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ANTICUERPO ANTI-B7-H3 
Campo de la Invención

La invención actual se refiere a un anticuerpo que se 

enlaza a B7-H3 y es útil como un agente terapéutico y/o 

preventivo para un tumor, y también se refiere a un método
5

para tratar y/o prevenir un tumor usando el anticuerpo.
Antecedentes de la Invención

La B7-H3 es una proteina que tiene una estructura de 

transmembrana de paso sencillo (Documento no de patente 1) . 

El dominio extracelular de N-terminal de B7-H3 contiene dos
10

variantes. La Variante 1 contiene un dominio tipo V y un# dominio Ig tipo C, respectivamente, en cada uno de dos 

sitios, y la Variante 2 contiene un dominio tipo V y un

dominio Ig tipo C, respectivamente, en un sitio. El dominio 

intracelular de C-terminal de B7-H3 contiene 45 aminoácidos.
15

Como un receptor para B7-H3, se ha reportado TLT-2 que 

tiene una estructura de transmembrana de paso sencillo 

(Documento no de patente 2) . Sin embargo, también hay un

reporte que insiste que TLT-2 no es un receptor para B7-H3 

(Documento no de patente 3) . De acuerdo con el receptor@ 20
anterior, la activación de células T positivas en CD8 se 

aumenta cuando el receptor se enlaza a B7-H3.

Se ha reportado clínicamente que B7-H3 se sobreexpresa 

en muchos tipos de cáncer, particularmente en cáncer de 
pulmón de célula no pequeña, cáncer renal, carcinoma

25
urotelial, cáncer colorrectal, cáncer de próstata, 

glioblastoma multiforme, cáncer de ovarios, y cáncer

pancreático (Documentos No de Patente 4 hasta 11). Además, se 

ha reportado que en el cáncer de próstata, la intensidad de 

la expresión de B7-H3 se correlaciona positivamente con
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malignidades c1inicopatológicas tales como volumen del tumor, 

invasión extraprostática, o registro Gleason, y también se 

correlaciona con el progreso del cáncer (Documento no de 

patente 8). Similarmente, en glioblastoma multiforme, la 
expresión de B7-H3 se correlaciona negativamente con

5
supervivencia libre del evento (Documento no de patente 9), y 

en cáncer pancreático, la expresión de B7-H3 se correlaciona 

con metástasis de ganglio linfático y progreso patológico 

(Documento no de patente 11). En cáncer de ovarios, la 

expresión de B7-H3 se correlaciona con metástasis de ganglio
10

linfático y progreso patológico.# Además, se ha reportado que al introducir siARN contra 

el gen B7-H3 en una linea de célula de cáncer positiva a B7- 

H3, se reduce la capacidad de adhesión a fibronectina 

reduciendo de esta manera la migración celular e invasión de
15

matrigel (Documento no de patente 12) . Además, se ha 
reportado que en el glioblastoma multiforme, la expresión de 
B7-H3 permite el escape de muerte celular mediada por célula 

NK (Documento no de patente 13).

Por otro lado, se ha reportado que B7-H3 se expresa no0  20
sólo en células de cáncer, sino también en tumores o vasos 

circundantes (Documentos No de Patente 5 and 14). Se ha 

reportado que cuando se expresa B7-H3 en vasos sanguíneos de 

cáncer de ovarios, se reduce la relación de supervivencia.
Las moléculas de la familia B7 se ha sugerido que están

25
relacionadas al sistema inmunitario. Se ha reportado que B7- 

H3 se expresa en monocitos, células dendríticas, y células T 

activadas (Documento no de patente 15). Se ha reportado que 

conforme se activan las células T citotóxicas, B7-H3

coestimula la proliferación de células T positivas en CD4 o



positivas en CD8. Sin embargo, también se ha reportado que 

B7-H3 no juega un papel coestimulatorio (Documento no de 

patente 1).
Las moléculas B7-H3 se han reportado que están 

relacionadas con enfermedades autoinmunitarias. Se ha 

reportado que en reumatismos y otras enfermedades 

autoinmunitarias, B7-H3 juega un papel importante en la

interacción entre sinoviocitos tipo fibroblasto y células T 

activadas . (Documento no de patente 16) y que B7-H3 funciona 

como un factor coestimulatorio cuando las citoquinas se 

liberan de macrófagos activados y por lo tanto se relaciona a 

la presencia de sepsis (Documento no de patente 17). Además, 

se ha reportado que al administrar un anticuerpo anti-B7-H3 a 

un modelo de ratón de asma durante la fase de inducción, se 

mejora el asma debido a la supresión de producción de 

citoquina mediada por célula Th2 en ganglios linfáticos 

regionales a través de la administración de un anticuerpo B7- 

H3 anti-ratón (Documento no de patente 18).

