bUR) dCX¥AAVTLVESR
@R (TUVARE, NP7518) €MWT4C,. 1208, 300mAQ®
% TPolyvinylidene Difluoride (PVDF) 2
STV (RURTHM) KEFLE. :

EXROPVDFASILYROWT. MVEFXIME ((B) Invit
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rogenM) ERWAYIZAS oy bR Fo k., TRDE, ETP
VDFAXZ L 70y 7 I—Z (RAET. Tosx>Y (ART
30amMe1® LAR, 73 XFooNvy (MBENCTUNRYyY, 2 X
ENXA4E () #R) CAN, VS 7Nk (100 0OENR), Fovix
“Z SmIEMLTEETINMNEREOILE. INNR, A7V 80D
BHLO0. 06XOY1—>20&20PBS (LF /0. 06% Tween
20-PBS) &nd) THREALE (EATISAMEL1E,. XWT54ME
‘2H) EOR, AXTLIRELWTIAF IRy RS L, BRTHER
WEFVY-VYRRN IS ¥ I gGHE& (TIZ v ATy T THN) &
0. 06% Tween20—PBST5000CHRLASMIOmI &
Ah, EENTCTIRMEBEESLAE, 1RER, A7V #ROHEL, 0. ©
5% Tween20—-PBSTI1654MX1EH. XWT52MX4E%SL
. kB, ATV 59T 74 ALERE, ECLYTIXY Oy
F4r7RUBRE (7T vA -T2 THMA) RAWT., IV N
BTSN FORBEGT > E (A VTV 859774 VALRERE,
ECLYXIXY 70y F47RHBAK12MBLER. XB7s)A %
BAIEE(LSM). TOMRE. MVE Y VP LD, pcDHAS. 1-DEST40~NN
031946 Y3 XS RDNARBALTRENANIHITIMEENANE
NYRERMBEINE (H4).

c) 79 R 3 KR.pcDNAS. 1-DEST40-NN_ 031945 OBALB~3T SHMEAQD
MoYAZxOVa Y
BALB-3T3#M (American Type Culture Colleciion No. CCL-1 86
8)®e. 10% UM (¥7J%M) (KT rCsy) &nl) ed0¥N
KRy aREA—-YI%% (UTF IDMEM] W) : BXEN (%) &8) &
ANEHRBRERAIS PV, (MREMS 00 cm?; EXR—I51 F ()
HM) I RPTEIISTHISIERSETE7C. 6% RRYXTTMN
3 U 2%k, pcDNAS. 1-DESTA0-NM_031546 R BALB-3T3HMRE M52 7
z2¥asLk,. BALB-3TSHMRADISXT7xvarit (%K) G
ene Therapy_ SystemeBOGeneporter™ 2
Transfection . Reagent@AWTYVRIxI Va2 skXD
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Fok, THOE, SINEREANEE (DMEM) T—REBLEDDB, 60
Om1OKaANSE (DMEM) €Ak, XK60m1 77 Fa—"7
MitNew DNA Diluent 6ml&. LEBFSTERLETSS
A3 KDNA (pcDNAS.1-DEST40-MM__031946) 24 O pg#ink. HALA,
PO0m1 7y 3 rFa—THhEmANEl (DMEM) 4. 8m i &,
Geneporter™ 2 Reagent 1200uleX.AAL
A.DNAMMEGeneporter™ 2MMEHAL.HRCT204
RMERLAE. *O®R. DNA—-Geneporter™ 2H4MEMARKE
A(4aml/FL4),. 37C. 6% CO,FTHELA, 4NAR 20X
YAMERODMENM 50ml/bLSE&MRENX,. 37C. 5% CO
s FT—RARLE, ' '
d) MERNS oW
IEBOFRIZTHRLENREZPBS (-) NN ( (%) Invitro
genfl) TESTS. ENX 2V —-R—-(BER-I514F (&) B EH
WTHMNEEKL., 6mM Tris/Xy7r— pHS, 0 7TmlkEN
T3.4TCTRTI0OOMMEERMEERTS.Dounce Type B ¥
EVxFA4YP— (30XF0—2) ETHMREARTSE. 1000G6T1 04
MELL.LMEEARTS.EME78000G 1009M. EELAME(E
X (%) BETELL. EREERT S, a2 NBROERCED, REL &R
NT3.Tabb. M5 7% s 0.2BM TrisXNXyZ7r—DpH
8. 0 AmLEBMRTS. SRLAF2—7ESLAR, COMENND L
A87.2%67% % 0.26M TrisRy7y—pHS8.0 8m
L.O.26N67%atf 0.26M TrisNXey7y—pHS8.0 1.
FmLERMYS. MROABRKT, 766006 16NMRLYTS. F
a=—7PONRELGFLD INLTOERTS. 7923 K1 0mLO
SmM Tris/Xy7ry— pHS. ORmMA. 78000G 1MMAR
LU, XMEERTS. XMEBEmM TrisNy7y— pHB. 0 &
00z 1%#MA, Dounce Type B XEVxFA4Y— (10X}
O—2) CTHEBNeE—ET 3. RANBONATRAEDIZAFI Ty
F4ORELD, MERRD EMEL, REXET S,

61
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[RMA4] IOXORBERVHEENE

(4—-1) Rk

RENITRLNAELF - AF2aDANRZRAAEORN2EN 1ml
(EEMEXE: 100ug) E4~10W4DOBALB/cvUXR (B*%X
ALNy=HEDMRA) HRREZRELE, 2ANMS. NROMND KN (2
OusEAR/TUX) EHEACRELADRET S,

(4-2) HREE

ANRLE I HROTYALOMMEMBL, ch&20mM HEPESH
XM(pHT7.3).350mg/m]1 RMREAEXFFUVDA.0.05mM 8
- ANATIELY )=, BOME/m]1 A=V, 60pug/ml. X
PV FrTA4¥Y, 300pg/m]l L-ANFI MESVELNRPM
11640MM(10. 4g/Yw ) RPMI1640T=wXSf)(1):
HAREM () £#8) (L TIAMRPMINRI EWI)10mlIPRARN,
Av¥a (ERARLAF—: 77 VASER) ECAN-FLIEANTOR
Te Av Va2 2RALANERANERLLTHNRERCERIEAR, TO
BREEESANMRPMIRAT2 HERLTHLE, SEMRPMIBAKE
BLTHRAKENETD.

—#, 10% FCS (73 ¥=7—XN#Ml) ESDASF104
¥ (RO () ) (AT TARADASFHRBI EWI) KT, 37%C.
6% RMUIAFEETTHERENIX1I0'"HMR/mI1EBARVEIIRCE
MUAITZO—TME NS 1 (American Type Culture Collection TIB-18 )
EASCEENRPM I RATHRSL., SANRPMIRBCENL THEK
ENETS,

3X10'"ERESONS1HAREBRENL, 3X10'EHYORRREENN
ERAL. Both, LRER2ERETDS. ETONRRAGOREFER, 1y
POAIETSAF v I RURCAXKRANAE AR TI7CERALR
NERETS. OV bz, 50% (w/v) RUXFVIZUI—-N
1600 (R=YIH— -ToN1AL%HN) Im]1 %, ERXy FOETRVY
FERRLEREW S OBMLAER, FHOI7TCRMALTBVWERKANR
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PMIRRIm] #2020 TYo<DIRIOL. Z6K7m ] OKAMRP
MISEZERNT L. ROB. ENEMEL, 10X FCSEASDERI:Y
YFYTR)IFV-FEROHRR (BF THATHER) &£WD ; K-
JH- - TIN1ARE) 10m1l e, EXy FOKTH > DRRLEHNSE
BinT+S5.25110% FCSEAOHATHMN 20ml eRLARE,
ARERBOSRTAIOTV—~bR100 1 /D NTHDREL. 37T,
EXRRUXTTRRTS,. T~8HE. BAXRAREFCLEY IV ERK
LWHATHRE100 1 /b TORAE, ZOXIKLTRGNAEN
£8EE. BTERERTOIRABRELIIA V-V TEHT S,

(4—8) RAER

4~10W9¥OBALB/cYUAM (AXZAZNY—HELOVRA) XD
MBENER. Avba (RARFLAF—; 77 HaER) ETAN—F
ARAWTOHRL, Av a2 ABLARELR10X FCSERADERFY
PFZ-FIVHR (BT THTHR) EW3 [ R=Y W= TN A
#8) T2HEMTI. TVRAIEHONMMNRE 10X FCSE/SOHT

A SOmIKEELAGORE 7 —¥—REMELE, LE(4-2) T

ENERARBEAURENE. HRSECELT7 —Y—MANTIO
DHE1IOOSEFRL.Z25EAANRBORRMGMAN/m] . . 18R/ m ],
0. SMBR/m]1 &ERJEIR. 74—V NARATERBRT D, CO0&LD
ELTRBELASKSE. NEERAIORY-207V—ki2100u1/
T ATODEL. 87C. SXMMIATFTTEERARRTS,

(4—-4) AN

(4—4—~1) MMELISA

EF - FF202R=_CRANROBNERIT. IPNIIM (X bOPx
ZHM) K 1035 MBA M (Moregate Blotech :8¢), 20uM HEPES (S 2/ vt 81).
BEul 2= RANATIXI )= N (A VPOV RN CENL E0HE (R
M) KT, 31C. 65C0, TTHS. MEAMMESSIL b - FFx0AN=Z >
RANMBE 1X]10cells/c' TRRARAIIZATIAEEZ D, SHERRT
B3, ZOEXOEMBLALEF - A% 2DAN=CRANARERT 60l F2—F
~A$ L. BITACHI hinze CPSDL © 1000rpn. 6 2 MB L2 BT 5 (BOL2MRHE
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De EMEME, HATEF - FF2DANZRAMKENNR, 0,45+ Y
RTL—ml (L7THM) CRBL. EMERERNT S, HETED -
AF20ZN=RAMKEER/ER [07cells/nl EMYPL. WAXUETV— )
k100 1/vell ToOBETS. 96 XUET L — & HITACEI hinsc CPSDL T
16000rpn, 1 XM BMODML (RO EERE D, LML 20001 Fv 7 THER
ok, BRUEZL—- FrOREEALWTE, FHaaXN= RAMRE
BEE, kP THPLAeRNET 10ug/nl. bug/al. 2.éug/nl DBRRICANRL
RALTY K= HRENE 1004 1/vel| TOMMT S, 16 BER 080 RUK
TUv—b8TV—FEif¥— (FVL VRN TRBLAMNSE, 4CT 1.6
HMEBEEES. RERTR, SRXUETL - FeRLOMER 1 TRLDN
Uy (W€ 20021 F» 7 THERS, PIS() (AXSMMESR) K S34:REM
WEWML M (PBS-GXFBS) ® 200 1/vell ¥OBML, 7 V— I F9—
TRAR. ROSMAE 1 TROHML, EME 0041 Fy S THERS. B
LtORBEZOBLIERFS, RUES/ L —LOMERREAVWTE -2 %
ATDZAN=CREAMBREENR. XKhTHS L A PBS-6RFBS T 500 i HRL
ERVFFRT—YERAE b+ 16 Hék (Kirkegaard & Perry Laboratories
#E) £ 100 1/vell TORML., 156 046K 96 RUESV—FreT -3
TU—TRRLAMNE. ICT LEMMEESES. ESKTR. 9§ RUKEY
V-t eROSM&KE I THL2ML, EME 00ul Fy T TRERS A,
PBS-GXFBS ® 2004 1/vell YO EBML., 7V—FR34—-TRAK. BL2R
&2 TRLAML, ENE 2001 Fy S THERS. U LORREEZODE
2EFS. RUET V- LONNBARWTEL - ¥ a0 A= RAN
REeMNR. XERLARNTF L Y—-VYARBER (FAIIFXTEN)
21004 l/vell FOEML, 7L— 39 —TI0OMRRT S, ROL MK
fITRLAMM,. EWG0u1/vell R W KREETL—FABLl, TU—hY
— &= (1420 ARVO R F S RNH S F—, R—% 2T AT —#H) T {06m
| RRENRET S, '

(4—4-2) 7O0—Y4 b R—F—

KEHSTRBLAL L - A+ 028 RAMBE. 10X FCSE
AURPMI1640MBtT, 37T, EXRMUATTHRLAMEET

Yo
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W5, 1X10'MR/mi CANUANRERNE, UXEI 6 XY rIDY
V=hF (XV28H) R0 1 /9 VTOREL. BL2M (80 Xg.
4t.10£)Ta.Lntlib.LE(4—§)r!!T6IQl!0¥
REMES0u 1 /92 MATRELAR, XETI1RMBPRELTHS, B
L2 (90Xg, 4T, 104) LTLWEMZTE, "Ly b21002
1/9z2h07u—44 AN —-RENY (6% FCS, 0. 04% (w
/v) FPEFFUCARROPBS) T2EKMLAR. 500 #BRL
XTI MA VY EAY -6 —-4AYFd LT x-— )
(Fluoresceln-6-isothlocyanaie ; X F TFITC) &WwWd) BRY¥HTY
AlgGNikIgGMB (FANH/ Y- FI72%R) 60ul $-ktkke
LTHA. KECTIRM#RTS, BLAM (90Xg, 4T, 108) LT
LWEREZLTRE. ALy bRIJO—YST ANV —BEENLIOO L]/
JxT2ERMR. 3. 7% XATUMM 60u]eEML. XET
102MBRYITERLIOARCAR TS, ROSM (90Xg. 4T, 10
2) LTERERELTHE., BE7U—VS APV —RERNELI OO0 ]
/9 hCERL, ALy b9 APV —RERMLIOO0L1 /Y
IVEBALELOR7U-YI AU —RARAET S, SRAPOMED
FITCRAERRRIU—YAFA—F— (ZEY IR 2Y=};a—N%
—#H) TAETS (BERE: 488nom. AHER:5300m). tON
R, RANRERLENEBOLEN AL - TFADAN=VRAMEK (F
ITCREMENO. 8) LDOHENKKR (K100-1000) OFI
TCRERRERLARHBENESSIAANESADNTS.

(4-5) Jro-=7

EB (4—-4) TAHNTNSARREONT, ER (4-3) 15 (4-4)
—ROTHECERUIBTIERED, LMo X RANKE
MATESABANOMRERALRZVE-—SNKERETENSTY F—T 8
kZo—>85.

[REAE] Ehr-FIapaANR=rYE/Z0-FiNEOoNN
KXNALTHEHINITOX-RIANSITU R—T®, 10% FCS#
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ADASFHEE 1UyhlhT, 37C, 6% HRMYZTTHERL, 1X
10'MB/m] &R5ETHMELES, RAMERLAM (1000 T pm,
24M) L., EWeRT. ERLAHMBERANASFRATIEERR. %
OMASFRRBLYUy P VEEERNL, 37TC. 6% MRMIATT48RM
HRTDH, COMRNERLAM (1000rpm, 22M) L, LWEEAK
LTEFF2—7 (RREANSTR12000-14000; £73 - E—7
—VINER AN, 10#E010mM USRI FUSLBREN (DH
8. 0) ERLTEKRTS, COBFFa—TANNEO] gGORMNE,
WAME I DT I574—8R (FPLCYAFA; 77 AT THN) &
AOTHFRERTSRETHD :

H3A: DEAE-—-t77y0—ZX CL—-6BIFA (W54 X10m
1; 77T 7H);

BE: 10mM UYRFPUTALASNKM (PHB. 0)

X#: 1m1/%;

Bi: 1M HETFUOAOMMRXKNE.(0-50%. 1804),
HHMESM | TOLML, SAMBONE b - AF2TARZHEERE,
Eh A F20ANCEAREALNAEL I SARCEIDRETS, 7.
KEASTARTILL - FF20AN=VRBAAREIONAL A RN HN
RELISABO6RYI /07 V—rhik100al/UxhAN,. 37T
TIRMERLES, ZONKENT. SYx)V&PBS—Tween 10
0ul/YzhTIERRTSE. Xic2% UVARZATIVEQUPBS
100l /Y2 ANTS7CTIRNALETS. PBS—Tween
10021/ CoE%ERLARK. &NHSE 100pl@8ANTS
7CT1I1NMERTE, E6K. PBS—Tween 100p1/9xH7T
SE%PLAMRK,. PBS-TweenT200 0B RLATERI VYR
TS —VERARTAS A/ IO TU R (FRvARR) 100,
1 /U= VeBHOLT37CTIRMELEEXE, PBS—Tween 100
g1/ CIRERTS. XKENBEUTEANT 27/ -LER (12
Syk#M) 10021 /9xhRANTEANBELAR, T4 70T L
hYy—¥—TE&Dx VD415 nmﬂli’&_liﬂ!‘!‘&.

4
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EOMR, RAKOKEMoAAMERD, HET 74 =74 —MRAN 5
ANV T - TOFAGHI A ALK 6ml ;7P ATYT
1M 2hKEETS. YTARR25m] /HFAOERLANM (20m
‘M UYRFRUDABNE (DH7. 0)) RTRBLARE. 15ml /%
SAOBHMER (0. 1M YUy —-HM(pH2. 7)) ETHEENH
TS5, rhehoMliwiz, 1. 125m1o1M FUX—HM (pHY.
0) EANARREARZY. WHERTRANLERLEBBAREE (L
FUT V9710 PVv—APyRy (%) R) OLEEANT, 3000X
g, ACT2NMEBLLE, NERTHBCERZAABNRERSESR, LK1
S5mIOPBSEMAT. MX3000Xg. 4CT2HMELTINEES
ERDEY. AXLOBECELORBABRLESAONEN). S5mikESE
THEW, CORABEBERSANERE R A Fa oA HERBET
5.

[(MMe] MEEEREE

EMBERORMEL T, NAXFLNRSNELENET S,

b F+20AN=RAMN (KEN3) FURSTN—RERTH
BE. 10X RRAN (Moregatel) SEAURPMI 1640
Bl (12D RN, L TFTRPMINMR) T1X10* cells
Z7mIcRBELE, 2. 6pulOobls (acetoxymethyl) 2,
2' :6",2""—terpyridine—~6, 6'' —dicarbo
xylic acld (BATDANRRM. N—F>IAv—%N) €8l
RMISERL, 37T, 6X-MERKBFETS0O2M. RPEL2MWTEN
BRLEBELAFa2X— TS5, RPMIBRE1IOm] EBNLTRAES]
G00rpmTELMBLLNL, CORBRRELISL2EANVET. 0
E3ELTRENABATDANREF - %2 DANR=VRAANRERP N
I1640%M10mi1HMENL, 350 CHRPMI16408ETL
/M1 CAMLAMBYIANE L - #H2DXNAZOME SLR A
A7V E—IHRLMEBELTACRESOSGRMBPRLAY 6 XAETT Y
B7V—FREOuI(6Ex10%celln) TOMBLTLCTESS 0

a7
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SEQUENCE LISTING

110> SANEYO COMPANY, LINITED
€120) Antibodles for ihe cancer specific antigen
130> FPO4D8

<140
<140

<160> JP2003-083848
{151> 1003-03-10

<160> 6
170> PatentIn Ver. 2.1

<o 1
211> 1085
{211> DNA
€213 Homo saplens

<110)

<211> CDS _

{112 (1)..(1935)

<112% Invenior: Ichikawa, Kimihiza; Takshashi, shu; Agatsuma Toshinori;
Fokochi, Kelsuke; Hiral Takebiro

<400) 1

114
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atg 528 sag 5E8 £08 288 agc cce i1a cig tcc cas gaa aci gea gge

Met Glun Glu
1

Cag 2ag cce
Gin Lys Pro

cca gig cec
Pro Yal Pro
1

¢Cc cCg gug
Pro Pro Glu
(7]

cea gee cet

Pro Ala Pro
6b

iic cte lce

Phe Len Ser

atc ggg cic
Ile Gly Len

888 888 ¢CC

Gly Glu Arg Ser Pro Leu Leu Ser Gln Glu Thr Ala Gly
8 10 . . 15

cele let gig cac agg ece ccc acc fca ggc tge cla g8t
Leu Ser Yal His Arg Pro Pro Thr Ser Gly Cys Len Gly
20 16 50

Agg gtF Eec cag geg gag gec igg g8c tge age ige tgt
Arg Glu Asp Glan Ala Glu Ala Trp Gly Cys Ser Cys Cys
£0 . 4b

ace aag cac cag gec Lig agt gge act ccc aag aan gga
Thr Lys His Glu Ale Leu Ser Gly Thr Pro Lys Lys Gly
56 80

fec cic iec cca gag age uge ige gle ang tat cig uic
Ser Leu Ser Pro Gly Ser Ser Cys Yal Lys Tyr Leu Ile
70 76 80

anc tic cec tte tec ctg cig geg cig cig gee etg gee
Asn Phe Pro Phe Ser Leu Leu €ly Len Leu Ala Leu Ala
86 90 86

igg gac cig gci gic aag ggg tct eig mgn gl gat cig
Trp Gly Leu Ala Yal Lys Gly Ser Len Gly Ser Asp Len
100 106 110

cig ccc aca gac ccc eig cig gBg c¢lE gca cig ggn BEE
214

43

144

140

384
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Gly Gly Pro Leu Pro Thr Asp Pro Net Leu Gly Leu Ala Lew Gly Gly
115 120 125

clz gig glec age gea geg age cig gei gge tge cig gme gee ecie tge 432
Leu Yal Yal Ser Ala Ala Ser Leu Ala Gly Cys Leu Gly Ala Len Cya
130 136 140

gag anc acc tgc cig 1ta cgt gEe lic tcc ggg gmc ale ctt gec tie 480
Glu Asn Thr Cys Leu Leu Arg Gly Phe Ser Gly Gly Ile Leu Ala Phe
146 160 166 160

cig gig cil gag gee gig geg gag gce cig sig gtg gee cic igg gge 628
Len Yal Leu Glc Als Yal Ala Gly Alz Leu Yal Yal Ala Len Trp Gly
186 170 176

ccg cig cas gaec age cig gag cac ace cig cgi gitg gec atc gec cae 676
Pro Leu Gla Asp Ser Leu Glu His Thr Len Ari Yal Ala Ile Als His
180 186 190

tac cag gac gac cca gac cig cac ttc cic cle gac can gic cag cte 624
Tyr Gln Asp Asp Pro Asp Leu Arg Phe Leu Leu Asp GIm Val Gln Leu
196 . 200 2056

g8g clg agg ige 1ge gga gel gee ice fac cag gac tgg cag cag aac 672
Gly Leu Arg Cys Cys Gly Ala Als Ser Tyr Gln Asp Trp Gln Gla Asa
210 216 110

cig tac it aac ige age tee ccc geg gtg cag gee tge aic cit tec 720
Len Tyr Phe Asn Cyx Ser Ser Pro Gly Yal GIn Ala Cys Ser Leu Pro

4
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215 . " 230 235 240

gcc tcc ige tge nic gac cec cge gam gt ggr gee. lct gic aac gac
Ala Ser Cys Cya Ile Asp Pro Arg Glu Asp Gly Ala Ser Val Asn Asp
246 250 256

cag igc ggc tic ggg gic clig cge cig gul geg gac gea gel cag age

Gln Cys Gly Phe Gly Yal Len Arg Leu Asp Als Asp Ala Ale Gln Arg
260 _ 266 270

Eig gig lac cig gag gue tge ggc ccg ccg ctc cgg cgg 168 cig cge
Yal Vol Tyr Lea Glu Gly Cys Gly Pro Pro Len Arg Arg Trp Leu Afg
27 180 186

geg aac cig get gee teg gge gEe tac gea atc geg glg gig cig cig
Ala Asn Leu Aln Ala Ser Gly Gly Tyr Ala Ile Ala Vel Yal Leu Leu
1590 296 300

cag isc g¢g gag cic cig cig gee gee cgy cia cic ggg gee cic gel
Gln Gly Ala Glu Leu Leu Leu Ala Als Arg Len Len Gly Ala Leu Al
206 310 316 310

gee cge agl gEE Bc8 gcg lec gEc cec gEa gCE CEC §UE §RE gAC cAEC
Ala Arg Ser Gly Ala Ala Tyr Gly Pro Gly Ala Arg Gly Glu Asp Arg
326 130 336

get ggc cce cig age cec age ccc ggc gec ccg ccc gol gec saa cec
Ala Gly Pro Gln Ser Pro Ser Pro Gly Ala Pro Pro Als Als Lys Pro
844 .36 860

414

768

818

364

912

1008
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Bcc 88 &8¢. . 1065
Ale Arg Gly
365

<210> 2

<211)> 365

212> m1

{113> Homo sapiens

400> 2
Mei Glu Glu Gly Glu Arg Ser Pro Len Len Ser Gln Glu Thr Als Gly
1 b 10 16

Gin Lys Pro Leu Ser Yal His Arg Pro Pro Thr Ser Gly Cys Lem Gly
20 25 30

Pro Yel Pro Arg Glu Asp Gl Ale Glu Ala Trp Gly Cys Ser Cys Cy:
26 40 1

Pro Pro Glo Thr Lys Hls Gin Ala Leu Ser Gly Thr Pro Lys Lys 6ly
b0 bb 60

Pro Ala Pro Ser Lem Ser Pro Gly Ser Ser Cys Yal Lys Tyr Lem [le
[ 1 70 76 80

Phe Leu Ser Asn Phe Pro Phe Ser Len Lea Gly Leu Leu Ala Len Ala
8 80 B6

514
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Ile Gly Leu Trp Gly Leu Ale Val Lys Gly Ser Leu Gly Ser Asp Leu
100 105 ’ 110

"Gly Gly Pro Leu Pro Thr Asp Pro Met Leu Gly Leu Ala Leu Gly Gly
116 120 . 126

Lem Yal Yel Ser Ala Ala Ser Len Aln Gly Cys Leu Gly Ala Len Cys
130 . 136 140

Glu Aan Thr Cys Leu Leu Arg Gly Phe Ser Gly Gly Ile Leu Als Phe
145 160 166 ' 180

Leu Yal Leu Glu Ala Yal Ala Gly Ala Len Yal Yal Ala Leu Trp Gly
166 170 176

Pro Leo Gln Asp Ser Len Glu Hls Thr Leu Arg Yal Aln Ile Ala Hia
180 185 180

Tyr Gla Asp Asp Pro Asp Leu Arg Pke Leu Leu Asp Gla Val Gln Leu
186 100 106

Gly Leu Arg Cys Cys Gly Ala Ala Ser Tyr Gln Asp Trp Gln Gln Asn
210 216 220

Leu Tyr Phe Asn Cys Ser Ser Pro Gly Yal Gln Ala Cys Ser Leun Pro
236 230 136 . 240

Ala Ser Cys Cys Ile Asp Pro Arg Glu Asp Gly Ala Ser Yal Asn Asp
614



WO 2004081050 PCTAP2004003048

245 . 250 166

Gln Cys Gly Phe 'Gly Val Lew Arg Leu Asp Ala Asp Ala Ala Gln Arg
180 166 270

Yal Val Tyr Leu Glu Gly Cys Gly Pro Pro-Leu Arg Arg Trp Leu Arg
276 180 186

Aln.Asn Leu Ala Als Ser Gly Gly Tyr Ala Ile Ala Yal ¥Yal Leu Leu
290 296 300

Gin Gly Ala Glo Leu Leu Leu Ala Ala Arg Leu Lea Gly Ala Lem Ala
306 310 316 320

Ala Arg Ser Gly Ala Ala Tyr Gly Pro Gly Ala Arg Gly Glu Asp Arg
326 330 336

Ala 6ly Pro Gln Ser Pro Ser Pro Gly Als Pro Pro Ala Ala Lys Pro
840 346 360

Ala Arg Gly
3566

<210> 3

211> 1801

212> DNA

<213> Homo saplems

714
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(220>
<221> Cps

<222) (86)..(1129)

{400> 3

cacagaggag ccagegnace tcicceggeg ccigitcigg gggetticig Liccagegic 80

niﬁ: atg g2g gaE HEE Bag 8gg agc ccc tia cig tce cag gas act gea
Met Glu Glu Gly Glu Arg Ser Pro Leu Lea Ser Gin Glu Thr Ale
| § 10 16

guc cag aag cec cte ifct gig cac agg cca ccc acc tea gge tme cia
Gly Gln Lys Pro Leu Ser Yal His Arg Pro Pro Thr Ser Gly Cys Len
20 26 30

ggt cca gig ccc agg gag gac cag gcg gag gcc lgg gE¢ lge age ige
Gly Pro Yal Pro Arg Glu Asp Gln Ala Glu Ala Trp Gly Cys Ser- Cys
35 40 46 -

igt cce ccg gag zcc aag cac cag gec tig agl gge act ccc aag aaa
Cys Pro Pro Glu Thr Lys His Gln Ala Leu Ser Gly Thr Pro Lys Lys
()] (17 a0

gea cea gee cet tec ctc tec cea ggg age age ige gic aug tail ctg
Gly Fro Ala Pro Ser Len Ser Pro Gly Ser Ser Cys Yal Lys Tyr Leu
6b 70 76

atc tic ctec tcc aac iic cec itc icc ctg clg ggg cig cig gec cig
814

167

301

340

ol



WO 2004/081050 PCTAP2004/003048

Ile Phe Leu Ser Asn Phe Pro Phe Ser Lem Leu Gly Leu Len Ala Len
80 86 90 96

gee aic gug cic tag gge ¢ig get gtc aag ggg tcl cig gga wgt gat 397
Ala Ile Gly Leu Trp Gly Leu Ale V2l Lys Gly Ser Leu Gly Ser Asp
100 105 110

'etl g8g 888 ccc cig ccc aca gac cec alg cim ggg c¢ig mea cig gga 446
;en Gly Gly Pro Leu Pro Thr Asp Pro Met Leu Gly Len Als Leu Gly
116 120 126

E88 cig gig gic agec geca geg age cig get gge igc cig gge gee ctec 493
Gly Leu Yul Yal Ser Ala Ala Ser Lex Ala Gly Cyas Leu Gly Ala Len
180 136 140

tgc gag asc acc ige cig tte cgt gge tic icc ggg gge aie eit gee 641
Cys Glu Asn Thr Cys Leu Leu Arg Gly Phe Ser Gl! Gly Ile Len Ala
146 . 150 166

tic cig gig cit gag gee gig gcg g gce ctg gig gig gee cic igg 58§
Phe Leu Yal Leu Glu Ala Val Ala Gly Ala Leu Yal Val Ala Len Trp
160 186 170 176

ggc ccg cig caa gac age cig gag cac ace cig cgt gig gee ate gee 637
Gly Pro Len Gln Aap Ser Leu G]n His Thr Leu Arg Yal Ale Ile Ala
180 186 190

cac iac cag gac gac cca gac cig cge tic cic cic gac can gic cag 686
His Tyr Gln Asp Asp Pro Asp Leu Arg Phe Leu Leu Asp 6ln Yal Gln

914
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186 100 205

tic gag ctg agg tgc 1gc gga gct gec icc tac cag gec igg cag cag
Leu Gly Leu Arg Cys Cys Gly Ale Ala Ser Tyr Gln Asp Trp Gln Gln
10 116 ] 220

aac cig lac tti sac igc ege icc ccc ggg glg cag gec 1gc age cit
Aan Len Tyr Phe Asa Cys Ser Ser Pro Gly Yal Gln Ala Cys Ser Leu
215 230 135

ecc gee lee tge tge atc gac cce cgc gaes gai gma gec tcl gic ake
P10 Ala Ser Cys Cys Ile Asp Pro Arg Glu Asp Gly Als Ser Val Asn
240 245 ) 250 165

gac cag tgc gge tte ggg glec cig cgc cig gal gcg guc ges gei cag
Asp Gln Cys Gly Phe Gly Yal Leu Arg Leu Asp Ala Asp Ala Ala Gln
' 260 166 270

aga gig gtg tac cig gag ggc tgc g@c ccg ccg cle cgg <gq 1gg cig
Arg Yel Yal Tyr Leo Glu Gly Cys Gly Pro Pro Len Arg Arg Trp Lei
276 180 185

cgc gcg aac cig get geoe leg gae gge tac gea atc geg g£ig gig cig
Arg Ala Asn Leu Ala Ala Ser Gly Gly Tyr Ala Ile Ala Yel Val Len
180 195 300

ctg cag gag gcg gag cic ctg cig goe gee cgg cia cic gag gec cie
Leu Gla Gly Ala Glu Lea Leu Leu Ala Ala Arg Leu Len Gly Alas Len
305 810 816

1014

788

181

8

873
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get gec cgc agi gEE ECE BCE tac ggc ccc ggn gCg cac ggg gag gac 1069
Ale Ala Arg Ser Gly Ala Ala Tyr Gily Pro Gly Aln Hiz Gly Glu Asp
320 326 330 336
" cge got g@e ccc cag age ccc age ccc ggc gec cog cce gel gee aaa 1117
Arg Ale Gly Pro €ln Ser Pro Ser Pro GIy Ala Pro Pro Ala Ala Lys
340 346 360
" cee gec cgg ggc tga gcgEcacgece eslsltc:ﬁl gacegeeacg cacegggata 1172
Pro Ala Arg €ly
366
cagggaggcge ctecgcccgg clananageg cigectgege cgeegecgee gectgatitc 1232
gelegggetl cgpgtigacil egecgeagya ccimcccage legelcacil cgeicgetee 1282
geglcecceea tgoeageece cancgeaggy cgcccggega agecacggga ciggegggeg 1362
gagcacgcg geccggeggr nalcciggeag cligacceten cclccgagee cecacteece 1412
ccccageege acagliiceea ceteetggen ectcecicee clggggeege cacccelict 1472
gggcicgige tggigaaget saggiccagy cclctcecte cegagtgeat ttligagmag 1633

atagianaig tittaiicgg gigtatcail catacaginn agacacceat citcaanana 1692

anasaaagn 16801
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(210> 4
. (211> 356
212> PRY

{113) Homo sapiens

{400)> 4

Met Glu Glu Gly Glu Arg Ser Pro Lew Leu Ser Gln Glu Thr Ala Gly

1

16

Gln Lys Pro Len Ser Yal His Arg Pro Pro Thr Ser Gly Cys Leu Gly

Pro Yal Pro
36
Pro Pro Glu
60
Pro Alz Pro
L1
Phe Leu Ser

Ile Gly Len

Arg Glu Asp Gln Ale Glu Ala Trp Gly Cys Ser Cys Cys

Thr Lys His Gln Ala Leu Ser Gly Thr Pro Lys Lys Gly

Ser Len Ser Pro GlY Ser Ser Cys VYal Lys Tyr Lea Ile

Asn Phe Pro Phe Ser Leu Leu Gly Lea Len Ala Lem Ala

Trp Gly Leu Ala Yal Lys Gly Ser Len Gly Ser Asp Len

Gly Gly Pro Leu Pro Thr Asp Pro Met Leu Gly Leu Als Leu Gly Gly

1186
Len Yal Val
130
Glu Asn Thr
146
Lea Yal Len

Ser Ala Als Ser Leu Alr Gly Cys Leu Gly Ala Leu Cys

Cys Len Leu Arg Gly Phe Ser Gly €ly Ile Leu Ala Phe

6lu Ala Val Ala Gly Alu Leu Yal Yal Ala Leu Trp Gly

176

63
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Pro Leu Gln Asp Ser Leu Glu His Thr Leu Arg Val Ala Ile Ala His
180 186 190
Tyr Gln Asp Asp Pro Asp Leu Arg Phe Leu Leun Asp Gln Yal Gln Leu
195 200 . 206
Gly Leu Arg Cys Cys Gly Ala Alu Ser Tyr Gln Asp Trp Gln Gln Asn
210 15 120
Let Tyr Phe Asn Cys Ser Ser Pro Gly Vel GIn Ala Cys Ser Leu Pro
215 230 13 240
Ala Ser Cys Cys Ile Asp Pro Arg Glu Asp Gly Ala Ser Val Asm Asp
24b 1560 266
Gin Cys élv Phe Gly Val Leu Arg Lea Asp Als Asp Ala Ala Gln Arg
260 165 270
Yal Yal Tyr Leu Glu Gly Cys Gly Pro Pro Leu Arg Arg Trp Leu Arg
276 180 285
Ala Asn Len Ala Ala Ser Gly Gly Tyr Ala [le Ala Yal VYal Len Len
200 295 300
Glz Gly Ala Glu Leu Len Leu Alx Aln Arg Len Len Gly Ala Leu Ala
306 310 316 110
Ala Arg Ser Gly Ala Ala Tyr Gly Pro Gly Ala Hia Gly Glu Asp Arg
816 B/ 335
Als Gly Pro 61z Ser Pro Ser Pro Gly Ala Pro Pro Ala Ale Lys Pro
340 845 30
Ala Arg Gly .
366

210> 6
<1 27
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<212> DHA
<213) Artificlal Sequence

a0 |
<223 Description of Arilflcial Sequence: PCR sease
primer Jor OCSP

<400> 6
caccatggag gaggERgege gRageec 1

210> &

211> 13

<212)> DNA

<21%> Homo sapiens

<400 6
gecccgeece ggltitggeag cgg 13

14/14
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B. FIELDS BEARCHRD — .
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generation of monoclonal antibodies against 24,25
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recombinant GST fusion proteins., J.Immmeol. 26,27.
Mesthods., 1999, Vol.299, Mo.l-2, pages 35
to 48
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& EP 1210372 Al & CH 1395645 T 26,27
& JP 2003-516718 A
P, X WO 03/25138 A2 (EOS BIOTECHNOLOGY, INC.), 1-27
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Y Vistow G et al, Expressed sequesnce tag analysis of human PR/ |1-13,16-21,
A choroid for the NEIBank Project: over 6000 non-redundant 24,26
transcripts, novel genes end splice varisnts. Mol Vie., 2002, {14, 16,23, 23,
Yol. 8, p. 305-20. 26,27
Y Meomalian Gene Collection Program Team. ,Gensration and 1-13, 16-21,
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ANTICUERPO CONTRA ANTIGEN ESPECIFICODETUM RC MO

OBJETIVO

CAMPO TECNICO

La presente invencidn se refiere a un anticuerpo Util en el
tratamiento del céncer, una composicién farmacéutica para tratar cancer
caracterizada porque contiene el anticuerpo como un ingrediente activo, un

método para detectar cancer y un equipo para deteccién de cancer.

TECNICA ANTERIOR

Se sabe que las células tumorales expresan proteinas
antigénicas las cuales son intrinsecas al tipo particular de células tumorales
(en lo sucesivo algunas veces referidas como “antigenos relacionados con
tumor”). Se han realizado intentos por desarrollar nuevas terapias para tratar
tumores al sefialar antigenos relacionados con tumor. Los anticuerpos
monocionales que producen una respuesta de antigeno-anticuerpo especffica
para dichos antigenos relacionados con tumor son conocidos por inducir
diversos tipos de respuestas inmunes in vivo (citotoxicidad mediada por
células dependiente de anticuerpo (ADCC) y citotoxicidad dependiente de

complemento (CDC), etc.) para atacar células cancerosas, induciendo asi la

27
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muerte celular. Se han desarrollado anticuerpos monoclonales Gtiles para
tratamiento de tumores.

Sin embargo, la gama de anticuerpos monoclonales Gtiles para el
tratamiento de tumores es limitada. Los anticuerpos monoclonales
actualmente disponibles son capaces de tratar solamente unos cuantos tipos
de tumores que incluyen cancer de mama metastasico, mielosis leucémica
aguda, linfoma crénico intratable, linfoma que no es de Hodgkin, y mielomas
maltiples. Se desea el desamollo de anticuerpos monoclonales aplicables al
tratamiento de otros tumores.

Para obtener un anticuerpo monoclonal Gtil para tratamiento de
tumores, es necesario identificar una proteina especificamente expresada en
una célula tumoral y obtener un anticuerpo monoclonal contra este antigeno
de proteina.

La proteina oculospanina humana se obtuvo como un clon de
Marca de Secuencia Expresada (EST) derivado de un gen expresado en el
epitelio del pigmento retinal y la membrana coroide ocular (Molecular Vision
(2002) 8, 25-220). El gen de oculospanina humana tiene un marco de lectura
abierto de 1068 pb. La oculospanina humana consta de 355 aminoacidos y se
estima que tiene un peso molecular de 36.4 kDa con base en la secuencia de
ADN. Sin embargo, todavia se desconoce la relacién entre la oculospanina

humana y tumores.

+
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BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencidn provee un método para detectar cancer al
descubrir un gen especificamente expresado en una célula cancerosa y
detectar la expresion del gen, un equipo para deteccién de cancer para uso en
el método de deteccidn, un anticuerpo el cual se une especlificamente a un
producto de expresién del gen, un anticuerpo que tiene actividad citotéxica y
una composicion farmacéutica para tratar cancer que contiene el anticuerpo
como un ingrediente activo.

Los inventores de la presente han identificado un gen
especificamente expresado en tejido canceroso humano y encontraron que el

nivel de expresion del gen de oculospanina humana, el cual tiene una funcién

desconocida, es significativamente mayor en células de melanoma. Con base
en este hallazgo, lograron proveer un método para detectar cancer utilizando
el gen, un equipo de detecciébn para cancer, y una composicién farmacéutica
para tratar cancer que contiene un anticuerpo de oculospanina antihumana,
completando asl la presente invencién.

De manera mas especifica, la presente invenciéon provee:

(1) Un anticuerpo el cual se une especificamente a oculospanina
humana y tiene actividad citotéxica contra una célula que expresa esa
proteina;

- (2) Un anticuerpo el cual se une especificamente a una protelna

que comprende una secuencia de aminoacidos representada por la secuencia
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ID No. 2 del listado de secuencias y/o una secuencia de aminoacidos
representada por la secuencia ID No. 4 del listado de secuencias y que tiene
actividad citotoxica contra una célula que expresa esta(s) protelna(s);

(3) Un anticuerpo de acuerdo con la seccion (1) o (2),
caracterizado porque la actividad citotdxica es citotoxicidad mediada por
célula dependiente de anticuerpos;

(4) Un anticuerpo de acuerdo con la seccion (1) o (2),
caracterizado porque la actividad citotéxica es citotoxicidad dependiente de
complemento;

(5) Un anticuerpo de acuerdo con la seccién (1) o (2),
caracterizado porque la actividad citotéxica es citotoxicidad mediada por
célula dependiente de complemento;

(6) Un anticuerpo de acuerdo con la seccidn (1) o (2),
caracterizado porque la actividad citotdxica es induccién de apoptosis;

(7) Un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las secciones (1)
a (6), caracterizado porque el anticuerpo es un anticuerpo monaoclonal;

(8) Un anticuerpo de acuerdo con la seccion (7), caracterizado
porque el anticuerpo se produce mediante hibridoma de ratén O3B8-2C9-4F3
(FERM BP-08627);

(8) Un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las secciones (1)

a (8), caracterizado porque el anticuerpo es humanizado;

7/
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(10) Un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las secciohes
(1) a (7), caracterizado porque el anticuerpo es un anticuerpo humano
completo;

(11) Un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las secciones
(1) a (10), caracterizado porque el anticuerpo es un anticuerpo IgG;

(12) Un método para detectar cancer, que comprende los
siguientes pasos 1) a 4) de:

1) extraer una fraccién de ARN total de un espécimen tomado de
un sujeto de prueba;

2) extraer una fraccién de ARN total de un espécimen tomado de
un sujeto saludable;

3) medir el nivel de expresion de un polinucleétido representado
por los siguientes incisos a) o b) en las fracciones de ARN total derivadas de
los pasos 1) y 2):

a) un polinucledtido que comprende la secuencia de nucledtidos
representada por la Secuencia ID No. 1 del listado de secuencias;

b) un polinucledtido el cual hibrida con un polinucledtido que
comprende una secuencia de nucledtidos complementaria a aquella del
polinucleétido de acuerdo con a) bajo condiciones astringentes;

4) analizar la diferencia en nivel de expresiéon del polinucledtido
entre las fracciones de ARN total derivadas del paso 1) y paso 2), medidas en

el paso 3) y detectar asi cancer en el sujeto de prueba del paso 1);

4
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(13) Un método para detectar cancer, que comprende los pasos
1) a 3) de:

1) medir el nivel de expre-sién de una proteina que comprende
una secuencia de aminoacidos representada por la Secuencia ID No. 2 del
listado de secuencias y/o el nivel de expresidbn de una protelna que
comprende una secuencia de aminodcidos representada por la Secuencia 1D
No. 4 en un espécimen tomado de un sujeto de prueba;

2) medir el nivel de expresion de por lo menos una de las
proteinas de acuerdo con el paso 1) en un espécimen tomado de un objeto
saludable; y

3) analizar una diferencia en nivel de expresion entre la proteina
detectada en el paso 1) y la proteina detectada en el paso 2), y detectar asl
cancer en el sujeto de prueba;

(14) Un método de acuerdo ya sea con la seccién 12 o 13,
caracterizado porque el cancer es cancer de piel;

(15) Un método de acuerdo ya sea con la secciéon 12 o 13,
caracterizado porque el cancer es melanoma;

(16) Un método de acuerdo con cualquiera de las secciones (12),
(14) o (15), caracterizado porque el nivel de expresién del polinucledtido se
mide a través de Northem blotting, dot blotting, slot blotting, RT-PCR, ensayo
de proteccién de ribonucleasas o un ensayo de transcripcion (run-on);

(17) Un método de acuerdo con cualquiera de las secciones (12),

(14) o (15), caracterizado porque el nivel de expresién del polinucledtido se
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mide utilizando un chip o disposicién génica preparada a partir de ADN que
comprende ADN complementarios derivados del espécimen o secuencias
parciales de los ADN complementarios;

(18) Un método de acuerdo con cualquiera de las secciones (13)
a (15), caracterizado porque el nivel de expresién de la proteina se mide
utilizando un anticuerpo o un ligando el cual se une especlficamente a la
proteina;

(19) Un método de acuerdo con cualquiera de las secciones (13)
a (15), caracterizado porque el nivel de expresion de la protelna se mide a

través de Westemn blotting, dot blotting, slot blotting o ensayo

+ inmunoabsorbents ligado a enzima (método ELISA);

(20) Un equipo de deteccién para cancer que comprende por lo
menos un componente seleccionado de los siguientes incisos 1) a 3):

1) un iniciador de oligonucleétido de 15 a 30 bases de longitud
para amplificar especificamentes un polinucledétido que comprende una
secuencia de nucleétidos representada por la Secuencia ID No.1 del listado
de secuencias;

2) una sonda de polinucledtidos de no mas de 15 nucleétidos
continuos capaces de hibridar con un polinucledtido que comprende la
secuencia de nucledtidos representada por la Secuencia ID No. 1 del listado

de secuencias bajo condiciones astringentes, y detectar asi el polinucleétido; y

4
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3) un espécimen inmovilizado que tiene un polinucledtido que
comprende la secuencia de nucleétidas representada por la Secuencia ID No.
1 del listado de secuencias inmovilizado en la misma;

(21) Un equipo de deteccién para cancer que comprende por lo
menos uno de los siguientes componentes 1) y 2):

1) un anticuerpo capaz de unirse especificamente a una proteina
que comprende una secuencia de aminoécidos representada por la Secuencia
ID No. 2 del listado de secuencias y/o una secuencia de aminoécidos
representada por la Secuencia ID No. 4 del listado de secuencias, y detectar
asl la(s) protelna(s);

2) un anticuerpo secundario capaz de unirse a un anticuerpo de
acuerdo con la seccién 1) anterior;

(22) Un equipo de acuerdo con las secciones (20) o (21),
caracterizado porque el cancer es cancer del piel;

(23) Un equipo de acuerdo con las secciones (20) o (21),
caracterizado porque el cancer es melanoma;

(24) Una composiciébn farmacéutica para tratar cancer que
comprende por lo menos uno de los anticuerpos de acuerdo con las secciones
(1)a(11);

(25) Una composicion farmacéutica para tratar cancer que
comprende un oligonucledtido que tiene una secuencia de nucledtidos

complementaria a una secuencia de nucledtidos representada por la

75
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Secuencia ID No.1 del listado de secuencias o una secuencia parcial de la
secuencia de nucledtidos de la Secuencia ID No. 1.

(26) Una composicién farmacéutica de acuerdo con la seccion
(24) o (25), caracterizada porque el cancer es cancer de piel; y

(27) Una composicién farmacéutica de acuerdo con la seccién

(24) o (25), caracterizada porque el cancer es melanoma.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1, figura superior, es una grafica que muestra el nivel
de expresién del gen de oculospanina humana en diversos tipos de células; y
la figura inferior es una grafica que muestra el nivel del expresioén del gen de
oculospanina humana en muestras de piel de una persona saludable y en
muestras de melanoma;

la figura 2, figura superior, @s una grafica que muestra el nivel de
expresion del gen de oculospanina humana en muestras de piel de una
persona saludable y en muestras de melanoma derivadas de tejido de piel; y
la figura inferior es una grafica que muestra el nivel de expresion del gen de
oculospanina humana en muestras de piel de una persona saludable y en
muestras de melanoma derivadas de tejido de nodo linfatico;

la figura 3 es una gréafica que muestra el nivel de expresion del

gen de oculospanina humana en muestras derivadas de nodo linfatico de una
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persona saludable y en muestras de melanoma derivadas de tejido de nodo
linfatico;

la figura 4 muestra la expresidn de los productos génicos de
oculospanina humana en células NIH3T3; y

la figura 5 es una grafica que muestra la actividad citotoxica
dependiente de anticuerpo de un anticuerpo de oculospanina anti-humana en

una célula que expresa oculospanina humana.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En la especificacion de la presente invencion, un compuesto que
tiene un efecto terapéutico para el cadncer es un compuesto que tiene una
actividad para suprimir el crecimiento del cancer y/o una actividad para reducir
céncer. En la especificacion de la presente invencion, los términos “cancer” y
“tumor” tienen el mismo significado. El término "gen* como se utiliza en la
presente, incluye no solamente ADN, sino también ARNm del mismo, ADNc y
ARNc del mismo. Por consiguiente, el término “gen de oculospanina humana®
como se utiliza en la presente, incluye ADN, ARNm, ADNc, y ARNc del gen de
oculospanina humana. El término “polinucledtido® como se utiliza en la
presente, tiene el mismo significado que el de un &cido nucleico y por lo tanto
incluye ADN, ARN, sonda, oligonucledtido e iniciador. Los términos
"polipéptido” y “proteina” se utilizan indistintamente en la presente. El término

“fraccion de ARN" como se utiliza en la presente, se refiere a una fraccion que
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contiene ARN. Ademas, el término "célula”™ utilizado en la presente incluye una
célula dentro de un cuerpo animal y una célula cultivada. El término
“canceracion de una célula® utilizado en la presente, se refiere a la
proliferacién anormal de células, que es ocasionada por su falta de
sensibilidad a inhibicion de contacto y su proliferacién indepéndiente de
andamiaje. Una célula que presenta dicha proliferacién anormal es referida
como una “célula cancerosa®. En la especificacién, una proteina que tiene la
misma funcién que aquella de oculospanina humana, tal como una actividad
de canceracién, también es referida como una “oculospanina humana”.
Nétese que el término “oncogen® como se utiliza en la presente invencidn
incluye un gen precanceroso y un proto-oncogen diferente al oncogen.

El término “citotoxicidad® utilizado en la presente se refiere a un
cambio patolégico a una célula ocasionada por cualquier razén. Por lo tanto,
la citotoxicidad incluye no solamente dafio directo externamente infligido, sino
también diversos cambios estructurales y funcionales que pueden ocurrir
dentro de una célula, que incluyen rompimiento de ADN, dimerizaciéon de
bases, rompimiento cromosémico, mal funcionamiento del aparato mitético
celular, y una reducciéon en actividades enziméaticas. El término “actividad
citotéxica”" utilizado en la presente se refiere a cualquier actividad que
ocasione citotoxicidad, como se menciond anteriormente.

E! término “hibrida bajo condiciones astringentes® se refiere a
hibridacibn que se realiza a 68°C en una solucibn de hibriclacion

comercialmente disponible, especiaimente ExpressHyb (fabricada por
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Clontech), o hibridacién la cual se realiza a 68°C en presencia de NaCl en 0.7
a 1.0 M utilizando un filtro que tiene ADN inmovilizado en el mismo, seguido
de lavado a 68°C con solucién de 0.1 a 2X SSC (la solucion 1X SSC contiene
150 mM de NaCl y 15 mM de citrato de sodio), dando como resultado
hibridaciéon. El término anterior también inciuye hibridacién bajo condiciones

equivalentes a las anteriores.

1. Oculospanina humana

1) Confimacién de expresién especifica del gen de
oculospanina humana

Como resultado del analisis de los niveles de expresién del gen
de oculospanina humana en diversos tipos de células humanas, se encontrd
que el gen se expresa en un nivel de expresién significativamente mayor en
melanocitos comparado con otros tejidos. Ademas, los inventores de la
presente encontraron que el nivel de expresién del gen de oculospanina
humana en melanoma es significativamente mayor que en melanocitos
normales. Para explicario de manera mas especifica, encontraron lo siguiente:
cuando se compara el nivel de expresion de oculospanina humana en
melanocitos, linfoblastos, células glia y células epiteliales, se encuentra que el
nivel de expresiébn en melanocitos es significativamente superior. Ademas,
cuando se compara el nivel de expresion de oculospanina humana en células

de piel nomales con el de melanoma, el nivel de expresién es
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significativamente suprior en el melanoma. A partir de estos hallazgos, se
puede concluir que la oculospanina humana puede estar implicada en la
canceracion de células y/o en la proliferacion de células cancerosas. Esto
sugiere que el estado de canceracién y/o estado de proliferacién de células
cancerosas ocasionado por la expresion excesiva de oculospanina humana se
puede determinar al medir el nivel de expresién de oculospanina humana en
células individuales y/o tejidos. Un ejemplo de dicho cancer es cancer de la
piel, en particular, melanoma. Sin embargo, este descubrimiento aplica a
cénceres diferentes a cancer de piel, siempre que Ia oculospanina humana se
exprese en el cancer a un nivel significativamente superior que en otros
tejidos.

La secuencia de nucledtidos del marco de lectura abierto (ORF)
del gen de oculospanina humana esté representada por la Secuencia ID No.1
del listado de secuencias y la secuencia de aminoacidos de la misma esta
representada por la Secuencia ID No. 2. Ademés, el ADNc del gen de
oculospanina humana ha sido registrado en GenBank como ARNm de
oculospanina (OCSP) de Homo sapiens bajo el No. de acceso NM_031845,
La secuencia de nucledtidos de ADNc registrada en GenBank esta
representada por la Secuencia ID No. 3 del listado de secuencias. El ORF
esta representado por los nucleétidos Nos. 65 a 1129 de la Secuencia ID No.
3. Ademas, la secuencia de aminoacidos de oculospanina humana registrada
en GenBank estd representada por la Secuencia ID No. 4 del listado de

secuencias. Una protelna que comprenda una secuencia de aminoAcidos que

20
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tiene uno o varios aminoaAcidos reemplazados, eliminados o afiadidos a la
secuencia de aminoacidos de oculospanina humana y que presente la misma
actividad biolégica que aquella de la oculospanina humana, también se

incluye en la presente como una oculospanina humana.

2. Método para detectar céncer

La oculospanina humana, debido a que se expresa altamente en
células cancerosas, especialmente melanoma, se piensa que esta involucrada
en la canceracidn de células, particularmente células de piel, y/o proliferacién
de células cancerosas. El tdrmino “"espécimen® se refiere a una muaestra
tomada de un sujeto de prueba o un espécimen clinico, e incluye muestras de
tejidos, excremento o similares, tales como muestras de sangre, fluidos
corporales, glandula prostatica, testiculos, pene, vesicula, rifién, cavidad oral,
faringe, labio, lengua, gingival, nasofaringe, esétfago, estdémago, intestino
delgado, intestino grueso, colon, higado, vesicula biliar, pancreas, nariz,
pulmén, hueso, tejido suave, piel, mama, Gtero, ovario, cerebro, tircides, nodo
linfatico, misculo, y tejido adiposo. En la presente invencidn, la piel y el nodo

linfatico son muestras de tejido preferidos.
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(1) Método para detectar cancer utilizando el nivel de expresion

del gen de oculospanina humana
Un método para detactar cancer utilizando el nivel de expresion

del gen de oculospanina humana especificamente comprende los siguientes
pasos 1) a4):

1) un paso para extraer una fraccion de ARN total de un
espécimen tomado de un sujeto de prueba;

2) un paso para extraer una fraccibn de ARN total de un
espécimen tomado de una persona sajudable;

3) un paso para medir el nivel de expresion del gen de
oculospanina humana en las fracciones totales de ARN de acuerdo con los
pasos 1)y 2). y

4) un paso para analizar la diferencia en el nivel de expresion del
gen entre la fraccién de ARN total derivada de los pasos 1) y 2), medida en el
paso 3) y detectar asi el cancer del sujeto de prueba del paso 1).

Los pasos individuales explicaran més especificamente de la

siguiente manera.

a) Paso 1): Extracciébn _de una fraccién de ARN total de un
espécimen tomado de un sujeto de prueba

Al extraer la fraccion de ARN total de un espécimen, se obtiene
tejido humano a través de un método adecuado que cumpla los estdndares

éticos para la experimentacién. El tejido obtenido se disuelve directaments en
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un solvente de extraccién de ARN (que contiene un inhibidor de ribonucleasa,
tal como fenol). Altemativamente, se recolectan células del tejido obtenido al
rasparlas utilizando un raspador para no romper las células, o extraerlas de
manera suave del tejido utilizando una enzima proteolitica tal como tripsina, y
luego someter las células inmediatamente a un paso de extraccion de ARN.

Ejemplos de métodos de extraccion de ARN que se pueden
utilizar incluyen: métodos de ultracentrifugacién de ftiocianato de
guanidina/cloruro de cesio, métodos de tiocianato de guanidina/fenol caliente,
métodos de clorhidrato de guanidina, y métodos de tiocianato de guanidina
acido/fenol/cloroformo (Chomeczynski, P. y Sacci, N., Anal. Biochem. (1987),
162, 156-159). De éstos, son particularmente adecuados los métodos de
tiocianato de guanidina acido/fenol/cloroformo. Alternativamente, se puede
utilizar un reactivo de extraccion de ARN comercialmente disponible, tal como
ISOGEN (fabricado por Nippon Gene Co., Lid). o reactivo TRIZOL (fabricado
por Gibco BRL), de acuerdo con e! protocolo provisto con el reactivo.

A partir de la fraccién de ARN total obtenida, si es necesario, es
preferible purificar y utilizar el ARNm solo. Se puede emplear cualquier
método de purificacién adecuado. Por ejemplo, el ARNm se puede purificar
adsorbiendo ARNm sobre una sonda oligo (dT) biotinilada, fijando el ARNm a
particulas paramagnéticas que tienen estreptavidina inmovilizada en las
mismas a través de unién de biotina a estreptavidina, lavando las particulas, y
eluyendo ARNm. Alternativamente, el ARNm se puede purificar adsorbiendo

ARNm sobre una columna de celulosa de oligo (dT) y eluyendo ARNm de la
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misma. Sin embargo, un paso de purificaci5n de ARNm no es esencial en
métodos de la presente invencion. Siempre que se pueda detectar la
expresion de un polinucledtido deseado, se puede utilizar una fraccidn de

ARN total, como se puede realizar en los pasos posteriores.

b} Paso 2) Extraccién de una fraccibn de ARN total de un
espécimen tomado de una persona saludable

En la presente invencién, una persona saludable significa una
persona que no tiene cancer. La determinacién en cuanto a que si una
persona es una persona saludable o no, se puede realizar al medir la
concentracion de oculospanina humana y determinar si el valor de
concentracidn medido cae o no dentro de una escala predeterminada para
una persona saludable. Alterativamente, la comrelacién entre el nivel de
expresion de oculospanina humana y el grado de formacién de cancer se
puede investigar por anticipado, y posteriormente, se puede realizar la
determinacion de si un sujeto de prueba es 0 no una persona saludable al
medir el nivel de expresidn de oculospanina humana en un espécimen tomado
del sujeto de prueba. La preparacion de una fraccion de ARN total a partir de
una persona saludable se puede realizar de la misma manera que se

describié anteriormente en el paso 1).



10

16

20

18

c) Paso 3). Medicion del nivel de expresién del gen de
oculaspanina humana en una fraccién de ARN total de acuerdo con los pasos
1}y2)

El nivel de expresién de oculospanina humana se representa por
el nivel de expresién de un polinucledtido que puede hibridar con un
polinucleétido el cual comprende la secuencia de nucledtidos representada
por la Secuencia ID No. 1 del listado de secuencias o un polinucleétido el cual
comprende una secuencia de nucledtidos complementaria a la secuencia de
nucledtidos representada por ila Secuencia ID No. 1 del listado de secuencias,
bajo condiciones astringentes.

El nivel de expresion de oculospanina humana, se puede
determinar utilizando un espécimen inmovilizado, éste y otros métodos se

describen a continuacion.

(a) Ensayo que utiliza muestras inmovilizadas

(i) Muestras inmovilizadas

Los siguientes son ejemplos de muestras inmovilizadas.

i) Chips génicos
Se puede utilizar un chip génico en el cual esta inmovilizado ya
sea un oligonucleétido antisentido, el cual se sintetiza con base en una

secuencia de EST (marca de secuencia expresada) a partir de una base de
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datos, o una secuencia de ARNm. Ejemplos de dichos chips génicos incluyen
chips génicos fabricados por Affymetrix {Lip Shutz, R.J. et al., Nature Genet.
(1999), 21, suplemento, 20-24), pero no se limitan a los mismos, y se pueden
preparar con base en cualquier método conocido. Cuando se analiza el ARNm
derivado de una célula humana, de preferencia se utiliza un chip génico
derivado de secuencias humanas. Por ejemplo, se pueden utilizar las
secuencias humanas de conjunto U85 o conjunto U133 fabricadas por
Affymetrix. Sin embargo, los chips génicos adecuados no estan limitados a
éstos, y se puede utilizar un chip génico derivado por ejempio de una especie

animal estrechamente relacionada con un humano.

i) Disposiciones o filtros de membrana en los cuales esta
inmovilizado un producto de ADNc 0 RT-PCR preparado a partir de ARN
humano total o ARN total, tomado de un tejido especifico de un sujeto humano

El producto de ADNc o RT-PCR puede ser un clon obtenido al
realizar una reaccién de transcripcién inversa y PCR utilizando un iniciador
preparado a base de una secuencia de una base de datos tal como una base
de datos de EST humana. El producto de ADN¢ 0 RT-PCR puede haber sido
seleccionado previamente mediante el uso de un método de substraccién
(Diatchenki, L, et al., Proc. Natl. Acad. Sci, USA (1996) 93, 6025-6030) o un
método de despliegue diferencial (Liang, P., ef al., Nucleic Acids Res., (1992)
23, 3685-3690) con base en el ARN total en el cual el nivel de expresién
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difiere entre una persona que tiene un tumor y una persona que no tiene
tumor. La disposicién o filtro puede ser uno el cual esté comerciaimente
disponible, tal como aquellos provistos por IntelliGene (fabricado por Takara
Bio). Altemativamente, el producto de ADNc o RT-PCR puede ser
inmovilizado utilizando un marcador comerciaimente disponible tal como el
formador de disposicibn GMS417 (fabricado por Takara Bio) para hacer una

disposicién o un filtro.

(ii) Preparacién de una sonda y analisis

No un clon de ARNm especifico sino todos los ARNmM
expresados son marcados Yy utilizados como una sonda marcada. Se puede
utilizar ARNm crudo (no purificado) como un material de partida para preparar
una sonda; sin embargo, de preferencia se utiliza poli (A)'ARN el cual ha sido
purificado a través del método antes mencionado. Un método para preparar
una sonda marcada y un método para detectar y analizar la sonda utilizando
diversos tipos de muestra inmovilizada, se describen adicionalmente de la

siguiente manera.

i} Chip génico fabricado por Affymetrix

Se prepara una sonda de ARNc marcada con biotina de acuerdo
con el protocolo (Affymetrix's Expression Analysis Technical Manual) provisto
con el GeneChip fabricado por Affymetrix. Posteriormente, se realiza la

hibridacién y analisis para detectar y analizar la luz emitida de acido adlpico

€T
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utilizando un analizador Affymetrix (GeneChip Fluidics Station 400) de
acuerdo con el protocolo (Expression Analysis Technical Manual) pll'ovisto con

el GeneChip fabricado por Affymetrix.

i) Disposicién

Con el fin de detectar ADNc, se debe fijar una etiqueta al ADNc
cuando se prepare a partir de poli (A)'ARN utilizando una reaccién de
transcriptasa inversa. Para obtener ADNc fluorescentemente marcado, se
puede incluir d-UTP marcado con un colorante fluorescente tal como Cy3 o
Cy5 en la mezcla de reaccion. Si ARN poli(A)* derivado de una célula de
melanoma y ARN poli (A)" derivado de una célula utilizada como un control se
marcan con colorantes diferentes, entonces se pueden utilizar
simultineamente ambos tipos de ARN poli (A)* en una mezcla. Cuando se
utiliza una disposicion comercialmente disponible, por ejemplo, una
disposicidon fabricada por Takara Bio Co., Ltd, la hibridaciébn y lavado se
realizan de acuerdo con el protocolo provisto y posteriormente se detecta una
sefial fluorescente utilizando un detector de sefial fluorescente (por ejemplo, el
escaner de disposicion GMS418 fabricado por Takara Bio Co., Ltd) y
posteriormente se somete a analisis. La eleccién de disposiciébn para uso
como se describe en la presente no esta limitada a aquellas que estan
comercialmente disponibles. Se puede utilizar una disposicién local y una

disposicién especlificamente preparada de manera intema.
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iii) Filtro de membrana
Al preparar ADNc de poli (A)’ARN mediante transcripcion

inversa, se puede preparar una sonda marcada afladiendo un radioisotopo
(por ejemplo, d-CTP) a la reaccién. La hibridacién se realiza de acuerdo con
métodos habituales. De manera més especifica, la hibridaciéh se puede
realizar utilizando el sistema Atlas (fabricado por Clontech), que es una
microdisposicion formada utilizando un filtro comercialmente disponiblle.
después de hibridacion, se lava la microdisposicion. Posteriormente, se realiza
la deteccién y andlisis utilizando un analizador (por ejemplo, Atlas (mage
fabricado por Clontech).

En cualquiera de los métodos i) a iii), una sonda derivada de
tejido humano se hibrida con las muestras inmovilizadas del mismo lote. La
sonda que se utiliza puede ser cargada, pero las condiciones de hibridacion
utilizadas siguen siendo las mismas. Cuando se utilizan sondas
fluorescentemente marcadas, si ias sondas son marcadas con diferentes
colorantes fluorescentes, entonces se pueden afiadir simuttdneamente sondas
de diferentes tipos en foma de una mezcla e hibridar con las muestras
inmovilizadas. Posteriormente, se puede leer simultaneamente la intensidad
fluorescente (Brown, P.O. ef al., Nature Genet., (1999) 21, suplemento, p. 33-
37).
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(b} Otros métodos de medicidn

Ademés de los métodos de medicibn antes mencionados,
existen métodos de clonacién por substraccion (véase Experimental Medicine,
Volumen Suplementario, New Genetic Engineering Handbook, publicado por
Yodosha Co., Ltd. (1996, p32-35); métodos de despliegue diferencial (Basic
Biochemical Experimental Method 4, nucleic acid/gene experiment, Ii. Applied
series, Tokio Kagakudojin (2001), p125-128); y métodos que utilizan un gen

reportero: cloranfenicol acetiltransferasa (tal como un vector pCAT3-Basic
fabricado por Promega), B-galactosidasa (tal como un vector pfgal-Basic

fabricado por Promega), fosfotasa alcalina secretada (tal como pSEAP2-Basic
fabricada por Clontech); o proteina fluorescente verde (tal como pEGFP-1
fabricada por Clontech). Sin embargo, la eleccién del método de medicién no

esta limitada a estos métodos.

Paso 4): Anélisis de la diferencia en el nivel de expresién del gen
entre |a fraccién de ARN total derivada de los pasos 1) y 2), medida en el paso
3) v deteccidn de cancer en un sujeto de prueba del paso 1)

Se analiza la diferencia en el nivel de expresién de oculospanina
humana entre un espécimen derivado de una persona saludable y un
espécimen derivado de un sujeto de prueba. Si un espécimen muestra un
nivel de expresion significativamente alto de oculospanina humana, se
determina que la posibilidad de tener cancer, particularmente cancer de piel, y

especiaimente melanoma, es aita, es decir, se puede detectar cancer. El
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término "nivel de expresién significativamente alto™ se refiere al caso en el
cual, cuando se realiza analisis utilizando GeneChip (fabricado por Affymetrix)
y microdisposiciéon Suite Ver. 3.0 (fabricado por Affymetrix), un valor de
diferencia promedio de un gen derivado de una célula de melanoma es
significativamente alto en comparacién con el de un melanocito normal.
Altemnativamente, se mide el nivel de expresion de oculospanina
humana, y posteriormente se evalia para determinar si el valor de
concentracién medido cae o no dentro de una escala predeterminada para
una persona saludable. Si el valor excede la escala, el sujeto tiene cancer. El
diagnéstico de céncer se puede realizar de esta manera. De otra forma, la
cormrelaciéon entre el nivel de expresién del gen de oculospanina humana y el
grado de formacidon de céncer en una persona saludable se investiga
previamente, y posteriormente, se mide el nivel de expresién del gen de
oculospanina humana de un espécimen tomado del sujeto de prueba.
También de esta manera se puede determinar si un sujeto de prueba es una

persona saludable o no.

(3) Método para detectar cancer utilizando el nivel de expresién
de oculospanina humana (nivel de expresion de proteina)

De manera mas especlifica, un método para detectar cancer
utilizando el nivel de expresién de oculospanina humana puede ser un método

que incluye los pasos 1) a 3) siguientes.
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1) medir el nivel de expresidn de proteina de oculospanina
humana en un espécimen tomado de un sujeto;

2) medir el nivel de expresién de la misma proteina que se
describié en el paso 1) en un espécimen tomado de una persona saludable;

3) analizar la diferencia entre el nivel de expresion de la proteina
medida en los pasos 1) y 2) y detectar asi que un sujeto tiene cancer.

Los pasos individuales se describen con mas detalle de la

siguiente manera:

A) Medicién del nivel de expresiéon de p' roteina de oculospanina

humana en un espécimen tomado de un sujeto.

i) Preparacién de una muestra a partir de un espécimen para
medicién de protelna

El espécimen as sometido a centrifugacién de alta velocidad
segln sea necesario para remover sustancias insolubles, y posteriormente se
prepara como una muest.ra para ELISA/RIA y Western Blot.