Con respecto a B7-H3, se ha reportado que un anticuerpo

contra B7-H3 de ratón aumenta las células T positivas en CD8 

infiltradas intratumorales y suprime el crecimiento del tumor 

(Documento no de patente 24). Además, es una patente que 

describe que un anticuerpo que reconoce la variante 1 B7-H3 

exhibe un efecto antitumor in vivo en adenocarcinoma 

(Documento de Patente 1).

A pesar de estos estudios, un epitopo para un

anticuerpo anti-B7-H3 que exhibe un efecto anti-tumor ín vivo 

no se ha clarificado aún, y no se ha reportado que una 

secuencia de aminoácidos especifica del dominio extracelular 

de B7-H3 sea útil como un epitopo para un anticuerpo
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monoclonal para tratar el cáncer.

Aún si se especifican los anticuerpos para el mismo 

antigeno, las propiedades de los anticuerpos pueden variar 

debido a las diferencias en epitopos o secuencias de los 

anticuerpos. Debido a las diferencias en las propiedades de 
los anticuerpos, cuando se ha demostrado clínicamente para 

humanos, los anticuerpos exhiben diferentes reacciones en 

términos de la efectividad del agente medicinal, la 

frecuencia de respuesta terapéutica, la incidencia de efectos 

colaterales o resistencia al fármaco, etc.
También con respecto a los anticuerpos contra B7-H3, se 

ha demandado fuertemente la creación de un anticuerpo que 

tiene propiedades sin precedentes.

Documentos de la Técnica Relacionada 

Documento de Patente

Documento de Patente 1: WO 2008/066691 

Documentos No de Patente

Documento no de patente 1: The Journal of Immunology,

2004, vol. 172, pp. 2352-2359

Documento no de patente 2: Proceedings of the National

Academy of Sciences of the United States of America, 2008,

vol. 105, pp. 10495-10500
Documento no de patente 3: European Journal of

Immunology, 2009, vol. 39 pp. 1754-1764

Documento no de patente 4: Lung Cáncer, 2009, vol. 66,

pp. 24 5-24 9
Documento no de patente 5: Clinical Cáncer Research,

2008, vol. 14, p p . 5150-5157

Documento no de patente 6: Clinical Cáncer Research

2008, vol. 14, pp. 4800-4808
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Documento no de patente 7: Cáncer Immunology,

Immunotherapy, 2010, vol. 59, pp. 1163-1171

Documento no de patente 8: Cáncer Research, 2007, vol. 

67, pp. 7893-7900
Documento no de patente 9: Histopathology, 2008, vol.

53, pp. 73-80
Documento no de patente 10: Modern Pathology, 2010,

vol. 23, pp. 1104-1112
Documento no de patente 11: British Journal of Cáncer,

2009, vol. 101, pp. 1709-1716
Documento no de patente 12: Current Cáncer Drug

Targets, 2008, vol. 8, pp. 404-413

Documento no de patente 13: Proceedings of the National 
Academy of Sciences of the United States of America, 2004 , 

vol. 101, pp. 12640-12645
Documento no de patente 14: Modern Pathology, 2010,

vol. 23, pp. 1104-1112
Documento no de patente 15: Nature Immunology, 2001,

vol. 2, pp. 269-274
Documento no de patente 16: The Journal of Immunology, 

2008, vol. 180, pp. 2989-2998
Documento no de patente 17: The Journal of Immunology,

2010, vol. 185, pp. 3677-3684
Documento no de patente 18: The Journal of Immunology, 

2008, vol. 181, pp. 4062-4071
Sumario de la Invención 

Problemas a Solucionarse por la Invención

Un objetivo de la invención es proporcionar un

anticuerpo y un fragmento funcional del anticuerpo a usarse 

en un farmacéutico que tiene un efecto terapéutico en un

A -



6

10

15

20

25

tumor, un método para tratar el tumor usando el anticuerpo o 

un fragmento funcional del anticuerpo, y similares.
Medios para Solucionar los Problemas

Los inventores actuales hacen estudios intensivos con 

objeto de alcanzar el objetivo anterior, y como resultado, 

encuentran un anticuerpo que se enlaza específicamente a B7- 

H3 para exhibir una actividad antitumor, y de esta manera se 

completa la invención. Esto es, la invención incluye las 

siguientes invenciones.
(1) Un anticuerpo caracterizado porque tiene las

siguientes propiedades de:
(a) enlazarse específicamente a B7-H3;

(b) que tiene una actividad de fagocitosis mediada por 

célula dependiente del anticuerpo (ADCP, por sus siglas en 

inglés); y
(c) que tiene una actividad antitumor in vivo, 

o un fragmento funcional del anticuerpo.

(2) El anticuerpo o un fragmento funcional del

anticuerpo de acuerdo con el anterior (1), en donde B7-H3 es 

una molécula que incluye una secuencia de aminoácidos

representada por SEQ ID NO: 6 o 10.