Para preparar una muestra para ELISA/RIA, el tejido de nodo
linfatico o piel tomado de un sujeto se utiliza directamente, o se diluye
aproximadamente en una solucién reguladora de pH antes de uso. Para
Westemn blotting (electroforesis), se puede utilizar directamente una solucién
extralda de nodo linfatico o piel como la muestra, o se diluye

aproximadamente con una solucién reguladora de pH, y se mezcla con una
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solucion reguladora de pH (fabricada por Sigma) que contiene 2-
mercaptoetanol para electroforesis de gel de SDS-poIiacn‘lariﬂda. Para dot o
slot blotting, se puede utilizar una solucién extraida de tejido de nodo linfatico
o piel no diluida o diluida aproximadamente en una solucion reguladora de pH,
las muestras son directamente adsorbidas a una membrana utilizando un

dispositivo de blotting.

(b)inmovilizaciébn de muestra

Una proteina en la muestra asi obtenida puede ser
especlficamente detectada al precipitar la protelna utilizando un procedimiento
tal como inmunoprecipitacion o unién a ligando, ya sea sin inmovilizacién
adicional o después de su inmovilizacién directa. Para inmovilizar una
proteina, una membrana utilizada puede ser una tal como la que se utiliza en
Westemn blotting, dot blotting o slot blotting. Ejemplos de dichas membranas
incluyen membranas de nitrocelulosa (por ejemplo, fabricadas por BioRad),
membranas de nylon tal como Hybond-ECL (fabricadas por Amersham
Pharmacia), membranas de algodén tales como filtros absorbentes de blot
(por ejemplo, fabricadas por BioRad) y membranas de difluoruro de
polivinilideno (PVDF) {por ejemplo, fabricadas por BioRad).

Para detectar y cuantificar una proteina utilizando un método
ELISA o RIA, una muestra o solucion de muestra diluida (por ejemplo, diluida
con solucion salina regulada de fosfato (en lo sucesivo referida como "PBS”)

que contiene azida de sodio al 0.05%) se surte en una placa de 86 pozos, tal
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como una Immunoplate, Maxisorp, (fabricada por Nunc) y se incuba sin
agitacién a una temperatura en la escala de 4°C a temperatura ambiente
durante la noche, o a 37°C durante 1 a 3 horas, permitiendo asi que la
proteina adsorba la superficie de fondo de los pozos para inmovilizar la
protelna.

Se puede obtener el anticuerpo contra oculospanina humana
utilizando un método habitual (véase, por ejemplo, New Biochemical
Experimental Course 1, Protein 1, p. 389-397, 1982), que comprende
inmunizar un animal con oculospanina humana o un polipéptido
arbitrariamente seleccionado de las secuencias de aminodcidos de
oculospanina humana, tomando el anticuerpo producido en el cuerpo y
purificAndolo. De manera altemativa, se puede obtener un anticuerpo
monoclonal de acuerdo con un método conocido en la técnica (por ejemplo,
Kohler y Milstein, Nature 256, 495497, 1975, Kennet, R. ed., Monoclonal
Antibody, p. 365-367, 1980, Prenum Press, N.Y.), el cual comprende fusionar
una célula productora de anticuerpos que produce un anticuerpo contra
oculospanina humana con una célula de melanoma para formar una célula de
hibridoma.

La proteina de oculospanina humana para uso como un antigeno
se puede obtener al introducir un gen de oculospanina humana en una célula
hospedero mediante manipulacion génica. Para explicario de manera mas
especifica, la proteina de oculospanina humana se puede obtener al preparar

un vector capaz de expresar el gen de oculospanina humana, introducir el
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vector en la célula hospedero, expresar el gen, y purificar la proteina de

oculospanina humana expresada.

(c) Medicién del nivel de expresién de oculospanina humana

El nivel de expresibn de oculospanina humana se puede
representar por el nivel de expresion de una proteina que comprende la
secuencia de aminoéacidos representada por la Secuencia ID No. 2 del listado
de secuencias.

Ef nivel de expresiébn se puede medir a través de un método
conocido en la técnica, tal como un método de Western blotting o dot/slot

blotting, utilizando anticuerpo de oculospanina antihumana.

b) Paso 2: Medicién del nivel de expresion de la misma proteina
como se describié en el paso 1 en un espécimen tomado de una persona

saludable
La medicién del nivel de expresién de oculospanina humana en
un espécimen de una persona saludable se puede realizar de la misma

manera que se describié anteriormente en el paso 1).
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c) Paso 3: Anélisis de |a diferencia entre el nivel de expresion de

la_proteina medida en los pasos 1) y 2) y detectar asl que un sujeto tiene
céncer

Se analiza la diferencia en el nivel de expresién de oculospanina
humana entre los especimenes de una persona saludable y un sujeto de
prueba. Como resultado, si un espécimen muestra un nivel de expresion
significativamente alto de oculospanina humana, se puede determinar que
existe una alta probabilidad de que un sujeto tenga cancer, particularmente
céncer de piel, y especiaimente, melamona. De esta manera, se puede
detectar cancer.

De manera altemativa, el cancer puede ser detectado al medir la
concentracién de oculospanina humana y analizar si el valor de concentracién
medida cae o no dentro de la escala predeterminada para una persona
saludable. En este caso, si el valor de concentracién de un sujeto es superior
a la escala para una persona saludable, se determina que el sujeto tiene
céncer. Ademds, al investigar la correlacion entre el nivel de expresién de
oculospanina humana y el grado de formaciéon de céncer en una persona
saludable, es posible determinar si un sujeto es 0 no saludable con base en el
nivel de expresion de oculospanina humana en un espécimen tomado del

sujeto.
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3. Investigacion del gen de oculospanina humana y oculospanina

humana

El gen de oculospanina humana y oculospanina humana se
expresan en un nivel significativamente alto en melanocitos en tejidos
humanos normales, y se expresan en un nivel significativamente mayor en
melanoma que en melanocitos normales.

En un método para examinar la funcidn de oculospanina
humana, primero se toma ADNc de longitud completa a partir de una genoteca
de ADNc humano, derivado de células que expresan oculospanina humana, a
través de un método conocido, tal como el método de hibridacién de colonias.
Posteriormente, el ADNc de longitud completa se introduce en una célula de
humano o ratén, altamente expresado en la misma, y se realiza la evaluacién
para investigar si el ADNc afecta o no a la célula.

Para expresar el ADNc en un animal, se puede utilizar un
método en el cual el ADNc de longitud completa obtenido se introduce en un
vector de virus y el vector es administrado al animal. Ejemplos de transfeccién
génica que utilizan un vector de virus incluyen métodos para introducir ADNc
al integrario en un virus de ADN o un virus de ARN, tal como un retrovirus,
adeno virus, virus adeno-asociado, virus del herpes, virus vaccinia, virus pox,
o virus de polio. De éstos, se prefieren los métodos que utilizan retrovirus,
adeno virus, virus adeno-asociado y virus vaccinia.

Ejemplos de transfeccién génica no viral incluyen administracién

de un plasmido de expresion directamente en el misculo (vacuna de ADN),

at
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tratamiento con liposomas, lipofeccion, micro-inyeccién, tratamiento con
fosfato de calcio, electroporacién y similares. De estos, la vacuna de ADN y
tratamiento con liposoma se prefieren.

Ademas, al transfectar el ADNc de longitud total en células
cultivadas, tal como células musculares, células del higado, o celulas
adiposas derivadas de humano, ratén o rata; o en células del muasculo
primarias, células del higado, células adiposas o células de la piel, y expresar
el ADNc en el mismo a un alto nivel, es posible examinar las funciones de una
célula objetivo, mas especificamente, la produccién y consumo de azlicares y
lipidos, controlar el metabolismo glicolipido tal como acumulacién de glicogen,
0 para observar si existe cualquier efecto en la morfologia de una célula. A la
inversa, al introducir en una céiula un acido nucleico anti-sentido al ARN total
de un gen a ser examinado, es posible examinar los efectos producidos en la
funcién y morfologia de la célula objetivo.

Para introducir un ADNc de longitud total en un animal o célula,
el ADNc se integra en un vector que contiene secuencias promotoras
apropiadas y la transformacién se lleva a cabo para transformar las células
hospedero con el vector. El promotor de expresion para utilizarse con una
célula de vertebrado puede tener un promotor que se ubica tipicamente
cormriente arriba del gen a ser expresado, un el sitio de empalme del ARN, un
sitio de poliadenilacién, una secuencia de terminaciébn de transcripcién, etc.
Ademas, si es necesario, puede estar presente un punto de iniciacion de

replicacién. Ejemplos de dicho vector de expresién incluyen, pero no se limitan
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a, pSvadhrf que tienen un promotor temprano de virus de simio 40 (SV40)
(Subramani, S. et al, Mol. Cell. Biol., (1981), 1, p854-864), vectores de
retrovirus pLNCX, pLNSX, pLXIN, pSIR (fabricado por Clontech), y vector de
cdsmido pAxCw (fabricado por Takara Bio). Estos vectores de expresion
pueden integrarse en una célula de simio, tal como una célula COS (Gluzman,
Y. Cell (1981), 23, p. 175-182, ATCC: CRL-1650), una cepa defectuosa de
reductasa de Acido dihidrofilico (Urab, G. y Chasin, L.A. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA (1980) 77, p. 4126-4220) de una célula de ovario de hamster chino (CHO
cell, ATCC:CCL-61), una célula 293 derivada de rifibn embriético de humano
de la (ATCC: CRL-1573) y similares, mediante métodos que incluyen un
método de dietilaminoetil (DEAE)-dextrano (Lutham, H y Magnusson, G,
Nucleic Acids Res. (1983), 11, p. 1295-1308), un método de co-precipitacién
de fosfato de calcio-ADN (Graham, F.L. y van der Eb, A. J. Virology (1973),
52, p. 456-457), y un método de electroporacién (Neumann E. et al., EMBO J.
(1982), 1, p.841-845). Sin embargo, el método de integracion y célula no se
limitan a aquélios especificamente descritos. De esta manera, un
transformante deseado puede obtenerse.

Ademas, utilizando manipulacién génica en un animal saludable,
un animal transgénico puede obtenerse el cual exprese altamente el gen
deseado. Esto puede utilizarse para examinar los efectos en morfologia
celular. Altemativamente, el estado de las células puede examinarse al
preparar un animal con expresion bloqueada al expresar por bloqueo el gen

objetivo que tiene melanoma.
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4. Gen_de oculospanina humana y/o equipo de deteccién de

oculospanina humana.

El gen de oculospanina humana y/o oculospanina humana puede
detectarse utilizando un equipo que contiene por lo menos un componente
seleccionado del grupo que consiste en materiales 1) a 5) a continuacién.

1) un iniciador de oligonucleétido que tiene una secuencia
continua de 15 a 30 bases en longitud para amplificar especificamente un
polinucleétido que comprende la secuencia de nucleétido representada por la
secuencia ID No. 1 del listado de secuencia;

2) una sonda de polinucleétido que tiene una secuencia continua
de no menos de 15 nucledtidos capaces de hibridarse con un polinucledtido
que comprende la secuencia de nucleétido representada por la secuencia ID
No. 1 del listado de secuencia bajo condiciones estrictas, permitiendo asl [a
deteccién del polinucleétido;

3) un espécimen inmovilizado al cual un polinucleétido que
comprende la secuencia de nucleétido representada por la secuencia ID No. 1
del listado de secuencias es inmovilizado.

4) un anticuerpo que se une especificamente a una protelna que
comprende la secuencia de aminoacido representada por la secuencia 1D No.
2 del listado de secuencias, permitiondo asl la deteccién de la protelna; y

5) un anticuerpo secundario capaz de unirse a un anticuerpo de

conformidad con la seccién 4) anterior.

1oV
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E! iniciador de conformidad con la seccién 1) anterior puede
construirse facilmente con base en la secuencia de nucledtidos del gen de
oculospanina humana (la secuencia de nucleétidos representada por la
secuencia ID No. 1 del listado de secuencias) mediante un método usual, por
ejemplo, mediante un método utilizando el software de construccion de
iniciador comercialmente disponible (por ejemplo, Wisconsin GCG package
Version 10.2) y someterse a amplificacion. Como un ejemplo de dicho
iniciador, més especificaments, un iniciador para amplificar un polinucleétido
que oomprendé la secuencia de nucledtidos representada por la secuencia iD
No. 1 del listado de secuencias, uso puede hacerse de la combinacién de un
oligonucleétido que comprende la secuencia de nucledtidos representada por
la secuencia ID No. 5 del listado de secuencias y un oligonucledtido que
comprende la secuencia de nucleétidos representada por la secuencia ID No.
6 del listado de secuencias. La sonda de conformidad con la seccién 2)
anterdor es un polinucledtidko capaz de hibridarse especificamente con
oculospanina humana y siendo de 100 a 1500 bases en longitud,
preferiblemente 300 a 600 bases en longitud. Estos iniciadores y sondas
pueden marcarse con una etiqueta apropiada (tal como una etiqueta de
enzima, etiqueta radioactiva, o etiqueta fluorescente) o puede tener un
enlazador agregado a la misma.

El espécimen inmovilizado de conformidad con la seccion 3)
anterior puede prepararse al inmovilizar una sonda de conformidad con la

seccion 2) en una fase sélida tal como una placa de vidrio, una membrana de

el
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nylon, o similar. Un método para preparar dicho espécimen inmovilizado se
describe en la secci6n "2. El método para detectar cancer”, Pamafo “(1)
Método para detectar cancer utilizando el nivel de expresion del gen de
oculospanina humana, Sub pamafo “(1) Método para utilizar un espécimen
inmobilizado®. Ejemplos de especimenes inmovilizados incluyen chips
génicos, disposiciones del ADNc, oligo-disposicion, y filtros de membrana.

Un equipo de conformidad con la presente invencion puede
contener una ADN polimerasa termoestable, dNTPs (una mezcla de dATP,
dCTP, dGTP y dTTP) y una solucién reguladora de pH. Ejemplos de ADN
polimerasas termoestables incluyen, ADN polimerasa Taq, ADN polimerasa
LA Taq (fabricada por Takara Shuzo Co., Lid.), ADN polimerasa Tth, y ADN
polimerasa Pfu. El tipo de solucién reguladora de pH puede seleccionarse de
conformidad con la ADN polimerasa que debe utilizarse y Mg®* puede
agregarse segln sea necesario.

Los anticuerpos de conformidad con las secciones 4) y 5)
anteriores pueden prepararse mediante un método descrito en la seccion “2.
El método para detectar cancer”, Parrafo °(3) Método para detectar cancer al
utilizar el nivel de expresién de oculospanina humana (nivel de expresion de
proteina)” o un método descrito en la seccién “5. Preparacion de anticuerpo de
oculospanina anti-humano”. El anticuerpo puede marcarse con una etiqueta
apropiada (tal como una etiqueta de enzima, etiqueta radioactiva, o etiqueta

fluorescente).

/
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Un equipo de conformidad con la presente puede utilizarse para
deteccibn de un gen de oculospanina humana y/o una proteina de
oculospanina humana, determinando asi la presencia o ausencia de céncer y

analizando una sustancia capaz de suprimir el crecimiento de cancer.

5. Preparacion de un anticuerpo de oculospanina anti-humano

(1) Preparacion de antigeno

Un antigeno para preparar un anticuerpo de oculospanina anti-
humano puede ser un polipéptido que comprende una oculospanina humana,
una secuencia de aminodécido parcial de la misma, que tiene una secuencia de
aminodcido parcial o continua que comprende al menos 6 bases, o derivados
de la misma que tienen una secuencia de aminoacido arbitraria o un portador
agregado a las mismas.

La proteina de oculospanina humana puede purificarse
directamente desde los tejidos de tumor de humano o células, sintetizada in
vitro, o producida en células hospedero mediante manipulacién génica. Mas
especlficamente, al producir oculospanina humana mediante manipulacién
génica, un gen de oculospanina humana se integra en un vector de expresion,
y de aqul en adelante la oculospanina humana se sintetiza en una solucién
que contiene enzimas, substratos y sustancias energéticas requeridas para su
transcripcion y traduccién. Altemativamente, una célula hospedero

procarittica o eucaridtica puede transformarse con el vector de expresioén y
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posteriormente puede aislarse la oculospanina humana. La secuencia de
nucledtidos del ADNc de oculospanina humana se describe en. Graeme
Wistow, Steven L. Bemstein, M. Keith Wyatt, Robert N. Fariss, Amita Behal,
Joffrey W. Touchman, Gerard Bouffard, Don Simith, y Katherine Peterson
(2002), analisis de marca de secuencia expresada de RPE/coroides de
humano para el proyecto de NEIBank: mas de 6000 transcritos no
redundantes, genes novedosos y variantes de empalme, vision molecular
8:205-220, y se registra en GenBank bajo el no. de seccion NM_031945. El
ORF del ADNc¢ se muestra en la secuencia ID No.1 del listado de secuencias.
El ADNc de oculospanina humana puede obtenerse a partir de una genoteca
de ADNc que expresa oculospanina humana al utilizar un iniciador para
amplificar especificamente el ADNc de oculospanina humana de la genoteca
de ADNc como una plantila a través de una reaccibn en cadena de
polimerasa (de aqul en adelante mencionada como "PCR", (véase, Saiki, R.
K., et al., (1988), Science 239, 487-49) de aqul en adelante mencionado como
un “método de PCR".

La sintesis in vitro para un polipéptido puede realizarse
utilizando, por ejemplo, el sistema de traduccién rapido (RTS) fabricado por
Roche Diagnostics; sin embargo, los métodos de sintesis adecuados no se
limitan a este método particular. En el caso de RTS, el gen deseado se clona
en un vector de expresion, bajo el control de un promotor de T7, y el vector de
expresion se agrega a un sistema de reaccién in vitro. Como consecuencia, se

transcribe primero el ARNm desde el ADN de plantilla mediante ARN
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polimerasa T7 y se realiza posteriormente la traduccion mediante ribosomas
en una solucién que contiene un lisado de Escherichia coli. De esta manera,
un polipéptido objetivo puede sintetizarse en la solucion de reaccién
(Biochemica, 1, 20-23 (2001), Biochemica, 2, 28-29 (2001)).

Ejemplos hospederos procariéticos adecuados incluyen
Escherichia coli y Bacillus subtilis. Para transformar un gen deseado en estas
células hospedero, las células hospedero se transforman con un vector
plasmido derivado de especies compatibles con el hospedero, y que contienen
un replicdn, es decir, un punto de iniciacién de replicacién, y una secuencia
regulatoria. Ademas, se prefiere que el vector tenga una secuencia capaz de
impartir un fenotipo seleccionable para la célula a ser transformada.

Como una célula hospedero, una cepa de Escherichia coli, por
ejemplo, una cepa K12 puede utilizarse y plasmidos de la serie pBR322 y pUC
pueden utilizarse generalmente como vectores. Sin embargo, la eleccion de la
célula hospedero y vector no se limita a la misma y cualquier cepa conocida
adecuada y vector pueden utilizarse.

Los promotoras adecuados para utilizarse en Escherichia coli,
incluyen el promotor de triptofano (trp), promotor de lactosa (lac), promotor de
triptofan lactosa de (tac), promotor de lipoproteina (Ipp), y promotor de
Tu(tufB) de factor de extension de cadena de polipéptido y similares.
Cualquiera de estos promotores puede utilizarse para producir el polipéptido

deseado.

)Oé
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Como una céiula hospedero, una cepa Bacillus subtilis puede
utilizarse, por ejemplo, la cepa 207-25 se prefiere. El vector pTUB 228
(Ohmura, K. of al., (1984), J. Biochem. 95, 87-83) puede utilizarse; sin
embargo, la eleccién del hospedero Bacillus subtilis y vector no se limita a
esta combinacion particular. Al enlazar una secuencia de ADN que codifica
para una secuencia de péptido de sefial para a-amilasa Bacillus subtilis, la
protelna de interés puede expresarse y secretarse desde la célula.

Ejemplos de células hospedero eucariéticas incluyen células de
vertebrados, insectos y levadura. Ejemplos de células de vertebrados
incluyen, pero no se limitan a, una célula de simio, célula COS (Gluzman, Y.
(1981), Cell 23, 175-182, (ATCC CRL-1650)), célula de fibroblasto de ratén
NIH3T3 (ATCC No. CRL-1658), y una cepa defectuosa de reductasa de acido
dihidrofélico (Uraub, G. y Chasin, L. A. (1980), Proc., Nall. Acad. Sci, USA 77,
4126-4220) de célula de ovario de hamster chino (CHO cell, (ATCC CCL-61)).

Un promotor de expresion para utllizarse con una célula de
vertebrado, puede ser uno que tiene un promotor ubicado corriente arriba del
gen a ser expresado, un sitio de empalme de ARN, un sitio de poliadenilacion,
y una secuencia de terminacion de trascripcion. Ademas, un sitio de iniciacién
de replicacién puede estar presente. Ejemplos de los vectores de expresion
adecuados incluyen, pero no se limitan a, pPCDNA3.1 (fabricado por Invitrogen)
que tiene un promotor precoz de un citomegalo virus y PSV2dhfr (Subramani,

S. et al., (1981), Mol. Cell. Biol.. 1, 854-864) con un promotor precoz SV40.
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Cuando se utiliza una célula COS o una célula NIH3T3 como la
célula hospedero, vectores de expresién adecuados con un sitio de iniciacion
de replicacién SV40, capaces de auto-proliferacion en la célula COS o la
célula NIH3T3 y adicionalmente pueden tener un promotor de transcripcion,
sefial de terminacion de trascripcion, y sitio de empalme de ARN. El vector de
expresién puede integrarse en la célula COS o la célula NIH3T3 mediante
tratamiento de DEAE-dextrano (Luthman, H y Magnusson, G. (1983), Nucleic
Acids Res. 11, p. 1295-1308), co-precipitacion de fosfato de calcio-ADN
(Graham, F. L. y van der. Eb, A. J. (1973), Virology, 52, p.456-457),
electroporacién (Neumann, E, et al., (1982), EMBO J. 1, p.841-845) u otros.
De esta manera, una célula transformante deseada puede obtenerse.
Ademas, cuando se utiliza una célula CHO como una célula hospedero, si un
vector es capaz de expresar un funcionamiento neo génico como un marcador
de resistencia a G418 antibittico, tal como pRSVneo (Sambrook, J, et al.,
(1988): Molecular Cloning A Laboratory Manual “Cold Spring Harbor,
Laboratory, NY) o PSV2neo (Southem, P.J., y Berg, P. (1982), J. Mol. Appl.
Genet. 1, 327-341) se co-transfecta con el vector de expresion, y
posteriormente se selecciona una colonia resistente a G418, una célula
transformada que produce establemente el polipéptido deseado también
puede obtenerse.

El transformante obtenido en la manera mencionada
anteriomente puede cultivarse de conformidad con un método usual para

obtener el polipéptido deseado expresado dentro de la célula o secretado
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fuera de la célula y de este modo presente en el medio de cultivo. Como un
medio de cultivo, varios tipos de medios utilizados usualmente pueden
seleccionarse de manera apropiada dependiendo del tipo de célula hospedero
empleada. Mas especificamente, para las células COS, el medio RPMI 16840 o
el medio Eagle modificado por Dulbecco (de aqul en adelante mencionado
como "“DMEM") puede utilizarse. Si es necesario, componentes de suero tales
como suero de terera fecal puede agregarse el medio.

Una proteina recombinante producida dentro de una célula o
secreta fuera de una célula transf;armante y presente en el medio de cultivo
puede separase y purificarse mediante varios métodos de separacién
conocidos en base a las propiedades flsicas y propiedades quimicas de la
protelna. Ejemplos de dichos métodos de separacion incluyen tratamiento con
un agente de precipitacion de protelna general, ultrafiltracién, cromatografia
de tamiz molecular (filtracibn en gel), cromatografia de absorcion,
cromatografia de intercambio i6nico, cromatografla por afinidad, varios tipos
de métodos cromatrogréficos liquidos tales como cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC), dialisis y combinaciones de estos métodos. Si una marca
hexa-his se fusiona a la proteina de recombinacién que se expresa, la
proteina recombinante puede purificarse eficazmente mediante una columna
de afinidad de niquel. Si los métodos antes mencionados se utilizan en
conminacion, una gran cantidad de polipéptido deseado puede obtenerse con

una alta pureza y un alto rendimiento.
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(2) Produccién de anticuerpo monoclonal de oculospanina anti-

humano

Un ejemplo de un anticuerpo que se une especificamente a la
oculospanina humana, es un anticuerpo monoclonal que se une
especificamente a oculospanina humana. Un método adecuado para obtener
dicho anticuerpo monoclonal es el siguiente:

Para producir el anticuerpo monoclonal, los pasos necesarios
requeridos incluyen:

(a) purificar la biomacromolécula que debe utilizarse como un
antigeno;

(b) inmunizar un animal al inyectar el antigeno en el animal,
tomando una muestra de sangre y verificando el tltulo del anticuerpo para
determinar el tiempo al cuai debe extirparse el bazo y preparar las células que
producen el anticuerpo;

(c) preparar la células de mieloma de hueso (de aqul en adelante
mencionada como “mieloma®);

(d) fusionar las células que producen el anticuerpo y el mieloma;

(e) seleccionar hibridomas que producen un anticuerpo deseado;

() segregar (clonar) a las mismas en clones de células
individuales;

(g) opcionalmente, cultivar el hibridoma para producir una gran
cantidad de anticuerpo monoclonal o criar un animal con el hibridoma

transplantado en el mismo; y



10

15

20

43

(h) analizar la actividad fisiolégica y especificidad de unién del
anticuerpo  monoclonal asi producido, o caracteristicas del anticuerpo
monoclonal como un agente de etiquetado.

El método para producir un anticuerpo monoclonal se describe
con mayor detalle a continuacién de conformidad con los pasos mencionados
anteriormente. Sin embargo, los métodos para producir anticuerpo monoclonal
no se limitan al método descrito. Por ejemplo, una célula productora de

anticuerpos diferente a una célula de bazo y mieloma.

(a) Purificacion del antigeno.

Como el antigeno, la protelna de oculospanina humana
preparada de conformidad con el método antes mencionado o una parte
(fragmento) del mismo puede utilizarse. Alternativamente, el antigeno utilizado
puede ser una fraccibn de membrana preparada a partir de una célula
recombinante que expresa oculospapina de humano o una célula
recombinante que expresa oculospanina humana o un fragmento de péptido
quimicamente sintetizado de una proteina de conformidad con la presente
invencion obtenida mediante un método conocido por los experios en Ia

técnica.

(b) Preparacién de una célula productora de anticuerpo.

Un antigeno obtenido en el paso (a) se mezcla con el adyuvante

completo o incompleto de Freunds o un agente auxiliar tal como sulfato

10
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potasio aluminio. La mezcla se utiliza como un inmunogen y se inyecta en un
animal. Un animél experimentar adecuado puede ser un animal conocido por
ser adecuado para utilizarse en un método de preparacién de hibridoma.
Ejemplos especificos de dichos animales incluyen ratones, ratas, cabras,
cameros, vacas, Y caballos. Sin embargo, en vista de la disponibilidad de las
células de mieloma que deben fusionarse con las células que producen
anticuerpos tomadas del animal, ratones o ratas, se prefieren como animales
a ser inmunizados. La eleccion de las cepas de ratones o ratas utilizados en la
practica no se limita en particular. Ejemplos de cepas de raton adecuadas
incluyen A, AKR, BALB/c, BDP, BA, CE, C3H, 57BL, C57BR, C57L, DBA, FL
HTH, HTI, LP, NZB, NZW, RF, R Ill, SJL, SWR, WB, y 129. Ejemplos de
cepas de rata incluyen Low, Lewis, Spraque, Daweley, ACI, BN, y Fischer.
Estos ratones y ratas se encuentran disponibles de distribuidores de cria de
animales experimentales tales como Clea Japan Inc., Charles River Japan
Inc., Japan SLC Inc., y The Jackson Laboratories. En vista de Ila
compatibilidad de fusibn con células de mieloma como se discute
anteriormente, “BALB/c” con una linea de ratén y “Low” como una linea de
rata se prefieren particularmente como el animal inmunizado. En
consideracion a la homologla de un antigeno entre un humano y un ratdn, un
ratdbn con una funcion bioldgica reducida para remover un autoanticuerpo, en
otras palabras, un ratdn que sufre de una enfermedad autoinmune se utiliza

preferiblemente. Nétese que un ratén o una rata que debe inmunizarse

n
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preferiblemente tiene que tener de 5 a 12 semanas de edad, mas
preferiblemente 6 a 8 semanas de edad.

Un animal puede inmunizarse con oculospanina humana o una
versidbn recombinantemente producida del mismo mediante métodos
conocidos, tales como los métodos especificamente descritos en, por ejemplo,
Woeir, D. M. Handbook of Experimental Immunology Vol. I. Il. ill., Blackwell
Scientific Publications, Oxford (1987), Kabat, E. A. y Mayer, M. M,
Experimental Immunochemistry, Charles C Thomas Publisher Springfield
linois (1964), etc. De estos métodos de inmunizacidon, un método
preferiblemente utilizado en la presente invencién, es, por ejemplo, realizado
de la siguiente manera. En primer lugar, un antigeno, es decir, una fraccién de
protelna de membrana, o una célula que expresa un antigeno, se inyecta en
un animal intradérmicamente o intraperitonealmente. Para mejorar la eficacia
de inmunizacién, ambos métodos de inyeccidn se utilizan juntos. Mas
especificamente, cuando la inyeccién intradérmica se realiza en la primera
mitad de las inyecciones y la inyeccion intraperitoneal se realiza en la segunda
mitad de las inyecciones o Unicamente en el Gitimo momento, la eficacia de
inmunizacién puede incrementarse particularmente. El régimen de dosificacion
del antigeno difiere dependiendo del tipo y diferencias individuales, efc., del
cuerpo del animal a ser inmunizado. Sin embargo, el antigeno preferiblemente
se inyecta de 3 a 6 veces en intervalos de 2 a 6 semanas, y mas
preferiblemente 3 a 4 en intervalos de 2 a 4 semanas. Se prefiere no

incrementar excesivamente el nimero de dosificaciones, ya que entonces el
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antigeno puede desperdiciarse. También, se prefiere no extender demasiado
la longitud del intervalo de dosificacion, ya que la actividad de las células
disminuye debido a la edad del animal. La dosis del antigeno difiere
dependiendo del tipo y diferencias individuales, etc., del cuerpo del animal; sin
embargo, la dosis generalmente cae dentro de la escala de alrededor de 0.05
a 5 ml, preferiblemente de alrededor de 0.1 a 0.5 ml. La inmunizacién de
refuerzo se realiza 1 a 6 semanas después de que se administra el antigeno,
preferiblemente después de 2 a 4 semanas, mas preferiblemente después de
2 a 3 semanas. Si se realiza la inmunizacion de refuerzo después de mas 6
semanas o en una semana, la inmunizacién de refuerzo sera menos efectiva.
Notese que la dosis del antigeno a inyectarse como un refuerzo difiere
dependiendo del tipo y tamafio del cuerpo del animal; sin embargo, por
ejemplo, para ratones, generalmente cae dentro de la escala de alrededor de
0.05 a 5 mi, preferiblemente alrededor de 0.1 a 0.5 ml, y mas preferiblemente
alrededor de 0.1 a 0.2 ml. Se prefiere no administrar una cantidad
innecesariamente grande de antigeno ya que posteriormente el efecto de
inmunizacién disminuye y no es favorable para el animal a ser inmunizado.
Uno a 10 dlas, preferiblemente 2 a 5 dias, méas preferiblemente 2
a 3 dlas después de la inmunizacién de refuerzo, las células del bazo o
linfocitos que contienen las células que producen anticuerpos se remueven del
animal inmunizado bajo condiciones asépticas. En este momento, se
determina un titulo del anticuerpo. Si un animal que tiene un titulo de

anticuerpo suficientemente elevado se utiliza como la fuente de suministro
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para las células que producen el anticuerpo, la eficacia de las siguientes
operaciones puede mejorarse. Como un método para determinar el titulo del
anticuerpo a utilizarse en la presente, varios tipos de tecnologlas conacidas
son apropiadas, tales como los métodos de RIA, métodos de ELISA, métodos
de anticuerpos fluorescentes y métodos de reaccién de aglutinacién de células
de la sangre pasiva. En vista de la sensibilidad de detecciton, velocidad,
exactitud, y la posibilidad de operacién automatica, los métodos de RIA y los
métodos de ELISA se prefieren.

La determinacién de un titulo de anticuerpo de conformidad con
la presente invencién puede realizarse mediante un método de ELISA de la
siguiente de manera. En primer lugar, el antigeno purificado parcialmente o
purificado se adsorbe en una superficie sdlida tal como una placa de 96
pozos, para ELISA. Posteriormente, la superficie sélida que no tiene antigeno
adsorbido en la misma se cubre con una proteina no relacionada con el
antigeno, tal como albimina de suero de bovino {(de aqui en adelante
mencionada como “BSA®). Después de lavar la superficie, la superficie se
lieva en contacto con la muestra diluida en serie (por ejemplo, suera de ratén)
que sirve como un anticuerpo primario, permitiendo asl a un anticuerpo
monocilonal contenido en la muestra unirse al antigeno. Ademas, un
anticuerpo secundario, es decir, un anticuerpo marcado con enzima contra un
anticuerpo de ratdn, se agrega para unirse al anticuerpo de ratén. Después de

lavar el complejo resultante, un substrato para la enzima se agrega y el

"y
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cambio en absorbancia, que ocumre debido a un cambio de color inducido por
degradacidn del substrato, se mide para calcular el titulo del antigeno.

Las células productoras de anticuerpo se separan de las células
del bazo y Iinft;cibos de conformidad con métodos conocidos (por ejemplo,
descritos en Kohler et al, Nature, 256, 495, 1975; Kohler et al., Eur J.
Immunol., 6, 511, 1977; Milstein et al., Nature, 266, 550, 1977, Walsh, Nature,
266, 495, 1977). Mas espacificamente, en el caso de células del bazo, las
células productoras de anticuerpo pueden separarse mediante un método
general que comprende homogeneizar tejido, fittrar el homogeneizado, a
través de una malla de acero inoxidable, y suspender las células obtenidas en

el medio esencial minimo de Eagle (MEM).

(c) Preparacién de células de mieloma de hueso {(de aqul en
adelante mencionada como "mieloma”)

La eleccion de células de mieloma que se utilizan para fusién
celular no se limita particularmente y las células adecuadas pueden
seleccionarse a partir de cepas. celulares. Para conveniencia cuando el
hibridoma se selecciona de células fusionadas, se prefiere utilizar una cepa
defectuosa de HGPRT (hipoxantina-guanina fosforibosil transferasa) cuyo
procedimiento de seleccion se ha establecido. Mas especificamente, ejemplos
de cepas defectuosas de HGPRT incluyen X63-Ag8(X63), NSI-Ag4/1(NS1),
P3X63-Ag8.U1(P3U1), X63-Ag8.853(X63.653), P2/0-Ag14(SP2/0), MPC11-
45.6TG1.7(45.6TG), FO, SI49/5XXO y BU.1 derivadas de ratones,

19
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210.RSY3.Ag.1.2.3 (Y3) derivadas de rata; y U266AR(SKO-007), GM1500
GTG-A12(GM1500), UC729-6, LICR-LOW-HMy2(HMy2), vy 8226AR/NIP4-
1(NP41) derivadas de humanos. Estas cepas defectuosas de HGPRT se
encuentran disponibles de American Type Culture Collection (ATCC), etc.
Estas cepas se subcultivan en un medio apropiado tal como un
medio 8-azaguanina [RPMI-1640 complementado con glutamina, 2-
mercaptoetanol, gentarﬁicina. y suero de temera fetal (de aqul en adelante
mencionado como "FCS") y 8-azaguanina adicional se agrega al mismo];
medio Dulbecco modificado por iscover (de aqul en adelante mencionado
como "IMDM"), o medio Eagle modificado por Dulbecco (de aqui en adelante
mencionado como "DMEM”). En esta caso, de 3 a 4 dias antes de realizar la
operacion de fusidn celular, la células se transfieren a un medio regular [por
ejemplo, un medio ASF104 (fabricado por Ajinomoto Co. Inc,) que contiene
10% de FCS] y se subcultiva en el mismo para obtener no menos de 2 x 107

de células por medio del dfa de la fusién celular.

{d) Fusién celular

La fusibn entre las células que producen anticuerpos y las
células de mieloma se realiza apropiadamente de conformidad con métodos
conocidos (incluyendo: Weir, D. M. Handbook of Experimental Immunology
Vol. 1. IL. 1ll., Blackwell Scientific Publications, Oxford (1987), Kabat, E. A, y
Mayer, M.M. Experimental Immunochemistry, Charles C Thomas Publisher,

Springfield, lllinois (1964)), bajo condiciones de manera que la velocidad de
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supervivencia de células no se reduzca excesivamente. Ejemplos de dichos
métodos incluyen métodos quimicos en donde las células productoras de
anticuerpo y células de mieloma se mezclan en una solucién de polimero de
alta concentracién, por ejemplo, polietilenglicol; y métodos fisicos utilizando
estimulacion eléctrica. De estos métodos, el método quimico se explica mas
especificamente de la siguiente manera. Cuando el polietilenglicol se utiliza
como la solucién de polimero de alta concentracién, las células productoras
de anticuerpo y células de mieloma se mezclan en una solucion de
polietilenglicol que tiene una peso mc.)lecular de 1500 a 6000, mas
preferiblemente 2000 a 4000, a una temperatura de 30 a 40°C,
preferiblemente de 35 a 38°C, durante 1 a 10 minutos, méas preferiblemente de

5 a 8 minutos.

(e) Seleccidn de poblaciones de hibridoma

El método para seleccionar el hibridoma obtenido mediante
fusién celular no se restringe particularments. Generalmente, se hace uso de
un método de seleccién de HAT (hipoxantina, aminopterina, timidina) [Kohler
et al., Nature, 256, 495 (1975); Milstein af al., Nature 266,550 (1977)]. Este es
un método efectivo cuando se obtiene el hibridoma utilizando células de
mieloma de una cepa defectuosa de HGPRT incapaz de sobrevivir en
presencia de aminopterina. Mas especlificamente, al cultivar células no

fusionadas e hibridoma en el medio de HAT, Unicamente el hibridoma que
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tiene la resistencia a la aminopterina se selecciona y se le permite

permanecer y proliferar.

(f) Segregacién a un solo clon celular (Clonacién)

Como un método de clonaciébn para hibridoma, los métodos
conocidos tales como método de metilcelulosa, método de agarosa suave, o
método de dilucién de limitacién puede utilizarse [véase, por ejemplo, Barbara,
B.M. y Stanley, M.S.. Selected Methods in Cellular Immunology, W.H.
Freeman and Company, San Francisco (1980)]. Ejemplos de un método de
clonacion incluyen un método de dilucién de limitacién en donde las células
hibridoma se diluyen para contener una sola célula hibridoma por pozo de una

placa y cultivarse; un método de agarosa suave en donde las células

hibridoma se cultivan en un medio de agarosa suave y las colonias se

recuperan; un método para tomar células hibridoma individuales por medio de
un micromanipulador y cultivarias; y un "método de clasificacion de clones” as|
llamado en donde las células hibridoma se separan una por una por medio de
un clasificador celular. De estos métodos, el método de dilucién de limitacién
se prefiere. En este método, la cepa de célula fibroblasto derivada de feto de
rata o células alimentadoras tales como células del bazo de raton saludable,
células de la glandula del timo, o las células ascito se siembran. Las células
hibridoma se diluyen en un medio para proporcionar una proporcién de
dilucion de 0.2 a 0.5 células por 0.2 ml. La solucién de suspensién de

hibridoma diluida se transfiere en pozos para proporcionar 0.1ml por pozo y se

L
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cultivan continuamente durante aproximadamente 2 semanas con cambios del
alrededor de 1/3 del medio con medio fresco en intervalos predeterminados
(por ejemplo, cada 3 dias). De esta manera, pueden proliferarse los clones de
hibridoma.

Las células hibridoma en el pozo para los cuales el titulo del
anticuerpo se ha confirmado se someten a clonacién de repeticién mediante el
método de dilucién de limitacién, 2 a 4 veces. Las células hibridoma, con un
titulo de anticuerpo que se confima para ser estables, se seleccionan como
un anticuerpo monocional de oculospanina antihumano que produce las cepas
de hibridoma. Una de las cepas de hibridoma clonadas asl obtenidas se
designa como “O3B8-2C9-4F3" y esto se ha depositado en el International
Patent Organism Depositary de the Nationa! Institute of Advanced Industrial
Science Technology (localizado al Tsukuba Central 6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba,
ibaraki, Japén) el 17 de febrero de 2004 bajo la deposicion No. FERM BP-
08627.

(g) Preparacién de anticuerpo monoclonal para cultivar células

hibridoma.

Las células hibridoma asl seleccionadas se cultivan para obtener
de manera eficaz anticuerpos monoclonales. Sin embargo, antes de cultivar,
se desea que una célula hibridoma que produce un anticuerpo monoclonal

deseado se analice. La clasificacién se realiza mediante un método conocido.
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La determinaci6n del titulo del anticuerpo puede realizarse en la
presente invencibn mediante, por ejemplo, un método de ELISA de
conformidad con el siguiente procedimiento.

En primer lugar, [a oculospanina o células de humano
parciaimente purificadas o purificadas que expresan la oculospanina humana
se adsorben en una superficie sdlida de una placa de 96 pozos para ELISA.
Posteriormente, la superficie sélida que no tiene antigeno adsorbido en la
misma se cubre con una protelna no relacionada con el antigeno, por ejemplo,
albimina de suero de bovino (de aqui en adelante mencionada como "“BSA").
Después de lavar la superficie, la superficie se lleva en contacto con una
muestra diluida en serie (por ejemplo, suero de ratbn) como un primer
anticuerpo, permitiendo asl la unién de un anticuerpo de oculospanina de anti-
humano en la muestra para el antigeno. Ademas, un anticuerpo contra el
anticuerpo de ratdn y marcado con una enzima, que sirve como un anticuerpo
secundario, se agrega para unir el anticuerpo de ratén. Después de lavar el
complejo resultante, un substrato para la enzima se agrega y el cambio de
absorbancia, que ocurre debido al cambio de color inducido por la
degradacién del substrato, se determina para calcular el titulo del anticuerpo.
De esta manera, el titulo del anticuerpo se calcula. Nétese que dicha
operacién de clasificacién puede realizarse después o antes de la clonacion

de la célula hibridoma segin se menciond anteriormente.
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Un hibridoma obtenido mediante el método antes mencionado puede
almacenarse en un estado congelado en nitrdgeno liquido o en un refrigarador
a 80°C o menos.

Después de terminar la clonacién, el hibridoma se transfiere de un medio HT a
un medio general y se cultiva. Se realiza el cultivo a gran escala mediante
cultivo de rotacién utilizando una botella de cultivo grande o mediante cultivo
revolvedor. El sobrenadante obtenido del cultivo a gran escala se purifica
mediante un método conocido para los expertos en la técnica, tal como
filtracion por gel, para obiener un anticuerpo monotonal que se wuna
especificamente a una proteina de acuerdo con la presente invencién. El
hibridoma pueda inyectarse en la cavidad abdominal de un ratdn de la misma
linea como el hibridoma (por ejemplo, BALB/c) o un raton Nu/Nu para
proliferar el hibridoma. De esta manera, el fluido de ascito que contiene una
gran cantidad de anticuerpo monoclonal de conformidad con la presente
invencién puede obtenerse. Cuando se inyectan las células hibridoma en la
cavidad abdominal, si un aceite mineral, tal como 2,6,10,14-tetrametil
pentadecano (pristina) (3 a 7 dlas antes) se ha administrado praviamente, el
fluido de ascito puede obtenerse en una gran cantidad. Para explicar més
especificaments, un agente inmunosupresor se inyecta previamente en la
cavidad abdominal de un raton de la misma cepa que el hibridoma. Veinte
dlas después de la inactivacion de las células T, 10° a 107 de células de clon
hibridoma se suspenden en un medio libre de suero (0.5 ml) y la suspensién

8o inyecta en la cavidad abdominal. Cuando el abdomen se expande y se
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a) método de precipitacion de sulfato de amonio-método
cromatografico de intercambio i6nico-método de filtracion de gel; {(b) método
de precipitacion de sulfato de amonio-método cromatogréfico de intercambio
ibnico-método cromatografico por afinidad; y (¢c) método de precipitacion de
sulfato de amonio-método de filtracion de gel-método cromatogréfico por
afinidad, etc. De estas combinaciones, para obtener el anticuerpo monoclonal
con alta pureza en un aito rendimiento, la combinacién de c¢) se prefiers en
particular.

Como un método de purificacién simple, un equipo de
purificaciéon de anticuerpo comercialmente disponible (por ejemplo, un aquipo
MADbTrap Gll fabricado por Pharmacia) y los similares pueden utilizarse.

E! anticuerpo monoclonal asi obtenido tiene una especificidad de

antigeno elevada para oculospanina humana.

(h) Andlisis de anticuerpo monoclonal

El anticuerpo monocional asi obtenido se verifica para isotipo y
subclase del mismo de la siguiente manera. Los métodos de identificacién
adecuados incluyen el método de Ouchterlony, métodos de ELISA y métodos
de RIA. El método de Ouchterlony es simple; aunque, si el anticuerpo
monocional se obtiene a una baja concentracidbn debe concentrarse.
Alternativamente, cuando un método de ELISA o un método de RIA se utiliza,
el sobrenadante de cultivo puede hacerse reaccionar directamente con una

fase solida de absorcion de antigeno. Ademas, si varios tipos de anticuerpos

17¥
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que corresponden a los isotipos de inmunoglobulina y subclases se utilizan
como anticuerpos secundarios, el isotipo y subclase del anticuerpo
monoclonal puede identificarse. Como un método simple adicional, un equipo
de identificacibn comercialmente disponible (por ejemplo, un equipo Mouse
Typer fabricado por BioRad) y similar puede utilizarse.

La cuantificacién de una protelna puede realizarse mediante el
ensayo de Folin Lowry basada en la absorcién de 280 nm [1.4 (OD280) =

inmunoglobulina 1 mg/ml].

(3) Preparaciébn de anticuerpo de oculospanina anti-humang

humanizada

La inmunoglobulina G (de aqui en adelante simplemente
mencionada como “IgG®) consiste en dos cadenas de polipéptido ligeras (de
aqul en adelante mencionadas como “cadenas ligeras™) cada una con un peso
molecular de alrededor de 23,000 y dos cadenas pesadas (de aqul en
adelante mencionadas como “cadenas pesadas”) cada una con un peso
molecular de alrededor de 50,000. Cada una de las cadenas pesadas y
cadenas ligeras tiene una estructura de repeticién, en donde la secuencia de
aminoécido formada de aproximadaments 110 residuos se conserva, esto
constituye una unidad basica (de aqul en adelante mencionada como un
“dominio”) de la estructura tridimensional de IgG. La cadena pesada y la
cadena ligera constituyen 4 y 2 dominios continuos independientss,

respectivamente. Tanto en |la cadena pesada como en la cadena ligera, la
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llena con el fluido de ascito, el fluido de ascito se toma. En virtud de este
método, el anticuerpo monoclonal puede obtenerse a una concentracién de
100 veces superior a la del medio del cultivo.

Un anticuerpo monoclonal obtenido en el método antes
mencionado puede purificarse mediante los métodos descritos en, por
ejemplo, Weir, D.M.: Handbook of Experimental Immnology Vol. I, II, I,
Blackwell Scientific Publications, Oxford (1978). Para explicar mas
especificamente, los ejemplos de dichos métodos incluyen métodos de
precipitacion de sulfato de amonio, métodos de gel-filtracion, métodos
cromatogrificos de intercambio idnico, y métodos cromatogrificos por
afinidad. De estos, el método de precipitacién de sulfato de amonio, si se
repite 3 a 4 vaces, preferiblemente 3 a 6 veces, purifica exitosamente el
anticuerpo monoclonal. Sin embargo, en este método, la producciéon del
anticuerpo monoclonal purificado es extremadamente bajo. Por io tanto, el
anticuerpo monoclonal se purifica de manera cruda al realizar el método de
precipitacién de sulfato de amonio una o dos veces y posteriormente se
somete a por lo menos un método, y preferiblemente dos métodos,
seleccionados de la filtracién por gel, cromatogréifia de intercambio i6nico, y
cromatogréfia por afinidad y similares. De esta manera, el anticuerpo
menoclonal altamente purificado puede obtenerse en un alto rendimiento. El
método de precipitacion de sulfato de amonio puede realizarse en la siguiente

combinacién y en el siguiente orden:
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variacion en el dominio amino terminal entre diferentes anticuerpos es mayor
a la variacion en los otros dominios. Este dominio se llama un dominio variable
(de aqul en adelante mencionado como un “dominio V). En la amino terminal
de IgG, los dominios V de la cadena pesada y la cadena ligera se relacionan
complementariamente para formar una regién variable. En contraste, los
dominios restantes constituyen un dominio constante. El dominio constante
tiene una secuencia intrinseca para cada especie animal. Por ejemplo, la
region constante de IgG de ratén difiere de la IgG de humano. Por lo tanto,
una igG de ratén se reconoce como una sustancia extrafia por el sistema
inmunolégico humano. Como resultado, una respuesta anticuerpo anti-ratén
de humano {de aqul en adelante mencionada como “HAMA") se cria (véase,
Schroff et al., Cancer res., 45, 879-85 (1985). Debido a esto, el anticuerpo de
ratbn no puede administrarse repetidamente a un sujeto humano. Para
administrar dicho anticuerpo a un humano, es necesario modificar las
moléculas del anticuerpo para que no provoquen la respuesta de HAMA
mientras mantienen la especificidad del anticuerpo.

De acuerdo con los resultados de cristalografia de rayos X, un
dominio tiene una estructura cilindrica longitudinal en donde dos capas de
hojas p antiparalelas cada una formada de 3 a 5 cadenas p se superponen.
En la regién variable, tres bucles se reinen para cada uno de los dominios V
de la cadena pesada y cadena ligera para formar un sitio de unién a antigeno.
Cada uno de los bucles se menciona como una regidon determinante de

complementariedad {de aqul en adelante mencionada como “CDR"), en donde
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la variacién en la secuencia de aminoacido es mas importante. Las porciones
diferentes a CDR de la regién variable generalmente juegan un papel para
soportar la estructura de CDR, y se llaman “estructuras” Kobat et al. recolectd
numerosas secuencias primarias de las regiones variables de cadenas
pesadas y cadenas ligeras. Con base en el grado de conservacién de las
secuencias, se clasifican en secuencias primarias individuales en CDR y la
estructura, y se elaboran de una lista de los mismos (véase SEQUENCES OF
IMMUNOLOGICAL INTEREST, 5™ edition, NIH publication, No. 91-3242, E.A.
Kabat ef al.). Ademas, las estructuras se clasifican en una pluralidad de
subgrupos con base en caracteristicas comunes de las secuencias de
aminoacido. Ademas, se ha encontrado que existe una estructura
comrespondiente entre un humano y un ratén.

De los estudios de las caracteristicas estructurales de IgG, un
método para preparar un anticuerpo humanizado se ha concebido como se
describe a continuacion.

Inicialments, un anticuerpo gquimérico se propuso en donde la
regién variable de un anticuerpo derivado de un ratén se conecta a una region
constante derivada de un humano (véase Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 81,
6851-6855, (1984)). Sin embargo, dicho anticuerpo quimérico adn contiene
muchos residuos aminodcidos de no humano. Por lo tanto, cuando el
anticuerpo quimérico se administra durante un largo periodo, una respuesta
de HAMA puede inducirse posiblemente (véase Begent et al., Br. J. Cancer,
62, 487, (1990)).

126
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Como un método para reducir ademas los residuos de
aminoacido derivados de una fuente de mamifero no humano, que
posiblemente provoca una respuesta de HAMA en humanos, un método para
integrar Gnicamente la porcién de CDR en un anticuerpo derivado de humano
se propuso (véase Nature, 321, 522-525, (1986)). Sin embargo, para
mantener la actividad de inmunoglobulina contra un antigeno, el transplante
de CDR solo fue generalmente insuficiente.

Chothia et al, encontrd lo siguiente con base en los datos
obtenidos mediante cristalografla de rayos X en 1987:

(i) en la secuencia de amino4cido de CDR, existe un sitio que se
une directamente a un antigeno y un sitio responsable de mantener la
estructura de CDR por sl mismo, y las estructuras tridimensionales de CDR
que pueden adoptarse se clasifican en una pluralidad de patrones tipicos
(estructuras candnicas); y

(i) las clases de estructuras candnicas se determinan no
solamente por la CDR, si no también por el tipo de aminoacido presente en un
sitio especifico de la porcion de marco (véase J. Mol. Biol., 196, 901-917,
(1987)).

Basandose en estos hallazgos, se sugiere que cuando el método
de transplante de CDR se empleé, los residuos de aminoacido de una parte
del marco se deben transplantar en un anticuerpo de humano ademas de la
secuencia de la CDR (véase la publicacién Naciona! Japonesa de la Solicitud

de Patente Intemacional No. 4-502408).

\7,?
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Generalmente, un anticuerpo derivado de mamfifero no humano
del cual la CDR sera transplantada se define como un “"donador®, mientras que
el anticuerpo de humano dentro del cual la CDR sera transplantada se define
como un “aceptor”. La presente invancion sigue estas definiciones.

Un punto que debe ser considerado para llevar a cabo el
transplante de la CDR es que la actividad de |a molécula de inmunoglobulina
se mantiene al conservar la estructura de la CDR tanto como sea posible.
Para lograr esto, se debe poner atencion a los siguientes dos puntos:

(i) el subgrupo de anticuerpos de los cuales se selecciona el
aceptor; y

(i) que residuo de aminoécidos se selecciona del marco del
donador.

Queen et al. propone un método de disefio para el transplante de
un residuo de aminoacido en un acepfor junto con la secuencia de la CDR
cuando el residuo de aminoécido del marco del donador corresponde a por lo
menos una de las siguientes referencias (véase Publicacibn Nacional
Japonesa de Solicitud de Patente internacional No. 4-502408).

(a) el aminoécido raramente esta presente en la posicion dentro
del marco de un aceptor, mientras que el aminoacido commespondiente de un
donador normaimente esta presente en la posicién equivalente;

(b) el aminoacido esta presente cerca de una de las CDR; y

(c) se predice que el aminoécido tiene un atomo de cadena

lateral dentro de cerca de 3 angstroms desde la CDR en su modelo de

129
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inmunoglobulina tridimensional y que el atomo principal lateral puede
interactuar con un antigeno o la CDR de un anticuerpo humanizado.

El ADN que codifica para una cadena pesada o cadena ligera del
anticuerpo monoclonal de oculospanina humana de la presente invencién se
puede obtener al preparar ARNm de una célula hibridoma que produce el
anticuerpo nomoclonal de oculospanina antihumana, convirtiendo el ARNm en
ADNCc usando transcriptasa inversa, y aislando cada ADN que codifica para la
cadena pesada o cadena ligera del anticuerpo.

En la extraccion del ARNm, el método tiocianato de guanidina-
fenal caliente, y el método tiocianato de guanidina-clorhidrato de guanidina se
pueden emplear; sin embargo, el método tiocianato de guanidina-cloruro de
cesio también es adecuado. La preparacidn de ARNm de un célula se realiza
primero preparando el ARN total y purificando el ARNm usando un portador
de purificacién del ARN poli(a)* tal como perlas de oligo (dT)-celulosa u oligo
(dTHatex o directamente purificando el ARNm de un lisado celular a través
del uso del portador. Para la preparacién de ARN total, se puede hacer uso
del método de centrifugacién de densidad-gradiente de sacarosa [véase
Dougherty, W. G. y Hiebert, E. (1980) Virology 101, 466-474], el método
tiocianato de guanidina-fenol, el método tiocianato de guadinina-irifluoro de
cesio, y el método SDS fenol y similares; sin embargo el método que usa
tiocianato de guanidina y cloururo de cesio también es adecuado [véase

Chirgwin, J. M., et al. (1979) Biochemistry 18, 5294-5299].
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Después de que se ha sintetizado el ADNc de cadena sencilla a
fravés de una reaccidn de transcriptasa inversa usando ARN poli(a)* que se
obtiene como anteriormente se menciond como un templado, el ADNc de
doble cadena se puede sintetizar a partir del ADNc de cadena sencilla. Este
método puede ser el método de nucleasa S1 [véase Efstratiadis, A., et al.
(1976) Cell, 7, 279-288], el método Gubler/Hoffmann [véase Gluber, U. y
Hoffman, B. J. (1983) Gene 25, 263-269], el método Okayama/Berg [véase
Okayama, H. y Berg, P.(1982) Mol. Cell. Biol. 2, 161-170] u otros; sin
embargo, el método que se usa en [a presente invencién de manera adecuada
es el método llamado RT-PCR en donde una reaccién de cadena de
polimerasa (en adelante referida como "PCR") [véase Saiki, R, K., e/ al. {1988)
Science 239, 487-49] se realiza usando un ADNc de cadena sencilla como un
templado.

El ADNc de doble cadena obtenido de esta manera se integra en
un vector de clonacién para obtener un vector recombinante, que entonces es
introducido en un microorganismo, tal como Escherichia coli, para formar un
transformante. El transformante se puede seleccionar al usar resistencia de
tetraciclina o resistencia de ampicilina como un marcador. Escherichia coli se
puede transformar a través del método Hanahan [véase Hanahan, D. (1983) J.
Mol. Biol. 166, 557-580], mas especificamente, al preparar una célula
competente en presencia de cloruro de calcio, cloruro de magnesio o cloruro
de rubidio, y agregar el vector de ADN recombinante a la célula competente.

Obsérvese que cuando se usa un plasmido como un vector, el plasmido debe



10

15

20

64

tener cualquiera de los genes de resistencia al farmaco mencionados
anteriormente. Estd de méas decir que, un vector de clonacion diferente a un
plasmido, tal como un fago del grupo lamda, se puede usar.

Como un método de seleccién de una cepa que tiene un ADNc,
que codifica para cada una de las subunidades de un anticuerpo monoclonal
de oculospanina antihumana deseado de la cepa transformante obtenida
anteriormente, cualquiera de los métodos descritos posteriormente se puede
emplear. Cuando un ADNc deseado es amplificado especificamente por el

método RT-PCR, tal operacién del método se puede saitar.

(a) Método de uso de una reaccidén de cadena de polimerasa

Cuando la secuencia de aminoacidos de una protelna deseada
ha sido aclarada en su totalidad o en parte, los iniciadores de oligonucleétido
de una cadena sentido y una cadena antisentido oérrespondientes a una parte
de la secuencia de aminoacidos, son sintetizados. Entonces, la reaccién de
cadena de polimerasa [Saiki, R. K., ef a/. (1988) Science 239, 487-49] se
realiza al usar estos iniciadores en combinacién para amplificar un fragmento
de ADN que codifica para subunidades de cadena pesada y de cadena ligera
de un anticuerpo de oculospanina antihumana deseado. Como el ADN
templado usado en la presente, se puede hacer uso de ADNc sintetizado a
partir de ARNm de un hibridoma que produce el anticuerpo monoclonal de

oculospanina antihumana a través de una reaccion de transcriptasa inversa.
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El fragmento de ADN preparado de esta manera se puede
integrar directamente en un vector de plasmido mediante el uso de un equipo
comercialmente disponible, etc. Altemativamente, se puede usar el fragmento
de ADN para seleccioriar un clon deseado a través del marcado del fragmento
con 3P, 353, o biotina, y la realizacién de la hibridizacién de la colonia o
hibridizacién de placa usando esto como una sonda.

Por ejemplo, un método para examinar una secuencia de
aminoacidos parcial de cada subunidad del anticuerpo monoclonal de
oculospanina antihumana de Ia presente invencién preferiblemente se realiza
a través del aislamiento de cada subunidad mediante el uso de un método
conocido tal como electroféresis o cromatografla de columna y después el
andlisis de la secuencia de aminodcidos N-terminal de cada subunidad
usando un secuenciador de proteina automético (por ejemplo, PPSQ-10,
fabricada por Shimadzu Corporation).

Un método para aislar el ADNc que codifica para cada subunidad
de la proteina de anticuerpo monoclonal de oculospanina antihumana del
transformante deseado obtenido como anteriormente se menciond, se realiza
de acuerdo con un método conocido [véase Maniatis, T., et al., (1982) en
“Molecular Cloning A Laboratory Manual™ Cold Spring Harbor Laboratory, NY ],
y mas especificamente, se puede realizar a través de separar fracciones que
corresponden al ADN vector a partir de una célula y cortar una region de ADN
que codifica para una subunidad deseada desde el ADN vector (ADN

plasmido).

!

oL



10

15

20

(b) Método de clasificacién usando una sonda de oligonucledétido
sintetizado

Cuando la total_idad o parte de la secuencia de aminoacidos de
una protelna deseada es aclarada (cualquier secuencia es tomada a partir de
cualquier regién de la protelna deseada mientras sea una secuencia
espocifica que tenga una pluralidad de aminoacidos contiguos), un
oligonucleétido es sintetizado (en este caso, se puede hacer uso de cualquier
secuencia de nucledtidos que se supone se basa en el grado de fracuencia de
los codones en uso o una pluralidad de secuencias de nucledtidos de
secuencia de nucledtidos concebibles en combinacién; en este aitimo caso, el
nimero de tipos de secuencias de nucledtidos se puede reducir por inosina de
integracién) para que comresponda a la secuencia de aminoacidos, usada
como una sonda (marcada con P, 35 o biotina); hibridizada con un filtro de
nitrocelulosa sobre el cual el ADN de una cepa transformante se desnaturaliza
e inmoviliza, y después la cepa positiva obtenida es aislada.

La secuencia del ADN obtenida de esta manera se puede
determinar por el método de madificacion quimica Maxam — Gilbert [véase
Maxam, A. M. y Gilbert, W. (1980) en "Methods in Enzymology® 65, 499-576] y
el método de terminacion de cadena de dideoxinucleétido [Messing, J y Vieira,
J. (1982) Gene 19, 269-276].

Recientemente, un sistema de determinacién de secuencia de

base automatica usando un colorante fluorescente se ha usado ampliamente

;3’5
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(por ejemplo, robots de secuencia "“CATALYST 800" y secuenciador de ADN
modelo 373 etc. fabricado por PerkinElmer ..lapan Co., Ltd.).

Usando tal sistema también hace posible la determinacién de
manera eficiente y segura de una secuencia de nucleétidos del ADN. Con
base en los datos de la presente invencién de esta manera determinadas
incluyendo la secuencia de nucléotidos de ADN y las secuencias de
aminoécidos N-terminal de la cadena pesada y la cadena ligera, es posible
determinar la secuencia de aminoacidos en su totalidad de la cadena pesada
y la cadena ligera del anticuerpo monocional de la presente invencion.

La cadena pesada y la cadena ligera de la inmunoglobulina cada
una constituyen una regién variable y una regién constante. La regién variable
constituye también regiones determinantes de complementariedad (en
adelante referida como "CDR", existen 3 sitios en cada una de la cadena
pesada y la cadena ligera) y regiones de marco adyacentes a estas CDR (4
sitios en cada una de la cadena pesada y cadena ligera).

La secuencia de aminoacidos de la regién constante es comdn a
los anticuerpos que pertenacen a la misma clase de inmunoglobulina sin
considerar el tipo de antigeno. En la region variable, la secuencia de
aminoécidos de una CDR es intrinseca a cada anticuerpo. Sin embargo, de
acuerdo a un estudio que compara la secuencia de aminoacidos de
numerosos anticuerpos, se sabe que la posicién de la CDR vy la longitud de
una secuencia de marco son similares entre las subunidades de diferentes

anticuerpos mientras pertenezcan al mismo subgrupo [véase Kabat, E. A., ef

13Y



10

15

20

al. (1991) en “Sequence of Proteins of Immunological Interest Vol. II*: U.S.
Department of Health and Human Services]. Por lo tanto, es posible
determinar la posicién de las CDR y regiones de marco y ademés la region
constante en cada secuencia de aminoacidos, al comparar las secuencias de
aminoacidos de la cadena pesada y la cadena ligera del anticuerpo
monoclonal de oculospanina antihumana de la presente invencién con los
datos de la secuencia de aminoacidos conocidos. Observe que la longitud de
la cadena de FRH4, es decir, la regidén de marco localizada en el lado proximal
al N terminal, a veces es mas corta que longitud general de 30 aminoéacidos.
En algunos casos, la regidon de marco es conacida por tener un minimo de 18
aminodacidos [véase Kabat et al. citado anteriormente]. A partir de esto, en el
anticuerpo de la presente invencién, la longitud de la cadena de Ia'regién de
marco en N terminal de la cadena pesada se establece en 18 a 30
aminoacidos, preferiblemente 30 aminoéacidos, mientras la funcion del
anticuerpo de oculospanina antihumana no se dafie.

En resumen, sélo a través de modificacion de manera artificial de
un péptido que tiene la misma secuencia de aminoacidos como cada una de
las CDR de las cadenas ligeras o cadenas pesadas o una secuencia de
aminoacidos parcial contigua de las mismas, como se determind
anteriormente, con lo cual se aproxima la estructura a la estructura terciaria de
la CDR tomada realmente desde dentro de la molécula de anticuerpo de
oculospanina antihumana, una actividad de unién capaz de unirse a la

oculospanina humana se puede impartir a la CDR [véase, por sjemplo, USP
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No. 5331573]. Por tanto, un péptido que contiene la misma secuencia de
aminodcidos como aquella de una CDR o una secuencia de aminoacidos
parcial de la misma también se incluye siendo una molécula de la presente
invencion.

Una secuencia de aminoacidos modificada se puede preparar al
suprimir por lo menos uno o mas aminoacidos de su secuencia de
aminoécidos original de acuerdo con la mutagénesis de cartucho [véase
Toshimitu Kishimoto, “New Biochemical Experimental Lecture 2, Nucleic acid
(li, Recombinant DNA tachnique”, p 242-251].

Varios tipos de secuencias ADN se pueden producir de acuerdo
con un método habitual para la sintesis de manera quimica de un Acido
nucleico, por ejemplo, el método triéster fosfito [véase Hunkapiller, M., et al.
(1984) Nature 310, 105-111]. Observe que los codones que corresponden a
un aminoacido deseado ya son conocidos per se. Cualquier codén puede ser
seleccionado. Altemativamente, el codén que sera usado se puede determinar
de acuerdo con un método habitual considerando la frecuencia con la cual se
usan los codones por la célula hospedero. La modificacion parcial de las
secuencias de nucledtidos de codones, se puede realizar de acuerdo con un
método habitual, mas especificamentes, de acuerdo con un método de
mutagénesis especifica del sitio [véase Mark, D.F., et al. (1984) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 81, 5662-5666] usando un iniciador oligonucleétido sintético

que codifica una modificacion deseada.
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Ademéas, es posible verificar si un cierto tipo de ADN puede
hibridizar con un ADN que codifica para una cadena pesada o una cadena
ligera de un anticuerpo monoclonal de oculospanina antihumana de la
presente invencion al someter el ADN al siguiente experimento realizado
usando un ADN de sonda marcado con [«-*?P]dCTP, de acuerdo con el
método de iniciador aleatorio [véase Feinberg, A.P. y Vogelstein, B. (1983)
Anal. Biochem. 132, 6-13] o0 el método de traduccion nick [véase Maniatis, T.,
ef al. (1982) en "Molecular Cloning A laboratory Manual® Cold Spring Harbor
Laboratory, NY.].

Para explicar mas especificamente, el ADN tiene que ser
revisado si es adsorbido sobre, por ejemplo, una membrana de nitrocelulosa o
nylon. Después de ser desnaturalizada con alcali, si es necesario, la
membrana se calienta o iradia con UV, inmovilizando de esta manera el ADN
sobre la membrana. La membrana es humedecida con una soluciéon de pre-
hibridizacién que contiene 6X SSC (1X SSC contiene cloruro de sodio 0.15 M,
solucién de citrato trisédico 0.015) y solucibn de Denhardt al 5%, y
dodecilsulfato de sodio al 0.1% (SDS), y se mantiene a 55°C durante 4 horas
o0 mas. Posteriormente, la sonda preparada en avance se afiade a la solucién
de pre-hibridizacién para tener una actividad especifica final de 1 x 10° cpm/m
y la temperatura se mantiene a 60°C durante la noche. Después, la membrana
es lavada con 6X SSC a temperatura ambiente durante 5 minutos varias
veces, se lava adicionalmente con 2X SSC durante 20 minutos y se somete a

una auto-radiografia.
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Usando los métodos anteriormente mencionados, el ADN que
hibridiza con el ADN que codifica una cadena pesada o una cadena ligera del
anticuerpo de oculospanina antihumana humanizado de la presente invencion
se puede aislar a partir de una genoteca de ADNc aleatoria 0 una genoteca
genémica [véase Maniatis, T., et al. (1982) en “Molecular Cloning A Laboratory
Manual® Cold Spring Harbor Laboratory, N.Y.].

Cada una de las secuencias de ADN obtenidas de la manera
mencionada anteriormente se puede integrar en un vector de expresion, que
entonces se puede introducir en una célula hospedera procariética o célula
eucaridtica. De esta manera, el gen {que tiene el ADN) se puede expresar en
la célula hospedera. El método de expresién es el mismo que el método
descrito en la seccidn “5. La preparacién de un anticuerpo de oculospanina
antihumana®, péarrafo “(1) preparacion de antigeno® que se expone
posteriormente.

Una fraccidn que contiene una proteina de anticuerpo de
oculospanina antihumana producida dentro o fuera de la célula transformante
se puede tratar a través de varios procedimientos de aislamiento de proteina
conocidos basados en el uso de propiedades flsicas y/o quimicas para aislar y
purificar la protelna. Ejemplos de estos métodos incluyen el tratamiento con
un agente de precipitacion de proteina generalmente usado, ultra-filtracion,
cromatografia, tal como cromatografia con tamiz molecular (filtracién de gel),

cromatografia de adsorcién, cromatografla de intercambio ibnico, y
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cromatografia de afinidad, o cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC),
dialisis y combinaciones de ios mismos.

Para humanizar el anticuerpoc monoclonal de oculospanina
antihumana, la secuencia de aminoacidos de una region variable debe
disefiarse de tal manera que toda la secuencia de CDR y una secuencia de
aminoécidos parcial de la secuencia FR determinada se transplanten en un
marco de anticuerpo de humano, como sigue:

Convencionalmente, en el disefioc de un anticuerpo humanizado,
un subgrupo aceptor es seleccionado basado en las siguientes lineas de gulia.

a) la combinacién natural de una cadena pesada y una cadena
ligera de un anticuerpo de humano conocido que tiene una secuencia de
aminoacidos de origen natural se usa como tal;

b) aunque la combinacién de una cadena pesada y una cadena
ligera como un subgrupo se mantiene; la cadena pesada y la cadena ligera se
pueden derivar de anticuerpos de humano diferentes. La cadena pesada y la
cadena ligera que se usaran se pueden seleccionar a partir de secuencias de
aminoécidos con alta identidad con aquellas de la cadena pesada y la cadena
ligera de los donadores, respectivamente, y las secuencias consenso. En la
presente invencion, las lineas de guia anteriormente mencionadas se pueden
emplear. Sin embargo, existen métodos alternos como siguen:

c) sin considerar la combinacién del subgrupo, se puede emplear
un método para la seleccion de FR de la cadena pesada y la cadena ligera

con alta identidad con aquellas de un donador de la genoteca de secuencias
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primarias de un anticuerpo humano. En estos métodos de seleccién, el grado
de identidad de los aminoacidos de la regibn FR entre un donador y un
aceptor se puede establecer a 70% o méas. Al emplear tal método, es posible
reducir el namero de residuos de aminoacidos de un anticuerpo que seran
transplantados a partir de un donador, induciendo de esta manera menos
respuesta HAMA.

Existe una operacién (en adelante referida como “modelado
molecular®) para predecir la estructura terciaria de una molécula de anticuerpo
a partir de su secuencia primaria; sin embargo, la exactitud de prediccion de
esta operacién es limitada. Por lo tanto, el papel de un residuo de aminoacido
que solamente aparece raramente en el subgrupo al cual el donador
pertenece no puede ser suficientemente especificado. Generalmente es diflcil
determinar cual residuo de aminoacido de un donador o un aceptor se debe
seleccionar para tal posicién del residuo de aminoacido de acuerdo con el
método descrito anteriormente por Queen y los co-trabajadores. Sin embargo,
de acuerdo con el método de seleccion (c), es posible reducir la frecuencia
con la cual tal determinacién se debe realizar.

Los inventores de la presente han incrementado ademas tales
métodos de humanizacién al proveer un método novedoso de identificacién de
un aminoéacido derivado del FR de un donador e importante para mantener la
estructura y funcién de una CDR del donador.

Después de que una molécula aceptor de humano para cada

una de la cadena ligera y cadena pesada se selecciona, el residuo de

1y 0
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aminodécido que sera transferido desde el FR de un donador es seleccionado
por el método mencionado posteriormente.

En las secuencias de aminoacidos del donador y el aceptor,
cuando los residuos de aminoacidos comespondientes de sus FR difieren
entre sl, se debe determinar que residuo de aminoacido debe ser
seleccionado. Cuando se realiza tal seleccién, se debe tomar cuidado de
manera que no se dafie la estructura terciaria de la CDR derivada del
donador.

Queen 6t al. ha propuesto, en [a Publicacidon Nacional Japonesa
de la Salicitud de Patente intemacional No. 4-502408, un meétodo para el
transplante de un residuo de aminodécido en el FR en un aceptor junto con una
secuencia de la CDR, si esto satisface por lo menos una de las siguientes

condiciones.

1) El aminoacido esta raramente presente en la posicién dentro’

de una region FR de humano de un aceptor, mientras que el aminoacido
correspondiente de un donador estd normalmente presente en la posicion
equivalente;

2) el aminoacido es localizado extremadamente cerca a una de
las CDR;

3) se predice que el aminoacido tiene un atomo de la cadena
lateral dentro de cerca de 3 angstroms de la COR en su modelo de
inmunoglobulina tridimensional y el dtomo de la cadena lateral puede

interactuar con un antigeno o la CDR de un anticuerpo humanizado.
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En lo anterior, un residuo que satisface el requerimiento 2)
anterior a veces exhibe la propiedad del requerimiento 3). Por lo tanto, en la
presente invencién, el requerimiento 2) se omite y dos requerimientos se
establecen nuevamente. Mas especificamente, en la presente invencién, si el
residuo de aminoécido en el FR del donador que sera transferido junto con la
CDR satisface lo siguiente:

a) el aminoacido estad raramente presente en la posicidn dentro
de una regién FR de un aceptor, mientras que el aminoacido correspondiente
de un donador estd normalmente prasente en la posiciéon equivalente;

b) en el modelo de estructura terciaria, el aminoacido
presumiblemente interactda con un dtomo de aminoacido constituyente de la
CDR y un antigeno o el bucle de la CDR que sera transplantado;

c) la posicion mencionada anteriormente es aquella de un
residuo de determinacién de tipo canénica; o

d) la posicién es aquella que forma una superficie de contacto
entre una cadena pesada y una cadena ligera, entonces el residuo de
amino4cido es transplantado desde el FR del donador.

En el requerimiento a), de acuerdo con la lista Kabat mencionada
anteriormente, un aminoéacido encontrado en una frecuencia de 90% o mas en
una posicién en la misma subclase del anticuerpo que se define como
"normalmente presente”, mientras que un aminoécido encontrado en una

frecuencia de menos de 10% se define como “raramente presente”.

25



10

15

20

76

En el requerimiento c), ya sea que se presente o no "la posicién
mencionada anteriormente es un residuo de determinacién de la clase
candnica®, la determinacién se puede realizar solamente de acuerdo con la
lista Chothia mencionada anteriormente.

Los requerimientos b) y d), el modelado molecular de la regién
variable del anticuerpo se debe realizar en avance. Como el software para el
modelado molecular, cualquier software disponible comercialmente se puede
usar; sin embargo, preferiblemente AbM (fabricado por Oxford Molecular
Limited Company) se usa.

La exactitud de prediccion mediante el modelado molecular es
de alguna manera limitada. Por lo tanto, en la presente invencién, al
considerar datos cristalograficos de rayos X para las regiones variables de
diversos anticuerpos, la veracidad de la estructura predicha por el modelado
molecular se puede evaluar dos etapas.

En la estructura terciaria de la region variable construida por el
software de modelado molecular, tal como AbM, si la distancia entre los dos
atomos es mas corta que un valor de la suma del radio van der Waals de dos
adtomos mas 0.5 angstroms, las dos moléculas se asume que se encuentran
en contacto de van der Waals. Por otra parte, si la distancia entre los atomos
tienen polaridad, tal como el nitrégeno de amida u oxigeno de carbonilo, de
las cadenas principal y lateral, es mas corta que una distancia de una
distancia de unién de hidrégeno promedio, 2.9 angstroms mas 0.5 angstroms,

se asume que la unién de hidrdgeno puede existir entre los 4tomos. Ademas,
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si la distancia entre los 4tomos cargados opuestamente es mas corta que una
distancia de 2.85 angstroms mas 0.5 angstroms, se asume que un enlace
ibnico se forma entre los dtomos.

Por otra parte, de los resultados experimentales cristalograficos
de rayos X para varias regiones de varios anticuerpos, como la posicién en el
FR a donde el contacto con la CDR se puede encontrar con una alta
frecuencia sin considerar el subgrupo, las siguientes posiciones se pueden
especificar: en la cadena ligera, las posiciones 1, 2, 3, 4, 5, 23, 35, 36, 46, 48,
49, 58, 69, 71, y 88%, y en la cadena pesada, las posiciones 2, 4, 27, 28, 29,
30, 36, 38, 46, 47, 48, 49, 66, 67, 89, 71, 73, 78, 92, 93, 94, y 103° (todos los
nimeros representan nimeros de aminoéacidos definidos en los documentos
descritos por Kabat ef a/. La misma definicién se aplicard posteriormente).
Cuando el mismo estandar como aquel del modelado molecular se aplica, los
residuos de aminoécido de estas posiciones se confiman que estan en
contacto con los residuos de aminoacido de la CDR en la posicién 2/3 de la
regién variable conocida del anticuerpo. Con base en los hallazgos, la frase:
"b) en el modelo estructural terciario, el aminoéacido presumiblemente
interactlia con un 4tomo de aminoacido constituyente de la CDR y el antigeno
o el bucle de la CDR que sera transplantado” significa lo siguiente.

En el modelado molecular, si una posicién en el FR que se
espera esté en contacto con la CDR coincide con cualquiera de las posiciones
en las cuales el contacto entre el FR y la CDR se refiere que se presenta

frecuentemente de acuerdo a la deteccibn experimental a través de
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cristalografla de rayos X, la seleccion del residuo de aminoacido del donador
se prefiere. En otros casos, el requerimiento b) no se toma en consideracion.

La frase: "d) la posicidn es aquella que forma una superficie de
contacto entre la cadena pesada y la cadena ligera™ significa el siguiente
requerimiento. A partir de los resultados experimentales cristalogréficos de
rayos X para las regiones variables de diversos anticuerpos, se confirma que
el contacto de la cadena pesada-cadena ligera frecuentemente se observa en
Io_s residuos de aminoacido 36, 38,43, 44, 46, 49, 87, 98° en la cadena ligera y
en los residuos de aminoacido 37, 39, 45, 47, 91, 103 y 104° en la cadena
pesada. En los casos donde ia posibilidad de contacto de la cadena pesada-
cadena ligera se previene en el madelado molecular y la posicion de contacto
coincida con cualquiera de las posiciones mencionadas anteriormente, el
transplante del residuo de aminoacido del donar preferiblemente se realiza. En
otros casos, el requerimiento d) no se toma en consideracion.

El ADN que codifica regiones variables de la cadena pesada y la
cadena ligera de un anticuerpo de oculospanina antihumana humanizado de
la presente invencidon se puede producir a través de los métodos descritos
posteriormente.

Por ejemplo, una pluralidad de fragmentos de polinucleétidos
que comprenden una secuencia de nucleétidos parcial del ADN, de 60 a 70
nucledtidos de longitud, son sintetizados quimicamente altemativamente a
partir de las cadenas sentido y antisentido. Después, los fragmentos de

polinucledtidos individuales son apareados y ligados usando ADN ligasa. De
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esta forma, es posible obtener un ADN que tiene un ADN que codifica
regiones variables de la cadena pesada y la cadena ligera de un anticuerpo de
oculospanina antihumana deshumanizado deseado.

En otro método, el ADN que codifica para la secuencia de
aminoécidos total de la regién variable de un aceptor se extrae de linfocitos
, 6l reemplazo de los nucleédtidos se realiza en la regién que codifica una CDR
a través de un método conocido por aquellos con la experiencia en la técnica
para introducir una secuencia de escision de enzima de restricciobn. Después
de realizar ia escision en la regibn con i(a enzima de restriccion
correspondiente, la secuencia de nucledtidos que codifica para una CDR del
donador se sintetiza y liga usando ADN ligasa. De esta manera, es posible
obtener el ADN que codifica para regiones variables de la cadena pesada y la
cadena ligera de un anticuerpo de oculospanina antihumana humanizado
deseado.

Ademas, en la presente invencién, es posible obtener el ADN
que comprende ADN que codifica para regiones variables de la cadena
pesada y la cadena ligera de un anticuerpo de oculospanina antihumana
humanizado deseado, preferiblemente de acuerdo con el método PCR de
extension de sobreposicion (Horton et al., Gene, 77, 61-68, (1989)) descrito
posteriormente.

Para explicar mas especificamente, dos secuencias de ADN
diferentes, que codifican dos secuencias de aminoacidos diferentes,

respectivamente y que se desea se liguen entre si, se designan como (A) y
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(B), esto se realiza por conveniencia. Un iniciador sentido de 20 a 40
nucledtidos (en adelante referido como un “iniciador (C)") que sera apareado
al lado 5' de la secuencia de ADN (A) y un iniciador antisentido de 20 a 40
nucledtidos (en adelante referido como un “iniciador (D)") que sera apareado
al lado 3' de la secuencia de ADN (B), son quimicamente sintetizados.
Ademas, un iniciador sentido del tipo quimérico (en adelante referido como
“iniciador “(E)") se forma a través del ligado de una secuencia de nucleétidos
de 20 a 30 nucledtidos al lado 3' de la secuencia de ADN (A) y una secuencia
de nucledtidos de 20 a 30 nucleétidos se liga al lado 5’ de la secuencia del
ADN (B). Un iniciador antisentido (en adelante referido como “iniciador (F)")
complementario al iniciador (E) es sintetizado. Cuando una PCR se realiza
usando un ADN de vector apropiado que contiene ADN (A) como un
substrato, el iniciador sentido (C) y el iniciador antisentido de tipo quimérico
(F), el ADN en donde los 20 a 30 nucledtidos del extremo 5’ de ADN (B) se
une al extremo 3' del ADN (A), se puede obtener (el ADN formado
nuevamente es designado como ADN (G)). Similarmente, cuando una PCR se
realiza usando ADN de vector apropiado que contiene ADN (B) como un
substrato, el iniciador antisentido (D) y el iniciador sentido del tipo quimérico
(E), el ADN en donde 20 a 30 nucleétidos del extremo 3' de ADN (A) se une al
extremo 5' del ADN (B), se puede obtener (el ADN formado nuevamente se
designa como ADN (H)). En el ADNs (G) y (H), de 40 a 60 nucleétidos en el
lado 3' del ADN (G) forman una secuencia complementaria con aquella

formada por 40 a 60 nucledtidos del lado 5’ del ADN (H). El ADN amplificado

ks
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(G) y (H) se mezcla y somete a PCR, el ADN (G) y (H) se forma en una
cadena sencilla en una primera reacciébn de desnaturalizaciébn. Aunque la
mayoria de las cadenas de ADN vuelven a sus estados originales después de
una reaccién de apareamiento, una parte del ADN se forma en un ADN de
doble heterocadena mediante el apareamiento de la regidbn de secuencia de
nucleétido complementaria. Una parte de cadena sencilla que sobresale es
llenada a través de una reaccién de extension posterior para obtener un ADN
tipo quimérico (en adelante referido como ADN (l)) formado de ADN (A) y ADN
(B) ligados entre sl. El ADN (l) se puede amplificar al realizar PCR usando
ADN (I) como un substrato, el iniciador sentido (C) y el iniciador antisentido
(D). En la presente invencién, el ADN que codifica para una regién de COR de
una cadena pesada y una cadena ligera de un anticuerpc monocional de_ raton
de oculospanina antihumana, el ADN que codifica para una regién FR de
inmunoglobulina de humano IgG, ademas el ADN que codifica para una sefial
de secrecion de inmunoglobulina de humano IgG se puede usar como un ADN
(A) vy (B), en una base caso por caso, y sometido a la reaccién de ligacién
mencionada anteriormente.

Observar que los codones comespondientes a un aminoécido
deseado se conocen per se y se pueden seleccionar de manera arbitraria.
Mas especlificamente, los codones se pueden determinar de acuerdo con un
método habitual considerando la frecuencia con la cual se usa el codén por un
hospedero. Una parte de la secuencia de nucledtidos de los codones se

puede modificar de acuerdo con un método habitual tal como mutagénesis
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especifica del sitio (véase Mark, D.F., et al. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
81, 5662-5666) usando un iniciador de oligonucledtidos sintético que codifica
una modificacion deseada. Por lo tanto, si cada inicilador se disefia para
introducir una mutacién puntual y después se sintetiza quimicamente, es
posible obtener ADN que codifica para regiones variables de una cadena
pesada y una cadena ligera de un anticuerpo de oculospanina antihumana
deseado.

Al integrar cada uno de los ADN de la presente invencion
obtenidos de esta manera en un vector de expresién, una célula hospedera
procaridtica o eucaridtica se puede transformar. Ademas, al introducir un
promotor apropiado y una secuencia relacionada con la expresion fenotipica
de estos vectores, cada gen se puede expresar en la célula hospedera
comrespondients.

En virtud del método mencionado anteriormente, un anticuerpo
de oculospanina antihumana recombinante se puede fabricar facilmente con

alta pureza y con un alto rendimiento.

(4) Preparacion de anticuerpo de humano completo oculospanina

antihumana

El anticuerpo de humano completo se refiere a un anticuerpo de
humano que tiene solamente la secuencia génica de un anticuerpo derivado
de un cromosoma de humano. El anticuerpo de humano completo de

oculospanina antihumana se puede obtener a través de un método usando un



10

15

20

83

ratbn que produce anticuerpo de humano que tiene un fragmento de
cromosoma de humano que contiene los genes para una cadena pesada Yy
una cadena ligera de un anticuerpo de humano [véase Tomizuka, K. et al.,
Nature Genetics, 16, p. 133-143, 1997; Kuroiwa, Y. et al., Nuc. Acids Res., 26,
p.3447-3448, 1998; Yoshida, H. et al., Animal Cell Technology:Basic and
Applied Aspects vol. 10, p.69-73 (Kitagawa, Y., Matuda, T. y lijjima, S. eds.),
Kluwer Academic Publishers, 1999; Tomizuka, K. et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 97, 722-727, 2000, etc.] o se puede obtener a través de un método para
obtener un anticuerpo de humano derivado de un despliegue de fago
seleccionado de una genoteca de anticuerpo de humano [Véase Wormstone,
I. M. of al., Investigative Ophthalmology & Visual Science. 43(7), p.2301-8,
2002; Carmen, S. ot al., Briefings in Functional Genomics and Proteomics, 1
(2), p. 189-203, 2002; Siriwardena, D. et al., Ophthalmology, 109(3), p.427-
431, 2002, etc.].

Como un método para confimar si se ha unido o no
especificamente el anticuerpo de oculospanina antihumana recombinante
preparado de esta manera a oculospanina humana, el método ELISA usado
en la evaluacién del titulador de anticuerpo de un ratdn inmunizado se emplea

de manera adecuada.

6. Composiciébn farmacéutica que contiene un anticuerpo de

oculospanina antihumana

Y,
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De los anticuerpos de oculospanina antihumana obtenidos a
través de un método descrito en la seccidbn “5. Preparacion de anticuerpo
oculospanina antihumano®, el anticuerpo que neutraliza la actividad biol6gica
de oculospanina de humano o un anticuerpo especificamente que dafia una
célula cancerosa que expresa oculospanina de humano se puede obtener.
Estos anticuerpos pueden inhibir la actividad biolégica de oculospanina de
humano en el cuerpo viviente, en otras palabras, la canceraciéon de una célula.
Por lo tanto, se pueden usar como un medicamento, en particular, como un
agente terapéutico para el cancer. La actividad de un anticuerpo de
oculospanina antihumana en la neutralizacion de actividad bioldgica de
oculospanina de humano in vitro se puede determinar a través de la
capacidad de inhibir la canceracién de una célula en donde se sobre-expresa
la oculospanina de humano. Para explicar més especificamente, la actividad
inhibidora se puede determinar mediante el cultivo de una cepa celular de
fibroblasto de raton, NIH3T3, que sobre-expresa la oculospanina de humano,
afiadiendo un anticuerpo de oculospanina antihumana al sistema de cultivo en
varias concentraciones. De esta manera, las actividades inhibidoras contra la
formacién del locus, formacidn de colonia y crecimiento esferoide se pueden
determinar. La actividad citotdxica de un anticuerpo de oculospanina
antihumana contra una célula cancerosa in vitro sé puede determinar a través
de actividad citotéxica dependiente del anticuerpo, citotoxicidad dependiente
del complemento o citotoxicidad medida por célula dependiente del

complemento exhibida por el anticuerpo de oculospanina antihumana contra
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una célula que sobre-expresa oculospanina de humano. Para ser mas
especifico, células 293T que sobre-expresan oculospanina de humano son
cultivadas; entonces, un anticuerpo de oculospanina antihumana se afiade en
diversas concentraciones al sistema de cultivo. Las células de bazo de ratén
ademas se afiaden al sistema de cultivo y se cultivan durante un tiempo
apropiado. Después, la relacion de induccién de muerte celular para las
células que sobre-expresan oculospanina de humano, se determina. El efecto
de un anticuerpo de oculospanina antihumana en el tratamiento del cancer se
puede determinar in vivo usando un animal experimental, mas
especificamente, a través de la administraciéon del anticuerpo de oculospanina
antihumana a un animal transgénico que sobre-expresa oculospanina de
humano y que determina un cambio en las células cancerosas.

Un anticuerpo obtenido de esta manera para la neutralizacién de
la actividad biolégica de oculospanina de humano o un anticuerpo
especlficamente que dafia células cancerosas que expresan oculospanina de
humano es (til como un medicamento, especialmente como una composicion
farmacéutica para su uso en el tratamiento de cancer o como un anticue}po
para su uso en el diagnéstico inmunolégico de tal enfermedad. Como el tipo
de cancer, el cancer de piel y melanoma, un tipo de cancer de piel, se puede
mencionar, pero los canceres que se pueden tratar o diagnosticar de acuerdo
con la invencién no se limitan a éstos ejemplos.

La presente invencién provee una composicién farmacéutica que

contiene un anticuerpo de oculospanina antihumana en una cantidad til para

IS¥
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el tratamiento, un diluyente farmacéuticamente aceptable, portador,
solubilizante, emulsionante, conservador y/o agente auxiliar.

Una sustancia que se wusa comoc una preparacion
farmacéuticamente aceptable en una composicién farmacéutica de acuerdo a
la presente invencién preferiblemente no es téxica para el paciente al cual se
administrard la composicibn famacéutica, en vista de la dosis y
concentracion.

Una composicion famacéutica de acuerdo a la presente
invencién puede contener substancias, adecuada para Ia inclusién en una
preparacién, que sean capaces de cambiar, mantener y estabilizar el pH,
presidn osmotica, viscosidad, transparencia, condicidén isoténica, condicién
aséptica, estabilidad, solubilidad, proporcién de liberacién, proporcién de
absorcion y permeabilidad. Ejemplos de tales substancias para la inclusion en
una preparacién incluyen, pero no se limitan a, aminoacidos tales como
glicina, alanina, glutamina, asparagina, arginina, y lisina; agentes
antioxidantes tales como agentes antibacterianos, acido ascérbico, sulfato de
sodio y sulfito 4cido de sodio; agentes de regulacién de pH tales como el
fosfato, citrato, reguladores de pH de borato, hidrocarbonato, solucién Tris-
HCI; sustancias de relleno tales como manitol y glicina; agentes de quelacién
tales como tetraacetato de etilendiamina (EDTA), agentes formadores de
complejos tales como cafeina, polivinilpirrolidina, B-ciclodextrina e
hidroxipropil-B-ciclodextrina; agentes de espesamiento tales como glucosa,

manosa y dextrina; carbohidratos tales como monosacaridos, disacaridos,
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glucosa, manosa, dextrina; polimeros hidréfilos tales como colorantes,
saborizantes, diluyentes, emulsionantes, polivinilpirrolidina; conservadores
tales como polipéptidos de bajo peso molecular, contraiones formadores de
base, cloruro de benzalconio, benzoato, acido salicllico, timerosal, alcohol
fenetllico, metilparabeno, propilparabeno, clorhexidrina, acido sorbico y
perdxido de hidrégeno; solventes tales como glicerina, propilenglicol, y
polietilenglicol; alcoholes de azlicar tales como manitol y sorbitol; polisorbatos
tales como agentes de suspension, PEG, éster sorbitan, polisorbato 20 y
polisorbato 80, agentes tensioactivos tales como Triton, trometamina, lecitina,
colesterol; agentes de incremento de estabilidad tales como sacarosa, y
sorbitol; agentes de incremento de elasticidad; agentes de transporte,
diluyentes; excipientes; y/o agentes auxiliares farmacéuticos tales como el
cloruro de sodio, cloruro de potasio, manitol/sorbitol. La cantidad de estas
substancias afiadidas a una preparaciéon preferiblemente es de 0.01 a 100
veces, mas preferiblemente 0.1 a 10 veces el peso del anticuerpo de
oculospanina antihumana. Aquellos expertos en la técnica pueden determinar
de manera apropiada la formulacién adecuada para la preparacion de una
composicién famacéutica dependiente de la enfermedad y via de
administracion.

El excipiente y el portador usados en una composicién
farmacéutica pueden ser una sustancia liquida o sélida. Ejemplos de un
excipiente y portador adecuados pueden incluir soluciones inyectables,

solucién salina, fluido espinal cerebral artificial y otras sustancias normalmente
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usadas para la administracién parenteral. Ademas, la solucién salina neutral y
la que contiene albimina de suero se pueden usar como un portador. Una
composicién farmacéutica puede contener regulador de pH Trisde 7.0a 85y
un regulador de pH acetato de pH 4.0 a 5.5, que se pueden complementar con
sorbitol y otros compuestos. Una compaosicion farmacéutica de acuerdo a la
presente invencion que tiene una composicion seleccionada, se prepara con
una pureza requerida en forma apropiada de farmaco, o como un producto
liofilizado o un producto liquido. Para describir mas especlficaments esto, una
composicidn farmacéutica que contiene el anticuérpo de ocuiospanina
antihumana se puede formar en un producto liofilizado usando un excipiente
apropiado tal como sacarosa.

Una composicién farmacéutica de acuerdo a la presente
invencién se puede preparar para el uso parenteral o para el uso oral para la
absorcion gastrointestinal. La composicion y concentracion de una
preparacién se puede seleccionar dependiendo del método de administracion.
Como un anticuerpo de oculospanina antihumana contenido en una
composicion farmacéutica de acuerdo a la presente invencion exhibe una
afinidad mas alta para oculospanina humana; en otras palabras, entre mayor
sea la afinidad de anticuerpo de oculospanina antihumana para oculospanina

humana, como se expresa por la constante de disociacion (valor Kd), es decir,

entre menor sea el valor Kd, mayor serd la eficacia de la composicién

farmacéutica de la presente invencién a una dosis mas baja. Por lo tanto, con

base en esto, la cantidad de dosis de la composicién farmacéutica de la
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presente invencibn a una persona se puede determinar. El anticuerpo de
oculospanina antihumana humanizado se puede administrar a una persona
como una dosis sencilla en un intervalo de 1 a 30 dlas en una cantidad de
cerca de 0.1 a 100 mg/kg.

Ejemplos de formas de una composicién farmaceutica de la
presente invencién pueden incluir inyecciones tales como infusiones, agentes
supositorios, agentes pemasales, agentes sublinguales, y agentes de

absorcién percutanea.

7. Basqueda de una sustancia que tenga interaccién directa

De acuerdo con ofro aspecto, la presente invencion se dirige a
un método de disefio de farmaco para obtener una sustancia capaz de inhibir
la actividad de oculospanina humana con base en la estructura terciaria de la
proteina. Este método es conocido como un método de disefio de farmaco
racional y se usa para buscar un dompuesto que tenga la capacidad de inhibir
de manera eficiente o activar una funcion, tal como actividad enzimética o
unirse a un ligando, cofactor o0 ADN. Como un ejemplo de tal compuesto, un
inhibidor de proteasa que sirve como un agente anti-HIV comercializado
actualmente es muy bien conocido. En el andlisis de la estructura
tridimensional de oculospanina humana de acuerdo a la presente invencion,
un método bien conocido generalmente tal como cristalografla de mayos X o
resonancia magnética nuclear de manera concebible se puede usar. Ademas,

en la busqueda o disefio de una sustancia para inhibir la funcién de
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oculospanina humana, un método de disefio de farmaco auxiliado con
computadora (CADD) se puede usar. Como un ejemplo de este caso, un
compuesto de bajo peso molecular (Publicacién Intemacional WO 89/58515)
que inhibe la accién de AP-1 se sabe que podria actuar como un farmaco
genémico novedoso para el tratamiento de artritis reumatoide cronica. En
virtud de tal método, es posible obtener una sustancia que inhibe la funcion de
oculospanina humana mediante la unidén directamente a la oculospanina
humana o a través de la inhibicion de la interaccion entre la oculospanina
humana y otros factores.

Ademas, de acuerdo con otro aspecto, la presente invencion se
refiere a un polipéptido asociado con oculospanina humana de la presente
invencién, en otras palabras, una protelna miembro para controlar la actividad
de oculospanina humana. Mas especificamente, la presente invencién se
refiere a un método de clasificacién de una proteina miembro para controlar la
actividad de oculospanina humana.

Un aspecto de tal método de clasificaciéon comprende una etapa
de llevar una muestra de protelna de prueba en contacto con oculospanina
humana, seleccionando de esta manera una proteina que se une a la
oculospanina humana. Tal método incluye la purificacibn de una proteina al
hacer uso de su afinidad para oculospanina humana purificada. Para describir
mas especificamente, primero, una secuencia formada de 6 histidinas se une
a oculospanina humana como una marca de afinidad. La oculospanina

humana resultante se incuba en una solucion de extracto celular (es decir, una
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fraccion pasa a través de una columna cargada con niquel-agarosa) a 4°C
durante 12 horas. Entonces, se afiade de manera separada un portador de
niquel-agarosa a la mezcla y la mezcla se incuba a 4°C durante una hora. Una
vez que el portador de niquel-agarosa se lava suficientemente con una
solucién reguladora de lavado, se afiade 100 mM de imidazol a la mezcla para
eluir una protelna que se una especificamente a la oculospanina humana y
contenida en la solucidn de extracto celular. La proteina purificada se analiza
para determinar su estructura. Una protelna que puede purificarse como se
describié anteriormente incluye una proteina que se une directamente a la
oculospanina humana y una proteina que forma un complejo cormo una
subunidad con una proteina que se une directamente a la oculospanina
humana, pero que no tiene actividad de unién a la oculospanina humana,
uniéndose as! indirectamente a la oculospanina humana [ver Experimental
Medicine, Supplementary volume, Biomanual series 5, “Transcriptional factor
investigation method” pp. 215-219 (publicado por Yodosha Co., Ltd.)].

Como métodos altemnativos, existe un método de clonacién de
conformidad con el Far-Westermn blot (Experimental Medicine, Supplementary
volume, New Genetic Engineering Handbook, pp76-81, (publicado por
Yodosha Co., Lid.), y un sistema de dos hibridos que utiliza una célula de
levadura o de mamifero (Experimental Medicine, Supplementary volume, New
Genetic Engineering Handbook, pp66-75, (publicado por Yodosha Co., Lid.), y
“Checkmate mammalian two hybrid system" (fabricado por Promega). Sin

embargo, la presente invencién no esta restringida al uso de estos métodos.
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Si estd disponible ADNc de una proteina socia que interactia
directa o indirectamente con la oculospanina humana de esta manera, puede
utilizarse en clasificado funcional de una sustancia que inhibe la interaccién
entre la oculospanina humana y la protelna miembro. Mas especlificaments,
se puede preparar una protelna de fusién de oculospanina humana con
glutationa-S-transferasa. La proteina de fusién se deja unir a una microplaca
cubierta con anticuerpo anti-glutationa-S-transferasa y se pone en contacto
una proteina miembro biotinilada con la proteina de fusién. La unién de la
proteina miembro con la protelna de fusion puede detectarse utilizando
fosfatasa alcalina conjugada con estreptavidina. Cuando se afiade la protelna
miembro biotinilada, se afiaden sustancias de prueba al mismo tiempo para
seleccionar una sustancia que promueva o inhiba la unién de la proteina de
fusién y la proteina miembro. Mediante este método, se puede obtener un
sustrato que achie directamente sobre la protelna fusionada o una sustancia
que actie directamente sobre la proteina miembro.

Cuando la proteina fusionada se une indirectamente a la
protelna miembro mediante otro factor, se lleva a cabo el ensayo en presencia
de una solucién de extraccion celular que contiene este factor. En este caso,
se puede seleccionar una sustancia que pueda actuar sobre el factor.

Cuando la proteina miembro obtenida tiene la actividad de
suprimir la funcibn de la oculospanina humana, es posible seleccionar un
agente anti-cancer, por ejemplo una sustancia candidato Gtii como agente

terapéutico para cancer de prdstata, de conformidad con un método de prueba

N
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utilizando un vector de expresién que comprenda el gen de oculospanina:
humana, como se describié anteriormente. Adicionalmente, cuando la protelna
miembro obtenida tiene la actividad de suprimir la funciéon de la oculospanina
humana, se puede utilizar un polinucleétido que tenga una secuencia de
nucleétido que codifique dicho supresor en terapia génica para el cancer.

Dicho polinucledtido se puede obtener al analizar la secuencia
de aminoacido del inhibidor idenfificado, sintetizar una sonda de
oligonuclettido que comprende una secuencia de nucledtido que codifica la
secuencia de aminodcido y ciasificar una genoteca de ADNc o genoteca
gendmica. Adicionalmente, en el caso en el que se derive un péptido que
tenga actividad inhib2-idora contra una funcién de la oculospanina humana a
partir de una genotasca de polipéptido artificial sintetizada aleatoriamente, se
puede sinterizar quimicamente ADN que comprenda una secuencia de
nucledtido que codifique la secuencia de aminoécido del péptido.

En terapia génica, se integra un gen que codifique dicho
inhibidor, por ejemplo, en un vector de virus y un paciente se puede infectar
con un virus (atenuado) que comprenda el vector de virus recombinante
resultante. En el cuerpo del paciente, se produce un factor anti-cancer y
funciona para suprimir la proliferacion de células de cancer. De esta manera,
es posible tratar el cancer.

Como método para introducir un agente terapéutico génico en
una célula, se puede utilizar ya sea una transfeccion génica usando un vector

de virus y una transfeccién génica no viral [Nikkei Science, 4, (1994), p. 2045;
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Experimental Medicine, extra number, 12(15) (1994); Experimental Medicine,
Supplementary volume, “Basic Technology of gene Therapy” Yodosha, Co.,
Ltd (1996)].

Ejemplos de transfeccién génica utilizando un vector de virus
incluyen métodos para integrar ADN que codifique a un inhibidor o una version
mutada del ADN en virus de ADN o utilizar un virus de ARN como retrovirus,
adenovirus, virus adeno-asociado, virus de herpes, virus de vaccinia, virus
pox, virus de polio, o virus sindbis e introducir el vector de virus en un cuerpo.
De éstos, se prefieren particularmente ios métodos que utilicen retrovirus,
adenovirus, virus adenoc-asociado y virus vaccinia. Ejemplos de transfeccion
génica no viral incluyen un método para administrar un plasmido de expresion
directamente en el mdsculo (método de vacunacién de ADN), tratamiento de
liposoma, lipofeccién, microinyeccién, tratamiento con fosfato de calcio y un
método de electroporacion. De estos, se prefieren el tratamiento de
vacunacién de ADN y tratamiento de liposoma.

Para utilizar un agente terapéutico génico como medicina en la
practica, existe un método in vivo para infroducir ADN directamente en el
cuerpo y un método ex vivo que comprende tomar un cierto tipo de células del
cuerpo, introducir ADN a las células y retornar las células al cuerpo [Nikkei
Science, 4, (1994), p. 2045; The Phamaceutical Monthly, 36(1), 2348
(1994); Experimental Medicine, Ex'tra number, 12(15) (1994)].

Cuando se administra el agente terapéutico génico de

conformidad con el método in vivo, se administra a través de una ruta de
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administracidn apropiada, como una vena, arteria, tejido subcutaneo, tejido
intradémico o misculo, que difiere dependiendo del tipo de enfermedad y
sintomas. Cuando se administra el agente de conformidad con un método in
vivo, el agente terapéutico génico generaimente se prepara en forma de una
inyeccion; sin embargo, si es necesario, se puede afiadir un portador utilizado
de manera acostumbrada. Adicionalmente, cuando se prepara el agente en
forma de un liposoma o liposoma fusionado con membrana (virus Sendai-
liposoma, etc.), el agente de liposoma puede suministrarse como un agente
en suspension, agente liofilizado, o agente centrifugaimente concentrado y
liofilizado.

Una secuencia complementaria a la secuencia de nucledtido
representada por SEQ. ID. No. 1 o una secuencia complementaria a una
secuencia parcial de esta secuencia de nucleétidos se puede utilizar como
una llamada terapia antisentido. Como una molécula antisentido, se puede
hacer uso de ADN parcialmente complementario a la secuencia de nucledtido
representada por SEQ. ID No. 1 del listado de secuencia y formada
generalmente de 15 a 30 mer. También se puede hacer uso de un derivado de
ADN estable como un derivado de fosforotioato, derivado de metilfosfonato o
derivado fosfolino del ADN o un derivado de ARN como ARN 2'-O-alquilo.
Dicha molécula antisentido puede introducirse en una célula mediante un
meétodo conocido en la técnica de la presente invencién, por ejemplo al
inyectar una cantidad extremadamente pequefia de la molécula antisentido, al

formar una cépsula de liposoma o al expresarla mediante al uso de un vector
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que tiene una secuencia antisentido. Dicha terapia antisentido es util para
tratar una enfermedad ocasionada por actividad excesiva de una proteina
codificada por la secuencia de nucleétido representada por la SEQ. ID No._1
de listado de secuencia.

Se puede preparar una composicibn que contenga el
oligonucledtido antisentido atil como medicina mediante un método conocido
que incluye mezclar un portador farmacéuticamente aceptable. Ejemplos de
dicho portador y el método de preparaciéon se describen en Applied Antisense
Oligonucleotide Technology (1998 Wiley-Liss, Inc.). Se puede administrar
oralmente una preparacion que contenga un oligonucledtido antisentido al
mezclarlo con un excipiente o diluyente apropiado farmacéuticamente
aceptable, en forma de tabletas, capsulas, polvo o jarabe, o administrarse
parenteraimente en forma de una inyeccién, supositorio, parche o preparacion
externa. Estas preparaciones pueden prepararse mediante conocido utilizado
aditivos, excipientes que incluyen excipientes orgéanicos como derivados de
azlcar (por ejemplo lactosa, azicar blanca (sacarosa), glucosa, manitol y
sorbitol); derivados de almidon {(por ejemplo, almidén de malz, almidén de
papa, c-almidén y dextrina), derivados de celulosa (por ejemplo, celulosa
cristalina); goma arabiga, dextrano; y pullulan; y excipientes inorganicos como
déﬁvados de silicato (por ejemplo acido silicico anhidro suave, silicato de
aluminio sintetizado, silicato de calcio y aluminato metasilicato de magnesio);
fosfatos (por ejemplo fosfato &acido de calcio); carbonato (por ejemplo

carbonato de calcio) y sulfatos (por ejemplo, sulfato de calcio), agentes

Y
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lubricantes que incluyen estearatos de metal (por ejemplo, acido estearico,
estearato de calcio, y estearato de magnesio), talco; sflice coloidal; ceras (por
ejemplo de abeja y cera de esperma de ballena), acido bérico; acido adlpico;
sulfatos (por ejemplo sulfato de sodio), glicol; acido fumarico; benzoato de
sodio; DL leucina; lauril sulfatos (por ejemplo lauril sulfato de sodio y lauril
sulfato de magnesio); silicatos (por ejemplo silicato anhidro, silicato hidratado);
y derivados de almidéon mencionados anteriormente; agentes de unién
incluyendo hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, polivilpirrolidona,
macrogol y los mismos compuestos mencionados como excipientes, agentes
de desintegracion que incluyen derivados de celulosa (por ejemplo
hidroxipropilcelulosa de grado de substitucidn bajo, carboximetilcelulosa,
carboximetilcelulosa de calcio, carboximetilcelulosa de sodio entrelazada; y
celulosas de almidén quimicamente modificadas (por ejemplo carboximetil
almidén, carboximetil almidén de sodio y polivinilpirrolidona entrelazada);
agentes de emulsion como sllice coloidal (bentonita y goma de abeja),
hidréxidos de metal (por ejemplo, hidréxido de magnesio e hidréxido de
aluminio), agentes tensioactivos anidnicos (por ejemplo lauril sulfato de sodio
y estearato de calcio); agentes tensioactivos catidnicos (por ejemplo cloruro
de benzalconio) y agentes tensioactivos no ibnicos (por ejemplo
polioxietilenalquileter, éter de! acido graso de polioxietilensorbitan y éster de
acido graso de sacarosa); agentes de estabilizacion incluyendo
paraoxibenzoatos (por ejemplo metilparabeno, propilparabeno); alcoholes (por

ejemplo, clorobutanol, alcoho! bencilico y alcohol feniletllico); cloruro de
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benzalconio; fenoles (por ejemplo fenol y cresol); timerosal; dehidroacetato; y
acido sérbico; agentes de saborizacién incluyendo edulcorantes, sabores
acidos y sabores usados generalmente; y diluyentes.

Como método para introducir un compuesto de la presente
invencién en un paciente, se puede utilizar un sistema de dispersion coloidal
adicionalmente a los métodos mencionados anteriormente. El sistema de
dispersion coloidal se espera que contribuya a incrementar la estabilidad del
compuesto en el cuerpo y transportar eficientemente el compuesto a un
drgano, tejido o célula especifica. La eleccion de sistema de dispersion
coloidal no se limita en particular siempre y cuando se utilice en lo general y,
por ejemplo, se puede utilizar un sistema de dispersion basado en lipidos que
incluya complejos de polimeros, nanocépsulas, microesferas, perlas, o
emulsionantes de aceite en agua, micelas, mezclas de micelas o liposomas.
Un sistema de dispersién coloidal preferido consiste de liposomas miuiltiples o
vesiculas de una membrana artificial, que es efectiva para transferir
eficientemente un compuesto a un érgano, tejido o célula especifica (Mannino
et al., Biotechniques, 1988, 6, 682; Blume y Cevc, Biochem. Et Biophys. Acta,
1990, 1029, 81; Lappalainen et al., Antiviral Res., 1994, 23, 119; Chonn y
Cullis, Current Op. Biotech., 1995, 6, 698).

Un liposoma unilamelar en la escala de 0.2 a 0.4 pm en tamafio
es capaz de encapsular una proporcibn grande de macromoléculas
contenidas en una solucion reguladora acuosa. Se puede encapsular un

compuesto en dicha membrana interior acuosa y transportarse a las células
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cerebrales en forma biolégica activa (Fraley ef al, Trends Biochem. Sci.,
1981, 6, 77). El liposoma generaimente estad compuesto de una mezcla de un
lipido, particularmente un fosfolipido, méas particularmente un fosfolipido que
tenga una temperatura de transicién de fase elevada, con uno o mas tipos de
esteroides, en particular colesterol. Ejemplos de un lipido dtil para producir un
liposoma incluye compuestos de fosfatidilo, como fosfatidil glicerol, fosfatidil
colina, fosfatidil serina, esfingolipldo, fosfatidiletanolamina, cereobrosida y
gangliosida. De estos particularmente Gtil es diacilfosfatidil glicerol en el cual
una parte de lipido tiene 14 a 18 4tomos de carbono, en particular, 16 a 18
atomos de carbono y estd saturada (es decir, no esta presente un enlace
doble dentro de la cadena de atomo de carbono C14-C18). Fosfollpidos
tipicos incluyen fosfatidil colina, dipalmitoil fosfatidil colina y diestearoil
fosfatidil colina.

El sistema de dispersién coloidal que contienen liposomas puede
utilizarse para un objetivo pasivo o activo. El objetivo pasivo puede lograrse
utilizando una tendencia inherente a los liposomas, los cuales tienden a
distribuirse en el sistema reticuloendotelial de un érgano que contiene
sinusoides. Alternativamente, se puede lograr el objetivo activo al modificar un
liposoma, por ejemplo al unir un ligando especlifico al mismo, como un
revestimiento de protelna viral (Morishita et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.),
1993, 90, 8474), un anticuerpo monoclional (0 su porcidn de unién apropiada),
azdcar, glicollpido o proteinas (o su fragmento de oligopéptido apropiado); o

altermnativamente, al modificar la composicién de liposoma para distribuido en
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organos o tipos de células diferentes a aquellos en los que se ubican
naturalmente los liposomas. La superficie del sistema de dispersién coloidal
puede modificarse en varios métodos para su objetivo. En un sistama de
suministro que utiliza un liposoma como medio de insercién, para mantener un
ligando para uso en la insercién al mantener una asociacion estrecha con una
bicapa de lipido, un grupo lipido se integra en la bicapa de lipido de liposoma.
Para unir una cadena de lipido al ligando objetivo, se pueden utilizar varios
grupos de eslabonamientos. Ejemplos de dicha unién de ligando objetivo a
una moiécula en la superficie celular especifica que se encuentra en la céluia
a la cual un oligonucledtido de conformidad con la presente invencién se
desea ser suministrada incluye (1) hormona, factor de crecimiento o un
fragmento de oligopéptido apropiado del mismo que se une a un receptor
celular especifico expresado predominantemente mediante una célula a la
cual se desea el suministro; y (2) un anticuerpo policlonal, anticuerpo
monoclonal o un fragmento apropiado del mismo (por ejemplo, Fab; F{ab)'2)
que une especificamente a wun epltope antigénico encontrado
predominantemente en una célula objetivo. Se pueden formar dos o mas
bioactivadores en un complejo dentro de un liposoma individual y ser
administrados. Se puede afiadir un agente medicinal para mejorar la
estabilidad intracelular y/o capacidad de insercién de los contenidos al sistema
de dispersién coloidal.

Aunque se puede utilizar un gen terapéutico de la presente

invencion en una cantidad que varle con la intensidad del sintoma, edad, etc.
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En el caso de administracién peroral, el limite inferior maximo permitido por
dosis es 1 mg (preferiblemente 30 mg) y el Iimite superior maximo por dosis
es 2,000 mg (preferiblemente 1,500 mg). En el caso de inyeccion, el limite
inferior minimo por dosis es 0.1 mg (preferiblemente 5 mg) y el limite superior
méximo por dosis es 1,000 mg (preferiblemente 500 mg). Dicha dosis puede
administrarse subcutaneamente, intramuscularmente o intravenosamente.
Ahora, la presente invencién se describirdA méas a detalle
mediante ejemplos, que no deben interpretarse como restrictivos de la
presente invencion. Observe que las operaciones individuales _respecto ala
manipulacién génica en ios siguientes ejemplos se realizan de conformidad
con los métodos descritos en “Molecular Cloning® (por Sambrook, J., Fritsch,
E.F. y Maniatis, T., publicado por Cold Spring Harbor Laboratory Press 1989),
o revisados utilizando agentes reactivos comercialmente disponibles o

equipos de conformidad con los protocolos- de los mismos.

EJEMPLO 1

Cribado de un gen expresado especificamente en una célula de cancer

Se realizé el anélisis de perfil de expresién utilizando una sonda
EST (Affymetrix GeneChip HG-133 sonda 223795 at: fabricada por
Affymetrix) que tiene una secuencia de nucledtido parcialmente traslapada

con la secuencia representada por Seq. ID No. 1 del listado de secuencia,
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mediante el uso de la base de datos (GeneExpress Software System versién
1.4.2) provista por la compafiia Genelogic.

La expresion del gen de oculospanina humana en varias células
se compard cuantitativamente al considerar su trascripcion. Como resultado,
los niveles de expresién en 8 muestras de melanocito fueron significadamente
elevadas, en comparacién con los niveles en otras muestras de células,
incluyendo 12 muestras de células sangulneas, 6 muestras de células glla, 62
muestras de células epiteliales (valores P de los mismos fueron <0.0001,
=0.0007, y <0.0001 secuenciaimente en orden, figura 1, panel superior).

A continuacion, se compararon los niveles de expresion del gen
de oculospanina humana en muestras derivadas del tejido. Mas
especificamente, se compard la cantidad de trascripcién con respecto a 66
muestras de piel de individuos sanos y 33 muestras de melanoma. Como
resultado, la cantidad de trascripcion en las muestras de melanoma fue
significativamente més elevada (valor P = 0.0001, figura 1, panel inferior).
Adicionalmente, cuando se compararon muestras de piel de 66 individuos
sanos con 12 muestras de melanoma derivadas del tejido de piel con
melanoma, la cantidad de trascripcidbn en las muestras de melanoma fue
significativamente mayor (valor P = 0.007, figura 2, panel superior).

Cuando se compararon las muestras de piel de 66 personas
sanas con 12 muestras de melanoma derivadas de tejido del ganglio linfatico,
la cantidad de trascripcibn en las muesiras de melanoma fue

significativamente mayor {valor P = 0.0003, ﬁgul"a 2, panel inferior).
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Adicionalmente, cuando se compararon las muestras de 13
personas saludables derivadas de ganglio linfatico con 12 muestras de
melanoma derivadas de tejido de ganglio linfatico, la cantidad de trascripcion
en las muestras de melanoma fue significativamente mayor (valor P = 0.0011,

el panel de la figura 3).

EJEMPLO 2

Adquisiclén de gen de oculospanina humana y construcclén del
plésmido de expresion

a) Reaccién PCR

Como iniciador para amplificar el ADN¢ de oculospanina humana
por PCR, se sintetizaron oligonucleétidos que tenian las siguientes secuencias
de conformidad con un método acostumbrado.

5'-CACCATGGAGGAGGGGGAGAGGAGCCC-3' (Iniciador 1,
Seq. ID No.5 del listado de secuencia).

5'-GCCCCGGGCGGGTTTGGCAGCGG-3' (iniciador 2, Seq. ID
No. 6 de listado de secuencias).

Observe que el iniciador 1 es un oligonuclebtido construido al
afladir 4 bases, CACC, como una secuencia KOZAK, corriente afriba del
coddn de inicio del gen de oculospanina humana, en otras palabras, un
oligonucledtido construido al afladir las 4 bases, la secuencia CACC, al lado 5'

de la secuencia de nucledtido que consiste de los nucleStidos No. 1 a 23 del
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Seq. ID No. 1 de listado de secuencia. La secuencia CACC, ya que forma una
cadena complementaria al término 3’ del sector cuando se integra en el vector
de clonacién pENTR/D-TOPO, posibilita integrar el gen en el vector y
mantener simultineamente la orientacién del gen. El iniciador 2 es un
oligonucledtido compuesto de una cadena complementaria a una secuencia
de nucledtido que consiste de nucleétidos No. 1043 a 1065 del Seq. ID No. 1
del listado de secuencia.

La reaccion PCR se realizd utilizando ADN polimerasa
PLATINUM Pfx (fabricada por Invitrogen) de conformidad con el protocolo
proporcionado. Mas especificamente, a 0.1 ul del ADNc de la primera cadena
obtenida, 1.5 ul de cada uno de 10 pmol/ul del iniciador sintético 1 y el
iniciador sintético 2, 5 ul de solucién reguladora de amplificacién 10X Pfx, 1.5
ul de mezcla 10 mM dNTP, 1 pl de 50 mM MgSo,, 0.5 ug de ADN polimerasa
PLATINUM Pix, 10 ul de solucién potenciadora 10X PCRx y 28.9 ul de agua
esterilizada se aftadieron para preparar 50 pl de una solucién de reaccién de
PCR. La reaccién de PCR se realizé utilizando una maquina Peltier Thermal
Cycler TPC-200 ADN (fabricada por MJ Research), primero al calentar la
solucién PCR a 94°C durante 2 minutos, repetir 5 veces un ciclo térmico que
consiste de reacciones a 94°C durante 30 segundos y 65°C durante 2
minutos; 5 veces un ciclo térmico que consistia de reacciones a 94°C durante
30 segundos, 60°C durante 40 segundos, y 68°C durante 1 minuto y 20
segundos; 5 veces un ciclo térmico que consistla de reacciones a 94°C

durante 30 segundos, 55°C durante 40 segundos, y 68°C durante 1 minuto y

!
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20 segundos; 35 veces un ciclo térmico que consistla de reacciones de 94°C
durante 30 segundos, 50°C durante 40 segundos, y 68°C durante 1 minuto y
20 segundos y finalmente mantener la solucibn PCR a 68°C durante 10
minutos, y luego almacenar la solucién a 4°C. Se obtuvo un ADNc al someter
el producto de reaccién a electroforesis con gel de agarosa al 1.5% y
confirmar la amplificacion de ADNc NM_031845 (1069bp), y purificar el ADN
del gel de agarosa utilizando el paquete S.N.A.P. UV-Free Gel Purification Kijt
(fabricado por Invitrogen) de conformidad con el protocolo proporcionado. Se
determind [a concentracion de ADNc asl purificado mediante el uso de (D
Image Analysis Sofiware Versidn 3.5 (Kodak Digital Science EDAS290:
fabricado por Kodak) con referencia a una escalera de ADN 1kb que se utilizd

como una referencia de concentracion.

b) Clonacién de ADNc de oculospanina humana_en el vector

PENTR/D-TOPO
Se clond el ADNc de NM_031945 que se obtuvo en el ejemplo

2a) en el vector pENTR/D-TOPQ utilizando el paquete pENTR Directional
TOPO Cloning Kit (fabricado por Invitrogen) de conformidad con el protocolo
proporcionado. Méas especificamente, se mezcl6 ADNc NM_031845 con el
vector pENTR/D-TOPO, se le unié topoisomerasa a ésta, en la solucién
reguladora de reaccion suministrada con el equipo y se incubd a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Se transformé E. coli One Shot TOP10

Chemically Competent (fabricada por Invitrogen) utilizando el producto de
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reaccion obtenido y cultivado en un medio de agar LB que contenia 50 pg/mi
de kanamicina. Las colonias E. coli resultantes, que mostraron resistencia a la
kanamicina, se seleccionaron y cultivaron en un medio TB liquido que
contenia 1 ml de 50 ug/ml de kanamicina a 37°C de la noche a la mafiana. Se
aislé y purificd el ADN plasmido al utilizar un paquete Montage Plasmid
Miniprepes Kit (fabricado por Millipore). Posteriormente el ADN plasmido as|
obtenido se sometié a una reaccidn utilizando el paquete Big Dye Terminato
v3.0 Cycle Sequencing Ready Reaction Kit de conformidad con el protocolo
proporcionado, se analiz6 la secuencia de nucleédtido utilizando un analizador
ABY PRISM 3100 DNA Analyzer (fabricado por Applied Biosystems). Como
resultado, se confimé que el ADNc (Seq. ID No. 1 del listado de secuencia)
que tenia un marco de lectura abierto del nucleétido representado por el
nimero de acceso GenBank NM_031945 se integré en el vector pENTR/D-
TOPO.

Posteriormente, el gen se transfiri6 a un vector de expresion,
ADNpc3.1/DEST40 (fabricado por Invitrogen), utlizando el sistema
GATEWAY™, Para explicar mas especificamente, 4 pl de mezcla
GATEWAY™ LR Clonase™ Enzyme Mix (fabricado por Invitrogen), 4 ul de
solucién reguladora de reaccion LR, 0.3 ug de pENTR/D-TOPO-NM_031945,
y 0.3 ug de ADNpc3.1/DEST40 se mezclaron y conformaron a una soiucién de
reaccion de 20 ul en solucién reguladora de TE. La solucidon de reaccién se
permitié reaccionar a 25°C durante una hora. Después de la reaccion, 2 pl de

proteinasa K se afladieron y se realizd una reaccién a 37°C durante 10
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minutos. Utilizando productos de reaccion resultante, E. coli OneShot TOP10
Chemically competent (fabricado por Invitrogen) se transformaron y cultivaron
en un medio de agar LB que contenia 50 ug/ml de ampicilina. Las colonias de
E. coli resultantes, que exhibieron resistencia a la ampicilina, se seleccionaron
y cultivaron en 100 ml de medio LB liquido que contenia 50 pg/ml de
ampicilina a 37°C de la noche a la mafiana, y se aislé y purificé e! ADN
plasmido (ADNpc3.1/DEST40-NM_031945) mediante el uso del paquete
Plasmid MAXI Kit (fabricado por QIAGEN).

EJEMPLO 3

Introduccién del gen de oculospanina humana en células, confirmacién
de que el producto del gen de oculospanina humana se expresa, y
preparacién de una fraccién de membrana a partir de oculospanina

humana que expresa células para su uso como un inmunégeno

a) Transfeccibn de células NIH3T3 con el plasmido

ADNpc3.1/DEST40-NM 031945
Se transfectaron células NIH3T3 con  plasmido

ADNpc3.1/DEST40-NM_031945 obteniendo en el ejemplo 2 como sigue. La
transfeccion de las células NIH3T3 se realizd mediante lipofeccion utilizando
el agente reactivo Lipofectamine™ 2000 fabricado por Invitrogen. Para

explicar mas especificamente, primero, células NIH3T3 fueron desarrolladas

Y
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en una placa de 6 pozos hasta a un estado semi-confiuente. Posteriormente,
las células se lavaron una vez con DMEM libre de antibiético que contenla
10% de suero de temera fetal, luego 200 yl de DMEM libre de antibiético que
contenia 10% de suero de temera fetal que se afladi6 a las células. Luego a
un tubo Eppendorf de 1.5 ml, se afiadieron y mezclaron 100 ul de medio libre
de suero (DMEM) y 2 ug de ADN plasmido (ADNpc3.0-DEST40-NM_031945)
recuperado en la manera anteriormente dicha. A otro tubo Eppendorf de 1.5
ml, se afiadieron y mezclaron 96 pl de medio libre de suero (DMEM) y 4 pl de
agente reactivo Lipofectamine™ 2000. La solucién ADN y ia solucién de
Lipofectamine se mezclaron y dejaron reposar a temperatura ambiente
durante 20 minutos. Después de esto, se afladié la mezcla de solucién de
ADN-Lipofectamine a las células y se cultivd a 37°C en 5% CO.. Después de
4 horas, se afiadid 1 ml de DMEM que contenia 10% de temera de suero fetal

a las células que se cultivaron a 37°C de la noche a la mafiana en 5% COa..

b) Confimacién de expresidn del plasmido ADNpe3.1-DEST40-
NM_031945 en células NIH3T3

Se recuperd el producto de cultivo celular asl obtenido. El control
negativo que no contenla ADNc o células NIH3T3 transfectadas con el
ADNpc3.1-DEST40-NM_031945 obtenido se lavaron con una solucién
reguladora PBS(-) (fabricada por Invitrogen). Las células fueron dispersadas
en una solucion reguladora de muestra (fabricada por BioRad) que contenia 2-

mercaptoetanol para uso en electroforesis con poliacrilamida SDS (SDS-
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PAGE). Se realizd SDS-PAGE utilizando 12.5 % de gel de poliacrilamida (e
PAGEL E-T12.5L; fabricada por ATTO corporation) bajo condiciones
reductoras.

Después de la electroforesis, las bandas se transfirieron del gel
de poliacrilamida a una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF)
(fabricado por Millipore) mediante el uso de un aparato de transferencia de
gel-membrana (NP7513 fabricado por Marysol) en una solucién reguladora de
transferencia (192 mM glicina, 20% metanol, 256 mM Tris) bajo las siguientes
condiciones: 4°C, 120 minutos y 200 mA.

Después de la transferencia, se sometié la membrana PVDF a
un andlisis de Westem blot utilizando un anticuerpo Anti-V5-tag (fabricado por
Invitrogen). Para explicar mas especificamente, primero la membrana PVDF
se bloqued utilizando Blockace (fabricada por Yukijirushi Co.,) una vez a
temperatura ambiente durante 30 minutos y se puso en una bolsa de plastico
(nombre comercial: Hybribag fabricada por Cosmo Bio). A la bolsa, se
afiadieron el anticuerpo anti-V5-tag (dilucibn de 1000 veces) y 5 ml de
Blockace y la bolsa se agité a temperatura ambiente durante una hora.
Después de una hora, se retiré la membrana y se lavé con PBS que contenla
0.05% Tween 20 (en lo sucesivo referida como “0.05% Tween 20-PBS~) una
vez a temperatura ambiente durante 15 minutos y dos veces durante 5
minutos. Después de esto, la membrana se transfiri6 a una nueva bolsa de
plastico. A la bolsa, se afiadieron 30 ml de una soluciébn que contenla un

anticuerpo IgG anti-conejo marcado con peroxidasa de rabano picante
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(fabricado por Amersham Pharmacia) diluido 5000 veces con 0.05% Tween
20-PBS y se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. Después de una
hora, se extrajo la membrana y se lavd con 0.05% Tween 20-PBS una vez
durante 15 minutos y cuatro veces durante 5 minutos. Después del lavado, la
membrana se colocd en una pelicula de envoltura y se detectd una banda que
tenla el anticuerpo anti-V5-tag ligado a éste mediante uso de solucion para
deteccién de Western ECL blotting (fabricado por Amersham Pharmacia). La
membrana se colocé en la pelicula de envoltura y se empapd en la solucidn
para deteccién de Westem ECL blotting durante un minuto y luego se expuso
a una pelicula de rayos X (un minuto). Como resultado, se detecté una banda
especifica a las células NIH3T3 que tenian ADN de plasmido ADNpcA3.1-
DEST40-NM_031945 introducido en ésta debido a la presencia del anticuerpo
anti-V5-tag (figura 4).

c) Transfeccién de células BALB-3T3 con el pldsmido ADNpe3.1-
DEST40-NM 031945

Se cultivaron células BALB-3T3 (Coleccién de Cultivos Tipo
Estadounidense No. CCL-163) en tres bandejas de células (area de cultivo:
500 m? fabricadas por Sumitomo Bakelite Co., Ltd.) para el cultivo de células
en medio agquila modificado de Dulbecco (en lo sucesivo referido como
“DMEM?" fabricado por Nissui Phammaceutical Co., Ltd, que contenfa 10% de
suero bovino {en lo sucesivo “BS") fabricado por Gibco), a 37°C en 5% de gas

CO: hasta un estado semi-confluente. Posterior a esto, se transfectaron las
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células BALB-3T3 con el plasmido ADNpc3.1-DEST40-NM_031945. La
transfeccion de las células BALB-3T3 se realizd mediante lipofeccidén
utilizando agente reactivo de transfeccidn Geneporter™2 (fabricado por Gene
Therapy Systems). Para explicar mas especificamente, las células se lavaron
una vez utilizando un medio libre de suero DMEM. A las células, se afiadi6
500 ml del medio libre de suero (DMEM). Luego, a un tubo Falcon de 50 ml,
se afiadieron y mezclaron 6 ml de diluyente New DNA y 240 ug de ADN
pldsmido ADNpc3.1-DEST40-NM_031945 recuperado por el método
mencionado anteriormente. A otro tubo Falcon de 50 ml, se afiadieron y
mezclaron 4.8 ml de medio libre de suero (DMEM) y 1200 ul de agente
reactivo Geneporter™. La solucion ADN y la solucién Geneporter™™2 se
mezclaron y permitieron reposar a temperatura durante 20 minutos. Después
de esto, la mezcla de solucién con ADN-Geneporter™ se afiadi6 a las células
(4 ml/bandeja) y se cultivaron a 37°C en presencia de 5% CO,. Después de 4
horas, se afladio DMEM que contenia 20% de suero bovino en una cantidad

de 50 mi/bandeja y se cultivé a 37°C en 5% CO, de la noche & la mafiana.

d) Preparacién de la fraccion de membrana celular

Las células cultivadas mediante el método anterior se lavaron
con solucién reguladora PBS(-) (fabricado por Invitrogen). Las células se
recolectaron utilizando un raspador de células (fabricado por Sumitomo
Bakelite Co., Ltd.), y se suspendieron en 7 ml de solucién reguladora 5§ mM

Tris a pH 8.0. La solucién celular resultante se permitié reposar a 4°C durante
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30 minutos. Las células se trituraron utilizando un homogeneizador tipo B qu

Dounce (30 carreras) y se centrifugd a 1000G durante 10 minutos. El
sobrenadante se recuperd y se centrifugd a 78,000G utilizando un aparato de
centrifugado (fabricado por Hitachi) y el precipitado se recuperd. El precipitado
se someti® a un gradiente de densidad de azlcar para concentrar los
fragmentos de membrana. Mas especificamente, el precipitado se disolvié en
3 ml de una solucién de 57% de aziicar de solucién reguladora 0.25M Tris, pH
8.0. La solucién resultante se transfirié a un tubo de centrifugado. Una alicuota
de 3 ml de una solucién de 57% de azlcar y solucién reguladora 0.25M Tris,
pH 8.0 y 1.5 ml de una solucién de 37.5% de azlcar y solucién reguladora
0.25M Tris pH 8.0 se colocaron en capas secuencialmente sobre la solucién
de precipitado de células. Luego, se realiz6 el centrifugado utilizando un
aparato de centrifugado a 75,500G durante 16 horas. Se tomé una alicuota de
1 ml de la parte superior de cada tubo. A cada alicuota (fraccion), 10 mL de
solucién reguladora 5 mM Tris pH 8.0 se afiadieron y esto se sometid a
ultracentrifugado a 78,000G durante una hora para recuperar el precipitado. Al
precipitado 500 pl de solucién reguladora 5 mM Tris, pH 8.0 se afiadi6 y la
solucién de células se homogeneizé utilizando un homogeneizador tipo B
Dounce (10 carreras). La fracciébn de membrana celular se identificd mediante
método de Western blotting descrito en la seccibn “Confirmaciéon de

Expresion” y se utilizd como un inmundgeno.



10

15

20

113

EJEMPL 4

Inmunizacién de ratones y fusién celular

(4-1) Inmunizacién
1 ml (cantidad de proteina: 100 ug) de la solucién de fraccién de

membrana de las células que expresan oculospanina humana obtenidas en el
ejemplo 3 se inyectd peritonealmente en ratones BALB/C que tenian de 4 a 10
semanas de edad (comprados de Japan SLC Inc.). Después de dos semanas,
la misma solucién de fraccién de membrana (20 pug de proteina/ratéon) se

inyectd en la cavidad abdominal como una inmunizacién de refuerzo.

(4-2) Fusién Celular

Se extirpé el bazo de un ratdn a los tres dias después de la
inmunizacién de refuerzo y se afladié a 10 ml de un medio RPMI 1640 libre de
suero (10.4 g/, RPMI 1640 “Nissui*(1): fabricado por Nissui Pharmaceutical
Co., Ltd., en lo sucesivo como “medio RPMI libre de suero”) que contenian
solucién reguladora 20 mM HEPES (pH 7.3), 350 mg/ml, de carbonato acido
de sodio, 0.05 mM g-mercaptoetanol, 50 unidades/ml penicilina, 50 ug/ml
estreptomicina, y 300 pg/ml L de acido glutamico, y el bazo se triturd en la
malla de un filtro celular {filtro celular; fabricado por Falcon) utilizando una
espatula. La solucién de suspension celular que pasé a través de la malla se

centrifugd para recolectar ias células de bazo. Las células de bazo se lavaron
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dos veces con medio RPMI libre de suero, se suspendieron en medio RPMI
libre de suero y se contd el nimero de células.

Células de mieloma NSI (Coleccion de Cultivos Tipo
Estadounidense TIB-18) se cultivaron en medios ASF 104 (fabricado porr
Ajinomoto; en lo sucesivo conocida como el “medio ASF con contenido de.
suero”) que contenlan 10% FCS (fabricado por Gibco BRL) a 37°C en 5% de
gas CO, para que la densidad celular no excediera 1 x 10° células/ml. Las
células de mieloma asl preparadas se lavaron con medio RPMI libre de suero
en la misma manera como arriba y se suspendieron en medio RPMI libre de
suero y el nimero de células se conto.

La solucién de suspension celular NSI que contenla alrededor de
3 x 107 células y la solucién de suspension celular de bazo que contenla de
alrededor de 3 x 10° células y se sometieron a centrifugado, y luego el
sobrenadante se removid completamente. La operacién de fusién celular
abajo se realizd manteniendo simultaneamente el tubo centrifugo plastico que
contenia la pella en un vaso de precipitado que contenia agua caliente a 37°C.
A la pella, 1 ml de 50% (p/v) de polietilenglicol 1500 (fabricado por Boehringer
Mannheim) se afiadié lentamente mediante pipeta agitando simultineamente
la pella utilizando la punta. Posterior a esto, 1 ml del medio RPMI libre de
suero, calentado previamente a 37°C, se afiadi6 gentilmente dos veces y 7 ml
adicionales de medio RPMI libre de suero fueron afiadidos. Después del
centrifugado, se retid el sobrenadante y 10 ml de medio hipoxantina

aminopterina timidina (en lo sucesivo conocida como “medio HAT"; fabricado
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por Boshringer Mannheim) que contenia 10% FCS se, afiadié mediante pipeta
agitando gentilmente simultdneamente utilizando la punta. Después de que se
afiadieron 20 ml del medio HAT que contenlan 10% FCS, la solucioén
resultante se dispensé a una microplaca de cultivo celular de 96 pozos en una
cantidad de 100 pl/pozo y cultivéd en 37°C en 5% de gas CO, de gas. Siete a
ocho dias después, a los pozos que contenfan medio con un matiz de
amarillo, se afiadid® medio HAT fresco en una cantidad de 100 pl/pozo. Las
células fusionadas asl obtenidas se sometieron a clasificado al limitar el

andlisis de la ilusibn como se menciona a continuacion.

(4-3) Limitacién de dilucién
La glandula de timo se extirp6 de un ratén BALB/c hembra que

tenia de 4 a 10 semanas de edad (comprados con Japan SLC Inc.} y se trituré
en la malla de un filtro celular {filtro celular fabricado por Falcon) utilizando una
espatula. Las células que pasaron a través de la malla se lavaron dos veces
con medio de hipoxantina timidina (en lo sucesivo como el "medio HT",
fabricado por Boehringer Mannheim) que contenla 10% FCS. Las células de
glandula de timo del ratdn se suspendieron en 30 ml del medio HT que
contenia de 10% FCS. La solucién de suspension asi obtenida se utilizé como
una solucién celular alimentadora. La solucion de cultivo que contenlan las
células fusionadas obtenidas en la seccion (4-2) se diluyé de 10 a 100 veces
con la solucién celular alimentadora dependiendo de la densidad celular y

diluida en serie adicionalmente con la solucién celular alimentadora hasta que
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la densidad de las células fusionadas fue de 5 células/ml, 1 célula/ml y 0.5
células/ml. Cada una de las muestras as| preparadas se dispersé en una
microplaca de cultivo celular de 86 pozos en una cantidad de 100 pl por pozo

y se cultivé a 37°C en 5% de gas CO. durante 5 dlas.

(4-4) Clasificado

(4-4-1) ELISA celular

Las células que expresaban la oculospanina humana se
mantuvieron al cultivar en medio RPMI 1640 (fabricado por Invitrogen)
suplementado con 10% de suero de temera fetal (fabricado por Moregate
Biotech), 20 mM HEPES (fabricado por Sigma) y 55 uM 2-mercaptoetanol
(fabricado por Invitrogen) a 37°C en 5% de gas CO.. Las células que
expresan oculospanina humana en la fase de crecimiento logaritmico se
sembraron en un matraz de cultivo celular a una densidad de 2x10* cm? y se
cultivaron durante 3 dias. Las células que expresan oculospanina humana asl
preparadas se transfirieron a un tubo de 50 ml y se centrifugaron utilizando
HITACHI himac CF8DL a 1,000 rpm durante 5 minutos (condicibn de
centrifugado 1). El sobre nadante se retird6 y las células que expresan
oculospanina humana se suspendieron en un medio. Después de esto, el
nimero de células vivas se contd utilizando 0.4% de solucién de azul de
trifano (fabricado por Sigma). La densidad de las células que expresan

oculospanina humana vivas se ajust6é utilizando el medio para que fuera de
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107 células por mililitro y el medio resultante se dispersé a una placa con
fondo en U de 96 pozos en una cantidad de 100 ul/pozo. La placa con fondo
en U de 96 pozos se centrifugd utilizando un HITACHI himac CF8DL a 15,000
rem por un minuto {condicién de ‘oentn'fugado 2). El sobrenadante se removié
utilizando una punta 200 pl. La placa con fondo de U de 96 pozos se extrajo
en la superficie de lado para suspender las células que expresan
oculospanina humana. A la suspension, soluciones del sobrenadante de
cultivo de hibridoma cuyas concentraciones fueron ajustadas a 10 pg/ml, 5
pug/mi, 2.5 ug/ml con un medio enfriado en hielo, se afiadieron en una cantidad
de 100 pl/pozo. Mientras la placa con fondo de U de 96 pozos se agitd
utilizando un mezclador de placa (fabricado por Fujirebio Inc.) en intervalos de
15 minutos, se realizd una reaccién a 4°C durante 1.5 horas. Después de la
finalizacién de la reaccion, se centrifugé la placa con fondo de U con 96 pozos
bajo la condicién de centrifugado 2, y el sobrenadante se removié utilizando
una punta de 2b0 ul. Una solucién (PBS-5%FBS) preparada al afiadir 5% de
suero de temera fetal a PBS (-)(fabricado por Nissui Pharmaceutical Co., Lid.)
se afiadid a los pozos en una cantidad de 200 ul por pozo. Después de agitar
utilizando un mezclador de placa, se realizd el centrifugado bajo la condicién
de centrifugado 2 y el sobrenadante se removié utilizando una punta de 200
ul. Después de esto, la operacidn mencionada anteriormente se repitié 2
veces. La placa con fondo de U de 96 pozos se extrajo sobre la superficie
lateral para suspender las células que expresan oculospanina humana. A la

suspension, se afiadié anticuerpo IgG antihumano marcado con peroxidasa
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(fabricado por Kirkegaad & Pemry Laboratories) diluido 500 veces con PBS-
5%FBS enfriado en hielo en una cantidad de 100 pul/pozo. Mientras la placa
con fondo de U con 96 pozos se agitd utilizando un mezclador de placa en
intervalos de 15 minutos, se realizé una reaccién a 4°C durante 1.5 horas.
Después de la finalizacion de la reaccion, la placa con fondo de U de 96 pozos
se centrifugd utilizando la condicién de centrifugado 2 y el sobrenadante se
retird utilizando una punta de 200 ul. Después, se afladié PBS-5%FBS en una
cantidad de 200 ul/pozo y se agitd utilizando un mezclador de placa,
centrifugado bajo condicién de centrifugado 2, y luego el sobrenadante se
removi6é utilizando una punta de200 pl. Después de esto, la operacién
mencionada se repiti6 2 veces. La placa con fondo de U de 96 pozos se
extrajo sobre la superficie de lado para suspender las células que expresan
oculospanina humana. A la suspension, un sustrato para desarrolio de color
para peroxidasa (fabricado por Nacalai Tesque Inc.) ajustado a temperatura
ambiente fue afiadido en una cantidad de 100 pl/pozo y se agitd utilizando un
mezclador de placa durante 10 minutos. Después el centrifugado fue realizado
bajo la condicion de centrifugado 2, el sobrenadante se transfirié a la placa
con fondo plano de 96 pozos en una cantidad de 50 pl/pozo y se midid la

absorbancia a 405 nm utilizando un lector de placa (contador de marcas

maltiples 1420 ARVO, fabricado por PerkinElmer Inc.)

(4-4-2) Citometria de Flujo

139



10

15

20

119

Las células que expresan oculospanina humana obtenidas en el
ejemplo 3 se cultivan y crecen en un medio RPMI 1640 que contiene 10%
FCS a 37°C en 5% de gas CO,;. Una solucién de suspensién celular,
preparada para contener 1 x 107 células, se dispensé en una microplaca con
forma de U de 96 pozos (fabricada por Nunk) en una cantidad de 50 pl/pozo y
centrifugada (a 90 x g, 4°C durante 10 minutos). El sobrenadante se retir6 y el
sobrenadante de las células fusionadas cultivadas en la seccién (4-3) anterior
se afiadié en una cantidad de 50 pl/pozo y se agitd. Se permitié reposar a la
placa durante 1 hora sobre hielo, sometido a centrifugado (a 90 x g, 4°C
durante 10 minutos) y se removi6 el sobrenadante. Se lav$ la pella dos veces
con una solucién reguladora de pH citométrica de flujo (PBS que contenla 5%
de FCS y 0.04% (p/v) de azida de sodio) en una cantidad de 100 ul/pozo y se
afladié 50 ul de fraccion de IgG de anticuerpo de IgG de cabra, anti-raton,
diluida 500 veces (fabricada por Organon Technica), marcada con fluorescein-
5-isotiocianato (designado en lo sucesivo como °FITC®) como anticuerpo
secundario y se dej6 reposar sobre hielo durante una hora. Después de la
centrifugacion (a 90 x g, 4°C durante 10 minutos), se removié el
sobrenadante. Se lavé la pella dos vaces con 100 ul de solucién reguladora de
pH citométrica de flujo por pozo y después de ello se afiadié 50 pl de una
solucion de formalina al 3.7% y se dejé reposar la mezcla de solucién
resultante durante 10 minutos sobre hielo. De esta manera se inmobilizaron
las células. Después de la centrifugacion (a 80 x g, 4°C durante 10 minutos),

se removid sobrenadante. Se lavé la pella nuevamente con 100 pl de solucién
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reguladora de pH citométrica de flujo por pozo y se suspendié en 100 pl de
regulador de pH citométrico de flujo por pozo. Se usd esto como muestra para
la citometria de flujo. Se midi6 la intensidad de la fluorescencia FITC emitida
de las células en cada muestra, usando un citbmetro de flujo (Epics Elite
fabricado por Coulter) a una longitud de onda de excitacion de 488 nm y una
longitud de onda de deteccibn de 530 nm. Cuando la intensidad de
fluorescencia FITC de las células que expresan oculospanina humana
expuestas al sobrenadante del cultivo de células de fusién fue mucho mayor
(aproximadamente de 100 a 1000) que aquélla (aproximadamente 0.3) de las
células que expresan oculospanina humana no expuestas al sobrenadante del
cultivo de células de fusién, se seleccionaron las correspondientes células de

fusion.

(4-5) Clonacion

Se sometieron las células seleccionadas a la seccién (4-4)
anterior a una serie de pasos (4-3) a (4-4), cinco veces. De esta manera, se
obtuvieron varios clones de hibridoma que fueron capaces de producir un solo
anticuerpo capaz de unirse a céiulas que expresan oculospanina humana,

pero incapaces de unirse a células de origen no transfectadas.
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EJEMPL 5

Purificacién de anticuerpo monoclonal de oculospanina humana

Se cultivaron células de hibridoma de ratdn-ratén construidas en
el ejemplo 4, en 1 litro de medio de ASF que contenia 10% de FCS a 37°C en
gas CO; a 5% hasta que la densidad de células alcanz6 1 x 108 células/m!. Se
centrifugé (a 1,000 rpm durante 2 minutos), se descarid el sobrenadante y se
lavaron una vez las células reunidas, usando medio ASF libre de suero.
Después de ello, se resuspendieron las célula en 1 litro de medio ASF libre de
suero y se cultivaron a 37°C en gas CO2 a 5% durante 48 horas. Se centrifugé
la solucion de cultivo (a 1,000 rom durante 2 minutos) y se recuperd el
sobrenadante y se transfirié a un tubo de dialisis (peso molecular de Ilimite de
exclusién: 12,000 a 14,000, fabricado por Gibco BRL). Se realiz6 la didlisis
con respecto a la cantidad de 10 veces de solucién reguladora de pH de
fosfato de sodio a 10 mM en (pH 8.0). Se purificd crudamente la IgG contenida
en la solucién dentro del tubo de didlisis, usando un aparato cromatografico de
liquidos de alto rendimiento (sistema FPI_C, fabricado por Pharmacia) bajo las
condiciones descritas a continuacion:

Columna: columna DEAE Sepharose CL-6B (tamafio de columna
10 ml, fabricada por Phammacia).

Solvente: solucién reguladora de pH de fosfato de sodio a 10 mM
(pH 8.0).

Magnitud de flujo: 1 ml/minuto.
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Elucion: gradiente de concentracién lineal de cloruro de sodio a
1M (0-50%, 180 minutos).

Se fracciond el producto de elucibn a muestras de 5 ml. Se
verificd mediante el método ELISA el titulo de anticuerpo del anticuerpo de
oculospanina antihumana en cada fraccién, usando proteina de oculospanina
humana. En primer lugar, se afiadié una solucién de fraccion de membrana,
preparada de células que expresan oculospanina humana preparadas en el
ejemplo 3, a una microplaca de 96 pozos para ELISA en una cantidad de 100
pl/pozo y se mantuvo calients a 37°C durante 1 hora. Se descart6 luego la
solucién de fraccion de membrana y se lavd cada pozo tres veces con 100 pl
de PBS-Tween por pozo. Luego, se afiadié por pozo 100 ul de PBS que
contenian alimina de suero bovino al 2% y se mantuvo caliente a 37°C
durante 1 hora. Después de lavar tres veces con 100yl de PBS-Tween por
pozo, se afiadié 100 pul de fraccién de elucién y se mantuvo caliente a 37°C
durante una hora. Ademas, después de que se hubieron lavado los pozos tres
veces con 100 ul de PBS-Tween por pozo, se afladié anticuerpo de
inmunoglobulina anti-ratdn, marcada con peroxidasa de rabano picante
(fabricado por Amersham) diluido 2000 veces en PBS-Tween en una cantidad
de 100 ul/pozo y se dejé reaccionar a 37°C durante una hora, y se lavd de
nuevo tres veces con 100 ul de PBS-Tween por pozo. Subsiguientemente, se
afiadié un sustrato para peroxidasa de rédbano piante (fabricado por BioRad)

en una cantidad de 100 ul/pozo y se dej6 reposar durante 5 minutos y,
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después de ello, se midié la absorbancia de cada pozo a 415 nm, usando una
lectora de microplacas.

Consecuentemente, se reunieron las fracciones que exhibian
alta absorbancia y se cargaron sobre dos columnas de purificacion por
afinidad de anticuerpos (columna de proteina G Hitrap, volumen de columna:
5 ml, fabricada por Pharmacia). Después de lavar el interior de las columnas
con 25 ml de regulador de pH de equilibrio (20 mM, regulador de pH de fosfato
de sodio (pH 7.0) por columna, se eluyd el anticuerpo usando 15 mi de un
regulador de pH de elucidn (clorhidrato de glicina a 0.1 m (pH 2.7)) por
columna. Se reunié cada producto de elucion en un fubo de ensayo que
contenia 1.125 ml de trihidrocloridrato a 1M (pH 9.0). Inmediatamente
después de completar la elucién, se cargd el producto de elucién sobre la
porcidn superior de ofro filtro de forma de tubo de centrifugacién (Centriprep
10 fabricado por Grace Japan) y se centrifugd de nuevo a 3000 x g a 4°C
durante 2 horas. Después de que se hubo removido el filtrado reunido en la
porcién inferior del filtro, se afadid 15 ml de PBS a la parte superior y se
centrifugd nuevaments a 3000 x g a 4°C durante 2 horas. En total, se repitié
esta operacién cinco veces. A la quinta vez de la operaciéon, se realiz6 la
operacion de centrifugacion hasta que la cantidad de liquido en la porcion
superior del filtro hubo alcanzado 0.5 ml. Se usé el liquido que quedd en la

porcién superior como muestra del anticuerpo de oculospanina antihumana.
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EJEMPLO 6

Actlvidad citotéxica

Se midi6 la actividad citotdxica dependiente de los anticuerpos
como [ndice de bioactividad.

Se contd el nimero de células que expresan oculospanina
humana (ejemplo 3) mediante el método de tincién con azul Tryphan, se
ajustd la concentracién de las células a 1 x 10° células/ml con medio RPMI
1640 (fabricado por Invitrogen, designado en [0 sucesivo como el “medio
RPMI") que contenla 10% del suero bovino fetal (fabricado por Moregate). A
las células se les afiadié 2.5 pl de acido bis(acetoximetil)2,2':6'2"-terpiridino-
6,6"-dicarboxilico (agente marcador BATDA, fabricado por PerkinElmer), se
agitd bien y se incubd a 37°C en didxido de carbono al 5% durante 30
minutos, mientras se mezclaba en intervalos de 15 minutos invirtiendo el
cultivo. Al medio de cultivo se le afiadi® 10 ml de medio RPMI, se agitd y se
centrifugd a 1500 RPM durante 5 minutos. Se repitié esta operacién de lavado
otras dos veces. Se resuspendieron las células que expresan oculospanina
humana, marcadas con BATDA, en 10 ml de medio RPMI 1640. Se sembrd un
alicuota de 50 p (5 x 10® células) de la solucion de suspensién en cada pozo
de una microplaca de fondo redondo de 96 pozos la cual se prepard
previamente afladiendo un anticuerpo de oculospanina antihumana de ratén
purificada, ajustada previamente con medio RPMI 1640 a una concentracion

de 1ug/ml, o el sobreradante del medio de cultivo de hibridoma, y dejdndola

At
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en reposo a 4°C durante 30 minutos. Se dejé reposar la microplaca a 4°C
durante otros 30 minutos. A un pozo de control negativo se le afiadi6 ya sea
anticuerpo de oculospanina antihumana de ratdn, purificado, o medio RPMI
1640 en lugar de sobreradante de hibridoma

Se prepararon células efectoras como sigue. Se cultivaron
células J 774A.1) obtenibles de Dainippon Pharmaceutical Co., Ltd.) en
presencia de 100 ng/ml de factor estimulante de colonias de macréfagos
(fabricado por Sigma) durante 3 dias. Se conto6 el nimero de células J774A.1
mediante el método de tincién con azul Tryphan y se ajustd luego con medio
RPMI a una concentracién de 1 x 10° células/ml. A cada pozo de la
microplaca con fondo redondo de 96 pozos mencionada anteriormente, se le
sembrd 100 pl de allcuota (1 x 10° células) de las células. Se centrifugd la
placa a 1,500 rpm durante 5 minutos y se incubé a 37°C en gas CO; al 5%
durante 4 horas. A un pozo de control positivo se le afiadié Triton-X-100 al 1%
en lugar de las células efectoras, para destruir completamente las células que
expresan oculospanina humana marcada con BATDA. Después de una
incubacion de 4 horas, se tomé 20 ul del sobrenadante de cultivo de cada
pozo y se transfirié a una placa blanca de 96 pozos. A la placa se le afladié
200 ul de solucién de europio (fabricado por PerkinElmer). Se agit6 la placa a
temperatura ambiente durante 15 minutos y se midi6é la descomposicién de
fluorescencia con el tiempo.

Se calculd la proporcion de la induccidn de muerte celular en

cada pozo con base a la ecuacién siguiente:
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Proporcién de la induccion de muerte celular (%) = a (conteo
fluorescente para cada pozo de prueba — conteo secundario para el pozo de
control negativo)(conteo fluorescente para el pozo de control positivo —
conteo secundario para el pozo de control negativo) x 100.

Mediante la comparacibn con un control que contiene
sumamente medio RPMI 1640, se confirmd que se indujo la muerte celular de
células que expresan oculospanina humana, mediante la adicién del
anticuerpo de oculospanina humana de ratén, purificada, o el sobrenadante de

hibridoma.

EJEMPLO 7

Preparacién de células que expresan oculospanina humana y su fraccién
de membrana como inmunégeno y antigeno para detectar anticuerpo

a) Construccion del pEF/DEST51-NM 031945 plasmidico
Se cloné el ADNc NM_031745 obtenido en el ejemplo 2a al

vector pENTR/D-TOPO, usando el equipo de clonacion pENTR Directional
TOPO (fabricado por Invitrogen) de acuerdo con el protocolo provisto. Se
mezcld ADNc NM-031945 con el vector pENTR/ D-TOPO que tenia
topoisomerasa unida al mismo, en un regulador de pH de reaccién provisto
con el equipo y se incub6 a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Usando el producto de reaccién obtenido, se transformaron E. coli.

quimicamente competentes con Oneshot TOP10 (fabricado por Invitrogen) y

194
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se cultivd en medio de agar LB que contenia 50 pg/ml de canamicina. Se
seleccionaron las colonias resultantes de E. coli resistentes a la canamicina, y
se cultivaron en 1 ml de medio TB liquido que contenla 50 pug/ml de
canamicina a 37°C durante una noche. Se aislé el ADN plasmidico y se
purificd, usando un equipo Montage Plasmid Miniprepgs (fabricado por
Millipore). Enseguida, se sometié el ADN plasmidico asl obtenido a una
reaccion de secuenciacibn que se realiza usando un equipo BigDye
Teminator v3.0 Cycle Sequencing Ready Reaction de acuerdo con el
protocolo provisto, se analizd la secuencia de nucledtidos usando un
analizador de ADN ABI PRISM 3100 (fabricado por Applied Biosystem). Como
resuitado, se confimé que el ADNc (secuencia ID No. 1 del listado de
secuencias) que tiene un marco de lectura abierta de la secuencia de
nucledtidos representada por el acceso No. NM-031945 estaba en el vector
pENTR/D-TOPO.

Luego, se transfii® el gen al vector de expresion
pcDNA3.1/DEST40 (fabricado por Invitrogen) mediante el uso del sistema
GATEWAY™. Mas especificamente, se mezclé 4 p de GATEWAY™
fabricado por Invitrogen), 4 ul del regulador de pH de reaccién LR, 0.3 ug de
PENTR/D-TOPO-NM_031945, 0.3 ug de pcDNA3.1/DEST40, con regulador de

pH TE para preparar una solucion de 20 pl, la cual se dejé reaccionar a 25°C

durante una hora. Después de completar la reacciéon, se afiadié 2 pul de
proteinasa K y se realiz6 la reaccion a 37°C durante 10 minutos. Se

transfectaron E. coli quimicamente competentes OneShot TOP10 (fabricado

g
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por Invitrogen) con el producto de reaccién y se cultivaron sobre medio de
agar LB que contenla 50 pg/ml de ampicilina. Se seleccionaron las colonias
resultantes E. coli, resistentes a la ampicilina, y se encubaron en 100 ml de
medio LB liquido que contenla 50 ug/ml de ampicilina a 37°C durante una
noche. Como resultado se aisl6 ADN plasmidico (pcDNA3.1Dest40-
NM_03945) y se purific6 usando el equipo Plasmid MAXI (fabricado por
Qiagen).

Similarmente, se transfii® el gel al vector de expresién
pEF/DEST51 (fabricado por Invitrogen) mediante el uso del sistema
Gateway™. Para explicar mas especificamente, se mezcid otro W de
GATEWAY™ LR Clonase ™ Enzyme Mix (fabricado por Invitrogen), 4 ul de
regulador de pH de reaccién LR, 0.3 pg de pENTR/D-TOPO-NM_031945 y
0.3ug de pEF/DEST51, con el regulador de pH TE para preparar una solucion
de 20ul y dejar reaccionar a 25°C durante una hora. Después de la reaccion,
se afladi6 2 ul de proteinasa K y se dejé reaccionar a 37°C durante 10
minutos. Se transformaron E. coli quimicamente competentes OneShot
TOP10 (fabricado por Invitrogen) con el producto de reaccién obtenido y se
cultivaron sobre medio de agar LB que contenia 50 pg/ml de ampicilina. Se
seleccionaron las colonias resultantes de E. coli, resistentes a la ampicilina, y
se cultivaron en 100 ml de medio LB liquido, que contenla 50 pg/ml de
ampicilina, a 37°C durante una noche. Como resultado, se aisl6é el ADN (PEF-
DEST51-NM_031945) y se purific6 usando el equipo plasmidico Plasmid

MAX] (fabricado por Qiagen).

1‘\6
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b) Transfeccion de células BALB-3T3 y células 293 de con el

PEF-DEST51-NM_031945 plasmidico
Se cultivaron células BALB-3T3 (obtenibles de RIKEN, clon A31)

en 330 cajas para cultivo de células de 150 mm (area de cultivo: 148 cm?
fabricado por IWAKI) que contenian medio de Dulbecco's Modified Eagle
(designado en lo sucesivo como el "“DMEM®, fabricado por SIGMA)
suplementada con 10% de suero bovino (fabricado por GIBCO; designado en
lo sucesivo como “BS") a 37°C en gas CO. al 5% hasta alcanzar un estado
semiconfluente. Después de ello, se transfectaron las células BALB-3T3 con
el pEF-DEST51- NM_031945 plasmidico. Se realizd a transfeccion de células
BALB-3T3 por lipofeccién usando el reactivo de transfeccién de Geneporter™
2 fabricado por Gene Therapy Systems. Mas especificamente, se lavaron las
células una vez con medio libre de suero (DMEM) y se afiadié 20 ml de medio
libre de suero (DMEM). Luego, a un tubo de Falcon de 50ml se le aiiadi6 0.6
ml de diluyente New DNA y 24 ug de ADN plasmidico (pEF-DEST51-
NM_031945) recuperado mediante el método mencionado anteriormente y se
mezcld. A otro tubo de Falcon de 50 mi de le afladié 0.35 mi de medio libre de
suero se (Opti-MEM |, fabricado por GIBCO) y 84 pul de reactivo de
Geneporter'™ 2 y se mezcl6. Se mezclaron la solucion de ADN y la solucién
Geneporter'™ 2 y se dejaron reposar a temperatura ambiente durante 20
minutos. Después de ello, se afadid la mezcla de solucion de ADN-

Geneporter'™ 2 a las células (1ml/caja) y se cultivé a 37°C en CO; al 5%.
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Después de 3 horas, y se reemplazé con 20 mi de DMEM que contenia suero
bovino al 10% por caja y se cultivé a 37°C durante una noche en CO; al 5%.
Ademas, se introdujo pEF-DEST51-NM_031945 plasmidico en
células 293T como sigue. Se realizd la introduccién a las células 293T usando
el reactivo LIPOFECTAMINE 2000 (fabricado por Invitrogen). Se sembraron
las célulss 293T a una densidad de 2.5 x 10° células/ 9.2cm? y se cultivaron a
37°C durante una noche en CO2 al 5%. En un tubo de polipropileno de 5 ml,
se mezclaron 10 ul de reactivo LIPOFECTAMINE 2000 y 250 pl de medio de
suero reducido OPTI-MEM | (fabricado por Invitrogen) y se dejaron reaccionar
uno con otro a temperatura ambiente durante 5 minutos. En otro tubo de
polietileno de 5 pl, se mezclaron 4 ug de (pEF-DESTS51-NM_031945)
plasmidico y 250 pul de medio de suero reducido OPTI-MEN |. Se mezclaron la
solucién de LIPOFECTAMINE y la solucién de.ADN y se dejaron reaccionar
una con otra a temperatura ambiente durante 20 minutos. Se removid el
sobrenadante de las células 293Tcultivadas durante una noche y se afiadi6
medio Dulbecco’s Modified Eagle (fabricado por Gibco) libres de antibiético
que contenia suero de becerro fetal al 10% (fabricado por Moregate) a las
células en una cantidad de 2ml/9.2 cm? Se afiadi6 la mezcla de solucién
LIPOFECTAMINE/ADN a las células 293T y se encubaron a 37°C en gas CO;

al 5% durante dos dias.

c) Preparacién de la fraccién de membranas angular (10 litros)
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Se lavaron las células cultivadas mediante el método
mencionado anteriormente, con una solucion reguladora de pH PBS (-)
(fabricado por Dainippon Phamaceutical Co., Ltd). Se reunieron las células
usando un raspador de céiulas (fabricado por IWAKI) y se suspendieron en
230 ml de una solucién reguladora de pH de Tri.s a 5 mM, pH 7.4. Se dej6
reposar la solucién celular resultants a 4°C durante 30 minutos. Se trituraron
las células usando un homogenizador Dounce de tipo B (50 golpes) y se
centrifugd a 1000G durante 10 minutos. Se recuperé el sobrenadante y se
centrifugdé a 1000G durante 10 minutos usando un aparato de
ultracentrifugacion (fabricado por KUBOTA) y se recuperd el sobrenadante.

Se centrifugb el sobrenadante a 78,000G durante 100 minutos
usando un aparato de ultracentrifugacién (fabricado por BECKMAN) y se
recuperd el precipitado. Al precipitado se le sobrepuso 14 mi de sacarosa al
57% en regulador de pH de Tris y se sometié a un gradiente de densidad de
azucar a 78,000G durante 16 horas a 4°C. Como resultado, se recuperd el
fragmento de membrana de la capa superior. A la fraccién de membrana se le
afiadié 55 ml de regulador de pH de Tris a 5 mM, pH 7.4, y se centrifug6 a
78,000G durante 60 minutos a 4*C. Se recuperd el precipitado. Al precipitado
so le affadié 1500 pl de regulador de pH de Tris a 5 mM, pH 7.4, y luego se
homogeneizd la solucién celutar con el homogeneizador de tipo B (10 golpes).
Se identificé la fraccibn de membrana usando un método Westemn blotting

descrito en la seccién “Confirmacién de la expresién®.

149
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EJEMPLO 8

Inmunizacién de ratones y fusién de células

a) Inmunizacién
Se inyectaron intraperitonealmente 1 x 107 células de las células

que expresan el gen de oculospanina humana obtenidas en el Ejemplo 7 a
ratones hembra BALB/c que tenlan 5 semanas de edad (compradas de Japdn
SLC Inc). Después de 2, 4, 6 y 8 semanas, se inyectaron
intraperitonealmente las células que expresan el gen de oculospanina humana

(1 x 107 células/ratdn) como reforzador de la misma manera.

b) Fusién de células
Se extirpd el bazo de un ratén en el cuarto dias después de la

inmunizacion de refuerzo y se afiadié a 10 ml de medio MEM libre de suero
(9.4 g/, medio Eagle MEM “Nissui® (1): fabricado por Nissui Pharmaceutical
Co., Ltd., designado en los sucesivo como “medio MEM libre de suero®) que
contenla regulador de pH HEPES a 10 mM (pH 7.4), 0.02 mg/l de carbonato
acido de sodio y 300 ug/ml de acido L-glutdmico, y se retiraron luego las
células de bazo usando un.a jeringa 21G’ y pinzas. Se centrifugd la solucién de
suspensidon de células para precipitar las células de bazo. Se lavaron dos
veces las células de bazo con el medio MEM libre de suero y se suspendieron

en medio MEM libre de suero y se contd el nimero de células.
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Se cultivaron células de mieloma SP2/0 en medio de cultivo de
mieloma {(designado en lo sucesivo como el “medio ME") que contenla FBS al
15% (fabricado por GIBCO), 306 ug/ml de acido glutamico y p-mercaptoetanol
a 0.05 mM a 37°C en presencia de gas diéxido de carbono al 7% de tal
manera que la densidad de células no excediera 1 x 10° células/ml. Las
células de mieloma SP2/0 asf cultivadas se lavaron con el medio MEM libre de
suero y se suspendieron en medio MEM libre de suero y se contd el nimero
de células.

Se mezclaron las células que contenian solucién de suspension
de células SP2/0, el nimero de las cuales comespondia a aproximadamente
1/5 de las células de bazo, y la solucién de suspension para fodas las células
de bazo. Después de la centrifugacién, se removié el sobrenadante
completamente. Se realizé la operacion de fusibn de ceélulas que sigue,
mientras que se mantuvo a temperatura ambiente el tubo de centrifugacién de
plastico que contenia la pella. A la pella se le afladié lentamente 1 ml de
polietilenglicol 4000 (fabricado por Merck) al 40% (p/v), mientras se agitaba el
tubo de centrifugacion. Después de ello, se afiadi6 suavemente tres veces 9
ml de medio MEM libre de suero calentado previamente a 37°C. después de la
centrifugacién, se removié6 el sobrenadante y se afadid el medio de
hipoxantinaminopterintimidina (designada en lo sucesivo como el “medio
HAT",; fabricado por SIGMA) que contenia FBS al 20% usando una pipeta,
mientras se agitaba suavemente con la punta de la pipeta, de tal manera que

la densidad de células llegara a ser 2.5 x 10° células/ml. Se suministrS el
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medio HAT a una microplaca para cultivo de células de 96 pozos en una
cantidad de 100 ul/pozo y se cultivé a 37°C en presencia de gas didxido de
carbono al 7%. Después de un dia, se afiadié medio HAT nuevo a todos los
pozos en una cantidad de 100 pl/pozo y, después de ello, se reemplazd el
medio con medio nuevo en intervalos de 2 a 3 dias. Las células fusionadas asi
obtenidas se sometieron a clasificacién por analisis de dilucién limitativa como

se menciona a continuacion.

c) Dilucion limitativa

La solucibn de cultivo que contenifa las células fusionadas
obtenidas en la seccién (b) anterior se diluyd en serie, de tal manera que la
densidad de las células fusionadas en e medio HT (medio HY en el caso de la
segunda clonacién o mas tarde) llegara a ser 1 célula/pozo (10 células/ml) y 5
células/pozo (50 células/ml). Se suministré6 cada una de las muestras as!
preparadas en una cantidad de 100 ul por pozo en una microplaca de 96
pozos que ya contenia 100 pl de medio HY y se cultivaron las microplacas a

37°C en presencia de gas diéxido de carbono al 7% durante 10 dias.

d) Clasificacion
d-1) ELISA

Se prepard la fraccibn de membrana celular obtenida en el
ejemplo 7, de una solucién de 1 pg/ml suministrada a una placa EIA de 96

pozos (fabricada por COSTAR) en una cantidad de 50 pl/pozo. Después de
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que se hubo dejado reposar la placa a 4°C durante un dla, se descartd la
solucion de antigeno dentro de la placa, agitando el pozo y se afiadié por pozo
80 pl de una solucién que compendia BSA al 1% en PBS (-). Se seli6 la placa
y se almacend a 4°C hasta su uso. Cuando se uso, se puso de nuevo la placa
a temperatura ambiente y se lavd tfres veces usando un Serawasher
(fabricado por Bio-Tec) mediante el cual se suministr6 PBS (PBS-T) que
contenlia Tween 20 al 0.1%. Como anticuerpo primario, se afiadié a cada pozo
50 ul de sobrenadante de cultivo de células obtenidas después de 10 a 12
dias de la fusidn de células y se dejé reposar a temperatura ambiente durante
una hora. Después de completar la reaccién y con el anticuerpo primario, se
lavé la placa tres veces con PBS-T y se afiadié a los pozos anticuerpo IgG
anti-ratén marcado con fosfatasa alcalina (fabricado por BIO SOURCE) diluido
5000 veces con una solucién (solucién de dilucién de antigeno) que contenia
BSA al 0.5% afiadido a PBS-T, en una cantidad de 50 pl/pozo y se dejo
reposar a temperatura ambiente durante una hora. Después de completar la
reaccion con el anticuerpo secundario, se disolvid un substrato de emisiéon de
colores para fosfatasa alcalina, fosfato de p-nitrofenilo, 2Na6H20 (pNPP,
fabricado por Wako Pure Chemical Industries Ltd.) puesto de nuevo a
temperatura ambiente, a una concentracién de 1 mg/ml en regulador de pH de
pNPP (97 mi/l de dietanolamina, 0.1 g/l de MgCl2-6H20, pH 9.8) y se afiadi6 a
los pozos en una cantidad de 100 pl/pozos. Se midié la absorbancia a 405 nm
y 630 nm usando una lectora de placas (fabricada por Nalgene Nunc

International).
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d-2) citometria de flujo ~
Las células de cultivo HEK293 obtenidas en el ejemplo 7 se

cultivaron en medio de DMEM que contenla FBS al 10% a 37°C en gas CO, al
5%. Después de la transfeccion, se cultivaron las células durante 24 horas y
86 prepard una solucién de suspension de células de manera que contuviera 2
x 107 células/ml. Se suministrd la solucién de suspensién de células a
microplacas con fondo en forma de V de 96 pozos (fabricadas por Coming) en
una cantidad de 50 ul/pozo y se sometié a centrifugaciéon (100 x g, 20°C
durante 5 minutos). Se removié el sobrenadante y se afladié el sobrenadante
de las células fusionadas cultivadas en el paso {c) en una cantidad de 50
pl/pozo, se agitd, se dejé en reposo sobre hielo durante 0.75 horas, se
centrifugd (100 x g, 20°C durante 5 minutos), y se removié luego el
sobrenadante. Se lavé la pella dos veces con una solucién reguladora de pH
de citometria de flujo (MEM que contenia FBS at 5%) en una cantidad de 150
ul/pozo. Después de ello, a la pella se le afiadié 100 pl de anticuerpo 1gG anti-
ratbn de conejo diluido 33 veces (fabricado por Wako Pure Chemical
Industries Ltd.) marcado con fluorecin-5-isiocianato (designado en los
sucesivo comun “FITC") como anticuerpo secundario, se dej6 reposar sobre
hielo durante 0.75 horas, y- se sometié a centrifugacién (1000 x g, 20°C

durante 5 minutos). Se removid el sobrenadante, se lavd la pella dos veces

- con regulador de pH de citometria de flujo usando 150 pl/pozo y se suspendid

en el regulador de pH de citometria de flujo en una cantidad de 50 pl/pozo. Se
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usoO éste como muestra para citometria de flujo. En cada muestra, se midio la
intensidad de fluorescencia FITC emitida de las células, por citometria de
(FC500, fabricado por BECKMAN) a una longitud de onda de excitacién de
488 nm y una longitud de onda de deteccién de 530 nm. Como resultado, se
seleccionaron las células fusionadas de la muestra que exhibla mayor
intensidad fluorescente FITC que aquéllas de las células que expresan el
transiente HEK293 a las cuales no se les afiadi6 el sobrenadante del cultivo

de células de fusion.

e) Clonacion

Las células seleccionadas en el paso d) anterior se sometieron
dos veces a las operaciones de una serie de pasos c) al d). Como resultado,
se obtuvieron varios clones de hibridoma que produjeron un anticuerpo
monoclonal que se une a células que expresan el transiente HEK293, pero no
se une a células a las cuales no se ha introducido el pldsmido de expresion de
oculospanina antihumana. Una de las cepas de hibridoma asi clonadas se
designé como O3B8-2C9-4F3 y se depositd en el Depositario de Organismos
de Patentes Intemacionales del Instituto Intemacional de Ciencia y Tecnologia
Industrial Avanzada con fecha del 17 de febrero del 2004 con el depdsito No.
FERM BP-08627.

EJEMPLO 9

Purificacién de anticuerpo monoclonal de oculospanina antihumana

204
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El hibridoma de ratdn-ratdn preparado en el ejemplo 8 se
suspendid en medio HY a una concentracion de 1 x 10° células/ml y se dej6
reposar a 37°C en presencia de diéxido de carbono al 7% durante 3 dias. Se
centrifugd la solucién de cultivo asl abtenida, a 1600 rpm durante 5 minutos.
Se recuperd el sobrenadante y se purificé la IgG aproximadamente como
sigue:

Regulador de pH de union: pH 7.0 (NazHPO4+12H.0 a 20 mM,
NazHPO4+2H20 a 20 mM).

Regulador de pH de elucién: pH 3.0, glicina-HCI a 100 mM.

Regulador de pH de neutralizacién: pH 9.0, Tris-HCl a 1M.

Se tomd una allcuota requerida de portador de protelna G
(fabricado por Amersham Biosciences). Después de que se hubo removido el
etanol, se lavd dos veces la alicuota de portador de proteina G con agua
ultrapura y se lavé una vez con el regulador de pH de union. Se afiadio el
regulador de pH de unién al portador de alicuota de proteina G para hacer una
suspensién de gel al 50%. Se afiadié la suspensién de gel de proteina G al
sobrenadante de hidridoma. Se hizo girar la mezcla resultante a 4°C durante
24 horas y se lavd tres veces con mguladc;r de pH de unién, Después de
lavar, se afiadié el regulador de pH de elucién para dejar eluir el anticuerpo. El
producto de elucién fue recibido por un tubo que contenia regulador de pH de
neutralizaciébn en una cantidad de 1/10 del regulador de pH de elucién. Se

cargé el producto de elucién sobre la porciéon superior de un ultrafiltro de un
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tubo de muestra (Amicon Ultrafree-MC: fabricado por Millipore) y se centrifugé
a 5000 x g, 4°C durante 20 minutos. Mientras se reunio el filtrado en la porcién
inferior del filtro, se afiadié el producto de elucién de tal manera que la
cantidad de liquido en la porcién superior del filtro fuera por lo menos de 50 pl.
Después de que se hubo afiadido toda la cantidad de producto de elucion, se
afiadi6 PBS (-) en el volumen el triple del producto de elucién. De esta
manera, se realizd el intercambio de reguladores de pH. Se trat6 el liquido que
sobré en la porcion superior del filtro, como la muestra de anticuerpo de

oculospanina antihumana.

EJEMPLO 10

Actlvidad cltotéxica

Como Indice de actividad biolégica, se midié la actividad
citotoxica dependiente del anticuerpo. Se contd el nimero de células que
expresan la oculospanina humana preparadas en el ejemplo 7, mediante el
método de tincidn con azul Tryphan y después de ello se ajustd la
concentracion de las células con medio RPMI 1640 (fabricado por Invitrogen,
designado en lo sucesivo como “medio RPMI") que contenia suero bovino
fetal al 10% (fabricado por Moregate) a 8 x 10° células/0.4 ml. Se le afladi6
luego a las células 40 yl de Chromium-51 (cromato de sodio fabricado por
Amersham Bioscience), se incubaron las células a 37°C en CO; al 5% durante

2 horas. A las células se les afiadi6 8 ml de medio RPMI, se agitaron y se

206
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centrifugaron luego a 1,500 rpm durante 5 minutos. Se repitié esta operacion
de lavado otras dos veces. Las células que expresan la oculospanina humana,
marcadas con Chromium-51, asi obtenidas, se resuspendieron en 4 ml de
medio RPMI! y se sembraron en una placa con fondo redondo de 96 pozos, en
la cual estaba presente ya 50 ul de 5ul/ml de anticuerpo de oculospanina
antihumana, de ratén, purificado, ajustado con medio RPMI, en una cantidad
de 50 ul (1 x 10* células) por pozo y se dej6 reposar a 4°C durante 30
minutos. En un pozo de control negativo o pozo de medicion secundaria, se
afiadié medio RPMI en lugar del anticuerpo de oculospanina antihumana, de
ratén, purificado.

Se prepararon células efectoras como se menciona a
continuacién. Se tomaron células de bazo de ratén BALB/c-nu/nu (hembra, 7
semanas de edad) de acuerdo con el método habitual. Luego se cont6, el
nimero de células mediante el método de tinciébn con azul Tryphan, se ajustd
la concentracién de las células con medio RPMI a 1.5 x 107 células/ml. Se
sembraron las células a microplacas con fondo redondo de 86 pozos en una
cantidad de 100 pl (1.5 x 10° células/ml) por pozo, se centrifugaron a 1,500
rpm durante 5 minutos y se incubaron a 37°C en CO; al 5% durante 4 horas.
Al pozo de control positivo se le afiadié Triton-X-100 al 2% en lugar de las
células efectoras a fin de destruir completamente las células que expresan la
oculospanina humana, marcadas con Chromium-51. Al pozo de medicién
secundaria se le afiade medio RPMI en fugar de las células efectoras.

Enseguida, se realizd |la incubacién durante 4 horas, se tom6 50 pl del

20X
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sobrenadante de! cultivo de cada uno de los pozos y se transfiri6 a una placa
Luma de 96 pozos (fabricada por PerkinElmer). Se deshidraté la placa a 50°C
durante una noche, se midié la cantidad de Chromium-51 en cada pozo
mediante un contador de escintilacibn e microplacas (TopCourt NTX,
fabricado por PerkinElmer).

Se calculd el régimen al cual se indujo la muerte celular de
acuerdo con la siguiente férmula:

Régimen de induccién de la muerte celular (%) = (conteo de
radioactividad para cada pozo de prueba — conteo secundario para el pozo de
control negativo)(conteo de radioactividad para el pozo de control positivo —
conteo secundario para el pozo de control negativo) x 100.

En comparacién con el control negativo, se confimé que la
adicién que el anticuerpo de oculospanina antihumana de ratdn, purificado
(figura 5) indujo la muerte celular en las células que expresan la oculospanina

humana.

Aplicabilidad industrial

En virtud de la presente invencién, se halld que el nivel de
expresion de la oculospanina humana en el melanoma es significantemente
alto. De acuerdo con la presente invencién se provee un método para detectar
el cancer usando el gen de oculospanina humana y un equipo para deteccién

de cancer, y se provee ademéas un anticuerpo que tiene actividad citotéxica

209
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contra la oculospanina y una composicién farmacéutica para tratar el cancer Vq

que contiene el anticuerpo.

Texto libre de listados de secuencia
Secuencia ID No. 5: iniciador de sentido de PCR para la

amplificacion de oculospanina humana.,
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NOVEDAD DE LA INVENCION

REIVINDICACIONES

1.- Un anticuerpo caracterizado porque se une especificamente a
la oculospanina humana y tiene actividad citotéxica contra una célula que
expresa esa proteina.

2.- Un anticuerpo caracterizado porque se une especlficamente a
una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos representada por la
secuencia ID No. 2 del listado de secuencias y/o a una secuencia de
aminoécidos representada por la secuencia ID No. 4 del listado de secuencias
y que tiene actividad citotdxica contra una célula que expresa la{s) protelna(s).

3.- El anticuerpo de conformidad con la reivindicacién 1 ¢ 2,
caracterizado ademas porque la actividad citotdxica es citotoxicidad mediada
por una célula dependiente del anticuerpo.

4.- El anticuerpo de conformidad con la reivindicacion 1 6 2,
caracterizado ademas porque la actividad citotdxica es citotoxicidad
dependiente de un complemento.

5.- El anticuerpo de conformidad con la reivindicacién 1 6 2,
caracterizado ademas porque la actividad citotéxica es citotoxicidad mediada

por una célula dependiente de un complemento.

20
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6.- El anticuerpo de conformidad con la reivindicacién 1 6 2,
caracterizado ademas porque la actividad citotdxica es la induccién de
apoptosis.

7.- El anticuerpo de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, caracterizado ademas porque dicho anticuerpo es un
anticuerpo monocional.

8.- El anticuerpo de conformidad con la reivindicacién 7,
caracterizado ademas porque dicho anticuerpo es producido por el hibridoma
de ratén O3B8-2C9-4F3 (FERM BP-08627).

9.- El anticuerpo de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8, caracterizado ademas porque dicho anticuerpo es
humanizado.

10.- El anticuerpo de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7, caracterizado ademas porque dicho anficuerpo es un
anticuerpo humano completo.

11.- El anticuerpo de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10, caracterizado ademas porque dicho anticuerpo es un
anticuerpo IgG.

12.- Un método para detectar el cancer, caracterizado porque
comprende los pasos 1) a 4) de: 1) extraer la fraccion total de ARN de un
espécimen tomado de un sujeto de prueba; 2) extraer la fraccién total de ARN
de un espécimen tomado de un sujeto sano; 3) medir el nivel de expresién de

un polinucledtido representado por los siguientes a) o b) en las fracciones
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totales de ARN derivadas de los pasos 1) y 2): a) un polinucleétido que
comprende una secuencia de nucleétidos representada por la secuencia ID
No. 1 del listado de secuencias; b) un polinucleétido que se hibrida con un
polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos complementaria
a la del polinucledtido de acuerdo con a) en condiciones astringentes; y 4)
analizar la diferencia del nivel de expresién del polinucledtido entre las
fracciones fotales de ARN derivadas del paso 1) y del paso 2), medidas en el
paso 3) y detectar asl el cancer en el sujeto de prueba del paso 1).

13.- Un método para detectar el cancer, caracterizado porque
comprende los pasos 1) a 3) de: 1) medir el nivel de expresion de una
protelna que comprende una secuencia de aminoacidos representada por la
secuencia ID No. 2 del listado de secuencias y/o el nivel de expresién de una
protelna que tiene una secuencia de aminodcidos representada por la
secuencia 1D No. 4, en un espécimen tomado de un sujeto de prueba; 2)
medir el nivel de expresién por lo menos de una de las protelnas de acuerdo
con el paso 1) en un espécimen tomado de un sujeto sano; y 3) analizar una
diferencia del nivel de expresién entre la proteina detectada en el paso 1) y la
protelna detectada en el paso 2) y detectar asi el cancer en el sujeto de
prueba.

14 .- El método de conformidad con cualquier reivindicaciéon 12 6
13, caracterizado gdemés porque el cancer s cancer de piel.

15.- El método de conformidad con cualquier reivindicacion 12 6

13, caracterizado ademas porque el cancer es melanoma.
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16.- El método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 12, 14 y 15, caracterizado ademés porque el nivel de
expresién del polinucledtido se mide por Northemn blotting, dot blotting, slot
blotting, RT-PCR, ensayo de proteccién de ribonucleasa o un ensayo de inicio
transcripcion (run-on).

17.- El método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 12, 14 y 15, caracterizado ademéas porque el nivel de
expresion del polinucleétido se mide usando un chip o arreglo de genes
preparado de ADN que comprenden ADN complementarios derivados del
espécimen o de secuencias parciales de ADN complementarios.

18.- El método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 13 a 15, caracterizado ademéas porque el nivel de expresion
de la proteina se mide usando un anticuerpo o un ligando que se une
especificamente a la proteina.

19.- El método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 13 a 15, caracterizado ademés porque el nivel de expresién
de la protelina se mide por Westemn blotting, dot blotting, slot blotting o ensayo
inmunosorbente enlazado con encimas (método ELISA).

20.- Un equipo de deteccidn para cancer, caracterizado porque
comprende por lo menos un componente seleccionado de los siguientes 1) a
3): 1) un iniciador de oligonucleétido de 15 a 30 bases contiguas de longitud
capaz de amplificar especlficamente un polinucledtido que comprende una

secuencia de nucledtidos representada por la secuencia ID No. 1 del listado

23
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de secuencias; 2) una sonda de polinuclettidos no menor que 15 nucleétidos
contiguos capaces de hibridarse con un polinucleétido que comprende la
secuencia de nucledtidos representada por las secuencias ID No. 1 del listado
de secuencias en condiciones astringentes y detectar asl el polinucleétido; 3)
un espécimen inmovilizado que tiene un polinucledtido que comprende las
secuencias de nucledtidos representada por la secuencia ID No. 1 del listado
de secuencias inmovilizada sobre el mismo.

21.- Un equipo de deteccién para cancer, caracterizado porque
comprende por lo menos uno de los siguientes componentes 1) y 2): 1) un
anticuerpo capaz de unirse especificamente a una proteina que tiene una
secuencia de aminoécidos representada por la secuencia de ID No. 2 del
listado de secuencias y/o una secuencia de aminoacidos representada por la
secuencia ID No. 4 del listado de secuencias y detectar asl la(s) proteina(s);
2) un anticuerpo secundario capaz de unirse a un anticuerpo de acuerdo con
el 1) anterior.

22.- El equipo de conformidad con la reivindicaciébn 20 6 21,
caracterizado ademéas porque el cancer es cancer de piel.

23.- El equipo de conformidad con la reivindicacion 20 6 21,
caracterizado ademas porque el cancer es melanoma.

24- Una composicién farmacéutica para tratar el céncer,
caracterizada porque comprende por lo menos uno de los anticuerpos que se

reclaman en la reivindicacion 1 a 11.

AL
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25.- Una composicidn farmacéutica para tratar el cancer,
caracterizada porque comprende un oligonucledtido que tiene una secuencia
de nucleétidos complementaria a una secuencia de nucleétidos representada
por la secuencia ID No. 1 del listado de secuencias 0 una secuencia parcial de
la secuencia de nucledtidos de la secuencia ID No. 1.

26.- La composicibn farmacéutica de conformidad con la
reivindicacion 24 6 25, caracterizada ademas porque el cancer es cancer de
piel.

27.- La compasicibn farmacéutica de conformidad con la

reivindicacion 24 6 25, caracterizada ademéas porque el cancer es melanoma.

COLO 01579841 0195
JDFND-143

29
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a un método para detectar el

céancer mediante el uso de un oncogén, a un método para clasificar un

5 compuesto activo (til para tratar y/o prevenir el cancer y a una composicion
farmacéutica para el tratamiento y/o la prevenciébn del cancer, mas
especlificamente, la presente invencién provee un método para detectar el
cincer basado en la expresidn del gen de oculospanina humana como
marcador y una composicién farmacéutica que contiene un anticuerpo capaz

10 de reconocer especificamente la oculospanina humana y que tiene actividad

citotéxica contra las células de cancer.

15

20
MC*PM*JQ*"PMO*GC/aom"gcg*nsh*dvb*kra*ecj*mmf
P05/1453F
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<110> SANKYOQ COMPANY, LIMITED

<]120> Anticuerpo contra antigeno especifico de tumor como objetivo

<130> FP0408

<140>

<l41>

<150> JP2003-063648

<151> 2063-03-10
<160> 6

<170> PatentIn Ver. 2.1
<210>1

<211> 1065

<212> ADN

<213> Homo sapiens

21
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<220>

<221>CDS

<222>(1)..(1065)

<223> Inventor: Ichikawa, Kimihisa; Takahashi, shu; Agatsuma Toshinori;
Fukuchi, Keisuke; Hirai Takehiro

<400> 1

atg gag gag ggg gag agg agc ccc tta ctg tcc cag gaa act gea gge 48

Met Glu Glu Gly Glu Arg Ser Pro Leu Leu Ser Gin Glu Thr Ala Gly

1 5 10 15

cag aag cce cte fet gtg cac agg cca ccc ace tca gge tge cta ggt 96
Gin Lys Pro Leu Ser Val His Arg Pro Pro Thr Ser Gly Cys Leu Gly

20 25 30

cca gtg ccc agg gag gac cag geg gag gee tgg gece tge age tge tgt 144
Pro Val Pro Arg Glu Asp Gin Ala Glu Ala Trp Gly Cys Ser Cys Cys

35 40 45
cce cog pag acc aag cac cag gec ftg agt gge act ccc aag aaa gga 192
Pro Pro Glu Thr Lys His GlIn Ala Leu Ser Gly Thr Pro Lys Lys Gly

50 55 60

cca gece cct tee cte tee cea ggg age age tge gtc aag tat cig atc 240
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Pro Ala Pro Ser Leu Ser Pro Gly Ser Ser Cys Val Lys Tyr Leu lle

65 70 75 80

ttc ctc tce aac ttc cec tic toe cig ctg ggg ctg ctg gec ctg gee 288
Phe Leu Ser Asn Phe Pro Phe Ser Leu Leu Gly Leu Leu Ala Leu Ala

85 90 95

atc ggg cic tgg gec ctg got gte aag gog tot ctg gga agt gat ctg 336
lie Gly Leu Trp Gly Leu Ala Val Lys Gly Ser Leu Gly Ser Asp Leu

100 105 110

BSE g88 ccc ctg cce aca gac ccc atg clg gpg cig gea ctg gga ggg 384
Gly Gly Pro Leu Pro Thr Asp Pro Met Leu Gly Leu Ala Leu Gly Gly

115 120 125

ctg gig gtc age gea gop agce ctg get gee tge ctg gee gee cic tge 432
Leu Val Val Ser Ala Ala Ser Leu Ala Gly Cys Leu Gly Ala Leu Cys

130 135 140

Bag aac acc tgc ctg tta cgt ggc tic tcc ggg ggc atc ctt gec ttic 480
Glu Asn Thr Cys Leu Leu Arg Gly Phe Ser Gly Gly Ile Leu Ala Phe

145 150 155 160

214
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ctg gtg clt gag pee gig geg 8RR gCC ctg gty gty gec cte tgg gge 528
Leu Val Leu Glu Ala Val Ala Gly Ala Leu Val Val Ala Leu Trp Gly

165 170 175

ccg ctg caa gac agc ctg gag cac acc ctg cgt gig gee atc gec cac 576
Pro Leu Gln Asp Ser Leu Glu His Thr Leu Arg Val Ala Ile Ala His

180 185 190

tac cag gac gac cca gac ctg cgc tic cic ctc gac caa gtc cagctc 624
Tyr Gln Asp Asp Pro Asp Leu Arg Phe Leu Leu Asp Gin Val Gln Leu

195 200 205

£8g ctg agg tgc tge gga got gee tee tac cag gac tgg cag cag aac 672
Gly Leu Arg Cys Cys Gly Ala Ala Ser Tyr Gln Asp Trp Gln Gln Asn

210 215 220

ctg tac tit aac tge agc tcc ccc ggg gig cag gee tge age cttcce 720
Leu Tyr Phe Asn Cys Ser Ser Pro Gly Val Gin Ala Cys Ser Leu Pro

225 230 235 240

gec tee tge tge atc gac cecc cge gaa gat gga gec tet gic aac gac 768
Ala Ser Cys Cys Ile Asp Pro Arg Glu Asp Gly Ala Ser Val Asn Asp

245 250 255

'L’LO



10

15

20

154

cag tgc ggc tic ggg gtc ctg cge ctg gat gcg gac gea got cag aga 816
Gln Cys Gly Phe Gly Val Leu Arg Leu Asp Ala Asp Ala Ala Gln Arg

260 265 270

gtg gtg tac ctg gag ggec tec gec cog cog cic cgg cgg tgg ctg cge 864
Val Val Tyr Leu Glu Gly Cys Gly Pro Pro Leu Arg Arg Trp Leu Arg

275 280 285

gCg aac ctg got gee tog gec gge tac gea atc gog gig g ctgctg 912
Ala Asn Leu Ala Ala Ser Gly Gly Tyr AlaIle Ala Val Val Leu Leu

290 295 300

cag ggc gcg gag ctc ctg ctg goe gee cgg ota ctc ggg gee cte get 960
Gin Gly Ala Glu Leu Leu Leu Ala Ala Arg Leu Leu Gly Ala Leu Ala

305 310 315 320

goc CEC agt ggg SCE Beg tac gge cec gga gog Cge gEg gag gac cge 1008
Ala Arg Ser Gly Ala Ala Tyr Gly Pro Gly Ala Arg Gly Glu Asp Arg

325 330 335

gCt gec cce cag age ccc age ccc gEe gee cog coe get gee aaa cec 1056

Ala Gly Pro Gin Ser Pro Ser Pro Gly Ala Pro Pro Ala Ala Lys Pro
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340 345 350

gccC CEg BRBC 1065
Ala Arg Gly

355

<210>2
<211> 355
<212>PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

Met Glu Glu Gly Glu Arg Ser Pro Leu Leu Ser Gin Glu Thr Ala Gly

1 5 10 15

Gin Lys Pro Leu Ser Val His Arg Pro Pro Thr Ser Gly Cys Leu Gly

20 25 30

Pro Val Pro Arg Glu Asp GIn Ala Glu Ala Trp Gly Cys Ser Cys Cys

35 40 45

Pro Pro Glu Thr Lys His Gln Ala Leu Ser Gly Thr Pro Lys Lys Gly
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50 55 60 ?17

Pro Ala Pro Ser Leu Ser Pro Gly Ser Ser Cys Val Lys Tyr Leu Ile

65 70 75 80

Phe Leu Ser Asn Phe Pro Phe Ser Leu Leu Gly Leu Leu Ala Leu Ala

85 90 95

lle Gly Leu Trp Gly Leu Ala Val Lys Gly Ser Leu Gly Ser Asp Leu

100 105 110

Gly Gly Pro Leu Pro Thr Asp Pro Met Leu Gly Leu Ala Leu Gly Gly

115 120 125

Leu Val Val Ser Ala Ala Ser Leu Ala Gly Cys Leu Gly Ala Leu Cys

130 135 140

Glu Asn Thr Cys Leu Leu Arg Gly Phe Ser Gly Gly Ile Leu Ala Phe

145 150 155 160

Leu Val Leu Glu Ala Val Ala Gly Ala Leu Val Val Ala Leu Trp Gly

165 170 175
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Pro Leu Gin Asp Ser Leu Glu His Thr Leu Arg Val Ala lle Ala His

180 185 190

Tyr Gin Asp Asp Pro Asp Leu Arg Phe Leu Leu Asp Gin Val Gin Leu

195 200 205

Gly Leu Arg Cys Cys Gly Ala Ala Ser Tyr Gin Asp Trp Gin Gin Asn

210 215 220

Leu Tyr Phe Asn Cys Ser Ser Pro Gly Val Gln Ala Cys Ser Leu Pro

225 230 235 240

Ala Ser Cys Cys Ile Asp Pro Arg Glu Asp Gly Ala Ser Val Asn Asp

245 250 255

Gin Cys Gly Phe Gly Val Leu Arg Leu Asp Ala Asp Ala Ala Gin Arg

260 265 270

Val Val Tyr Leu Glu Gly Cys Gly Pro Pro Leu Arg Arg Trp Leu Arg

275 280 285

Ala Asn Leu Ala Ala Ser Gly Gly Tyr Ala Ile Ala Val Val Leu Leu

290 295 300
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Gin Gly Ala Glu Leu Leu Leu Ala Ala Arg Leu Leu Gly Ala Leu Ala

305 310 315 320

Ala Arg Ser Gly Ala Ala Tyr Gly Pro Gly Ala Arg Gly Glu Asp Arg

325 330 335

Ala Gly Pro Gin Ser Pro Ser Pro Gly Ala Pro Pro Ala Ala Lys Pro

340 345 350

Ala Arg Gly

355

<210>3
<211> 1601
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS

<222> (65)..(1129)
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<400> 3

cacagaggag ccagegaace fetcccggeg cetgttetgg ggectitctg ttccagegte 60

aagp atg gap gag gEE gag agg age ccc tta ctg tec cag gaa act gca 109
Met Glu Glu Gly Glu Arg Ser Pro Leu Leu Ser Gin Glu Thr Ala

1 5 10 15

£8C cag aag ccc ctc tet gtg cac agg cca cce ace tea gge tgocta 157
Gly Gin Lys Pro Leu Ser Val His Arg Pro Pro Thr Ser Gly Cys Leu

20 25 30

g8t cca gtg ccc agg gag gac cag geg gag gec tgg gge tge age tge 205
Gly Pro Val Pro Arg Glu Asp Gin Ala Glu Ala Trp Gly Cys Ser Cys

35 40 45

tgt ccc cog gag acc aag cac cag gec ttg agt gec act ccc aag aaa 253
Cys Pro Pro Glu Thr Lys His Gin Ala Leu Ser Gly Thr Pro Lys Lys

50 55 60

gga cca gee cet tee cte tec cca ggg age age tge gte aag tat ctg 301
Gly Pro Ala Pro Ser Leu Ser Pro Gly Ser Ser Cys Val Lys Tyr Leu

65 70 75
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atc tic ctc toe aac tte coc tie tee ctg ctg geg ctg ctg gec ctg 349
Ile Phe Leu Ser Asn Phe Pro Phe Ser Leu Leu Gly Leu Leu Ala Leu

80 85 90 95

gec atc ggg ctc tgg gge cig got gte aag ggg tet cig gga agt gat 397
Ala Ile Gly Leu Trp Gly Leu Ala Val Lys Gly Ser Leu Gly Ser Asp

100 105 110

ctg B8 EEE ccc ctg coc aca gac coc atg ctg ggg ctg gea ctg gga 445
Leu Gly Gly Pro Leu Pro Thr Asp Pro Met Leu Gly Leu Ala Leu Gly

115 120 125

£88 ctg gig gtc age gea gog age ctg got gge tge ctg gge gee cte 493
Gly Leu Val Val Ser Ala Ala Ser Leu Ala Gly Cys Leu Gly Ala Leu

130 135 140

tge gag aac acc tge ctg tta cgt gge ttc tec ggg gge ate ctt gee 541
Cys Glu Asn Thr Cys Leu Leu Arg Gly Phe Ser Gly Gly Ile Leu Ala

145 150 155

ttc ctg gtg cit gag gee gig gog ggg gec ctg gtp gtg gee cte tgg 589
Phe Leu Val Leu Glu Ala Val Ala Gly Ala Leu Val Val Ala Leu Trp
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160 165 170 175

g8c ccg ctg caa gac agc ctg gag cac acc ctg cgt gig gec atc gee 637
Gly Pro Leu Gin Asp Ser Leu Glu His Thr Leu Arg Val Alalle Ala

180 185 190

cac tac cag gac gac cca gac ctg cge ttc ctc ctc gac caa gic cag 685
His Tyr Gin Asp Asp Pro Asp Leu Arg Phe Leu Leu Asp Gln Val Gin

195 200 205

ctc ggg ctg agg tge tge gea got gee toe tac cag gac tgg cag cag 733
Leu Gly Leu Arg Cys Cys Gly Ala Ala Ser Tyr Gin Asp Trp Gln Gin

210 215 220

aac ctg tac tit aac tgc agc tcc ccc ggg gtg cag gee tge age ctt 781
Asn Leu Tyr Phe Asn Cys Ser Ser Pro Gly Val Gln Ala Cys Ser Leu

225 230 235

cce gee tee tge tge atc gac coc cge gaa gat gga gee tot gic aac 829
Pro Ala Ser Cys Cys Ile Asp Pro Arg Glu Asp Gly Ala Ser Val Asn

240 245 250 255

gac cag tgc ggc tic ggg gic cig cge ctg gat gog gac gea got cag 877
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Asp Gin Cys Gly Phe Gly Val Leu Arg Leu Asp Ala Asp Ala Ala Gin

260 265 270

aga gtg gtg tac ctg gag gec tge gec ccg ccg ctc cgg cgg tgeg ctg 925
Arg Val Val Tyr Leu Glu Gly Cys Gly Pro Pro Leu Arg Arg Trp Leu

275 280 285

cgc gop aac ctg get gee tog gec gec tac gea ate gog ptg gigctg 973
Arg Ala Asn Leu Ala Ala Ser Gly Gly Tyr Ala Ile Ala Val Val Leu

290 295 300

ctg cag ggg gcp gag cic ctg ctg gee gee cgg ota cte geg geccte 1021
Leu Gln Gly Ala Glu Leu Leu Leu Ala Ala Arg Leu Leu Gly Ala Leu

305 310 315

Bct Bec cge agt gEg BCg BCg tac SBC coc gga gog cac ggg gag gac 1069
Ala Ala Arg Ser Gly Ala Ala Tyr Gly Pro Gly Ala His Gly Glu Asp

320 325 330 335

C8C gct gBe coe cag ape ccc age ccc gec gee cog cec get gecaaa 1117
Arg Ala Gly Pro Gin Ser Pro Ser Pro Gly Ala Pro Pro Ala Ala Lys

340 345 350

/l:ba
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ccc gec cgg gBC tga gogeacgece cgaggtecga gaccgccacg cacaggpata 1172
Pro Ala Arg Gly

355

caggggecgc ctecgeecgg ctaaaaageg ctgectgoge cgccgeegee geetgattic 1232

getcgggctt cggptgactt cgecgeagga cetacceage tegeteactt cgetegetee 1292

gegteecoca tgecagecce caacgcaggg cgcceggega agecacggea ctggepggag 1352

gRgeacgegg gEccgEagea aateetggag ctgaccetea cetccgagece cceacteeca 1412

ccecagecge acagticeea cotectggea cetoectece ctggggeege caccecttet 1472

gggctcgtea tggtggaget aaggtccagg celctcecte ccgagtgeat tittggpgag 1532

atagtaaatg tittattcgg gtgtatcatt catacagtaa agacaccaat cttcaaaaaa 1592

aaaaaaaaa 1601

<210> 4

<211> 355
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<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4
Met Glu Glu Gly Glu Arg Ser Pro Leu Leu Ser Gin Glu Thr Ala Gly
1 5 10 15
Gin Lys Pro Leu Ser Val His Arg Pro Pro Thr Ser Gly Cys Leu Gly
20 25 30
Pro Val Pro Arg Glu Asp Gin Ala Glu Ala Trp Gly Cys Ser Cys Cys
35 40 45
Pro Pro Glu Thr Lys His Gin Ala Leu Ser Gly Thr Pro Lys Lys Gly
50 55 60
Pro Ala Pro Ser Leu Ser Pro Gly Ser Ser Cys Val Lys Tyr Leu lle
65 70 75 80
Phe Leu Ser Asn Phe Pro Phe Ser Leu Leu Gly Leu Leu Ala Leu Ala
85 90 95
lle Gly Leu Trp Gly Leu Ala Val Lys Gly Ser Leu Gly Ser Asp Leu
100 105 110
Gly Gly Pro Leu Pro Thr Asp Pro Met Leu Gly Leu Ala Leu Gly Gly
115 120 125
Leu Val Val Ser Ala Ala Ser Leu Ala Gly Cys Len Gly Ala Leu Cys
130 135 140

Glu Asn Thr Cys Leu Leu Arg Gly Phe Ser Gly Gly Ile Leu Ala Phe
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145 150 155 160
Leu Val Leu Glu Ala Val Ala Gly Ala Leu Val Val Ala Leu Trp Gly
165 170 175
Pro Leu Gin Asp Ser Leu Glu His Thr Leu Arg Val Ala Ile Ala His
180 185 190
Tyr Gin Asp Asp Pro Asp Leu Arg Phe Leu Leu Asp Gin Val Gln Leu
195 200 205
Gly Leu Arg Cys Cys Gly Ala Ala Ser Tyr Gln Asp Trp Gin Gln Asn
210 215 220
Leu Tyr Phe Asn Cys Ser Ser Pro Gly Val Gin Ala Cys Ser Leu Pro
225 230 235 240
Ala Ser Cys Cys Ile Asp Pro Arg Glu Asp Gly Ala Ser Val Asn Asp
245 250 255
Gin Cys Gly Phe Gly Val Leu Arg Leu Asp Ala Asp Ala Ala Gln Arg
260 265 270
Val Val Tyr Leu Glu Gly Cys Gly Pro Pro Leu Arg Arg Trp Leu Arg
275 280 285
Ala Asn Leu Ala Ala Ser Gly Gly Tyr Ala Ile Ala Val Val Leu Leu
290 295 300
Gin Gly Ala Glu Leu Leu Leu Ala Ala Arg Leu Leu Gly Ala Leu Ala
305 310 315 320
Ala Arg Ser Gly Ala Ala Tyr Gly Pro Gly Ala His Gly Glu Asp Arg

325 330 335
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Ala Gly Pro Gin Ser Pro Ser Pro Gly Ala Pro Pro Ala Ala Lys Pro

10

15

20

340 345 350
Ala Arg Gly

355

<210>5
<211>27
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: sentido de PCR

iniciador para OCSP

<400> 5

caccatggag gaggEggaga ggageee 27

<210>6
<211>23

<212> ADN



<213> Homo sapiens

<400> 6

gCCCCgRECE gatitggcag cgg

167

23
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LEYENDAS DE LAS FIGURAS

Figura 1A

Gene Expression level (Log.) — Nivel de expresion de genes

(Average Difference (LN)) — (Diferencia media (LN))
Melanocytes — Melanocitos

Lymphoblast cells — Células linfoblasticas

Glia cells — Células gliales

Epithelial cells — Células epiteliales

Figura 1B

Gene Expression level (Log.) — Nivel de expresion de genes

(Average Difference (LN)) — (Diferencia media (LN))
Normal skin tissue — Tejido dérmico normal

Malignant melanoma derived from lymph node — Melanoma

maligno derivado de nédulo linfatico

(Log.)

Figura 2A

Gene Expression level (Log.) — Nivel de expresién de genes

(Average Difference (LN)) — (Diferencia media (LN))
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Normal skin tissue — Tejido dérmico normal
Malignant melanoma derived from skin tissue — Melanoma

maligno derivado de tejido dérmico

Figura 28

Gene Expression level (Log.) — Nivel de expresion de genes
(Log.)

(Average Difference (LN)) — (Diferencia media (LN))

Normal skin tissue — Tejido dérmico normal

Malignant melanoma derived from lymph node — Melanoma

maligno derivado de nédulo linfatico

Figura 3

Gene Expression level (Log.) — Nivel de expresidn de genes
(Log.)

(Average Difference (LN)) — (Diferencia media (LN))

Nomal tissue lymph nodes — Nodulos linfaticos tisulares -
normales

Malignant melanoma derived from lymph node — Melanoma

maligno derivado de nédulo linfatico
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Figura 4
Lane 1: pDEST40 NM_031945 transformed cells — Carril 1:

Células transformadas por pDEST40 NM_031945

5 de control

10

Lane 2: Control untransformed cells — Células no transformadas

Figura 5

% Specific *'Cr release — % de liberacion de *'Cr especifica
Anti-OCSP antibody — Anticuerpo anti-OCSP

Cont. migG — migG de control

None — Ninguno

Anticuerpo; 5 pg/ml — Anticuerpo; 5 ug/mi
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REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL

ar ' TRAMITE

'
P

Usuario

PATENTE DE INVENCION / MODELO DE UTILIDAD ()

Imlndﬁndeqmunﬁ:lhluomnhndemapam ()
Dahsdoduﬁﬁmmdeluﬂclhmodalapemmqmsepmeﬁahaolk‘hd. ()
Descripclon de la invencién. {)
Dibujos de ser estos pertinentes. [}
Comprobante de Pago de las tasas eslablecidas.

COMPLETA ( INCOMPLETA { )

DISERO INDUSTRIAL [ )

] T s 2

indicacién de que se solicita el registro de Disefo industrial ()
" Dalos de identificacion dei solicitanie o de ia persona que presenta ( )

la solicitud.

Represeniacion grifica o fotografica del Diseiic Industrial o muestra del

Material que Incorpora #f disefio. ()

Comprobante de pago de as tasas establecidas )

COMPLETA () INCOMPLETA ()

ESQUEMA DE TRAZADO { }

Indicacion de que solicita el registro de un Esquema de trazado. (
Datos de {dentificacion del soicitante o de Ia persona que presenta
La solicitud.

Representacion grafica det esquema de trazado

Comprobante de pagjo de las tasas establecidas.

S

g, g

COMPLETA INCOMPLETA ()

Firma Responsable:

Fecha:

— e,
o et St

()



REPUBLICA DE COLOMBIA -
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCI ZYO
Bogot4,
2020
Doctor{a)

FERRERO EMILIO
Apoderado(a) y/o Representante de
BANKYO COMPANY LIMITED

REFERENCIA Radicacifn No. 5 91402
Solicitud intermacional JP2004/003048
Fecha inicio fase nacional 10/10/2005

Trimite 11

Evento 379
Actuacién 430

oficio No. anNQ4

i

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Declsifn 486 de la Comisifn de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Onica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. 81 fuere el caso, el solicitante debe adjuntar la traduccién de los anexos dal
reporte de examen preliminar internacional (Art. 36.2.b) del tratado PCT.

2. La solicitud no contiene la copla del documento que consta la cesién del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Declisibn 486.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisifn 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses s8lgulentes a la fecha de
notificaciSn del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enuncilados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerar& abandonada y perderf su prelacién.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitul 0 del titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

CESPEDES DE VERGEL
Jefe de lg/ divieién de Nuevas Creaciones

anterior requerimiento fue notificado por fijacién en lista de

fecha. !gg Er-r m
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