(3) El anticuerpo o un fragmento funcional del

anticuerpo de acuerdo con el anterior (1) o (2), que se 

enlaza a IgCl y/o IgC2 cada uno de los cuales es un dominio 

de B7—H3.
(4) El anticuerpo o un fragmento funcional del

anticuerpo de acuerdo con el anterior (3) , en donde IgCl es 

un dominio que incluye una secuencia de aminoácidos

representada por aminoácidos números 140 hasta 244 en SEQ ID 

NO: 6, e IgC2 es un dominio que incluye una secuencia de
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aminoácidos representada por aminoácidos números 358 hasta 

456 en la SEQ ID NO: 6.
(5) El anticuerpo o un fragmento funcional del

anticuerpo de acuerdo con cualquiera de los anteriores (1)

hasta (4), que tiene una actividad inhibidora competitiva 

contra el anticuerpo M30 para el enlace a B7-H3.

(6) El anticuerpo o un fragmento funcional del

anticuerpo de acuerdo con cualquiera de los anteriores (1) 

hasta (5), que tiene una actividad de citotoxicidad celular 

dependiente del anticuerpo (ADCC, por sus siglas en inglés) 

y/o una actividad de citotoxicidad dependiente del 

complemento (CDC, por sus siglas en inglés).

(7) El anticuerpo o un fragmento funcional del

anticuerpo de acuerdo con cualquiera de los anteriores (1)

hasta (6), en donde el tumor es cáncer.
(8) El anticuerpo o un fragmento funcional del

anticuerpo de acuerdo con el anterior (7), en donde el cáncer 

es cáncer de pulmón, cáncer de mama, cáncer de próstata, 

cáncer pancreático, cáncer colorrectal, un melanoma, cáncer 

hepático, cáncer de ovarios, cáncer de vejiga, cáncer del 

estómago, cáncer del esófago, o cáncer renal.

(9) El anticuerpo o un fragmento funcional del

anticuerpo de acuerdo con cualquiera de los anteriores (1)

hasta (8), que comprende CDRHl que consiste de una secuencia 
de aminoácidos representada por SEQ ID NO: 92, CDRH2 que

consiste de una secuencia de aminoácidos representada por SEQ 

ID NO: 93, y CDRH3 que consiste de una secuencia de

aminoácidos representada por SEQ ID NO: 94 como regiones

complementariamente determinantes de la cadena pesada y 

comprende CDRL1 que consiste de una secuencia de aminoácidos
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representada por SEQ ID NO: 95, CDRL2 que consiste de una

secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID NO: 96, y
CDRL3 que consiste de una secuencia de aminoácidos 

representada por SEQ ID NO: 97 como regiones

complementariamente determinantes de la cadena ligera.

(10) El anticuerpo o un fragmento funcional del

anticuerpo de acuerdo con cualquiera de los anteriores (1)

hasta (9), que comprende una región variable de cadena pesada 
que consiste de una secuencia de aminoácidos representada por 

aminoácidos números 20 hasta 141 en la SEQ ID NO: 51 y una

región variable de cadena ligera que consiste de una 

secuencia de aminoácidos representada por aminoácidos números 

23 hasta 130 en la SEQ ID NO: 53.
(11) El anticuerpo o un fragmento funcional del

anticuerpo de acuerdo con cualquiera de los anteriores (1)
hasta (10), en donde la región constante es una región 

constante derivada de humano.

(12) El anticuerpo o un fragmento funcional del

anticuerpo de acuerdo con el anterior (11), que comprende una 

cadena pesada que consiste de una secuencia de aminoácidos
representada por SEQ ID NO: 63 y una cadena ligera que

consiste de una secuencia de aminoácidos representada por SEQ 

ID NO: 59.
(13) El anticuerpo o un fragmento funcional del

anticuerpo de acuerdo con cualquiera de los anteriores (1)

hasta (12), que está humanizada.

(14) El anticuerpo o un fragmento funcional del

anticuerpo de acuerdo con el anterior (13), que comprende:

una región variable de cadena pesada que consiste de una 

secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que consiste

\0
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de (a) una secuencia de aminoácidos representada por 
aminoácidos números 20 hasta 141 en la SEQ ID NO: 85, (b) una

secuencia de aminoácidos representada por aminoácidos números

20 hasta 141 en la SEQ ID NO: 87, (c) una secuencia de

aminoácidos representada por aminoácidos números 20 hasta 141
5

en la SEQ ID NO: 89, (d) una secuencia de aminoácidos 

representada por aminoácidos números 20 hasta 141 en la SEQ 
ID NO: 91, (e) una secuencia de aminoácidos que tiene una 

homología de al menos 95% o más con cualquiera de las 

secuencias (a) hasta (d) , y (f) una secuencia de aminoácidos
10

en donde uno o varios aminoácidos se eliminan, sustituyen o 

agregan en cualquiera de las secuencias (a) hasta (d) ; y una 

región variable de cadena ligera que consiste de una 

secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que consiste 

de (g) una secuencia de aminoácidos representada por
15

aminoácidos números 21 hasta 128 en la SEQ ID NO: 71, (h) una

secuencia de aminoácidos representada por aminoácidos números

21 hasta 128 en la SEQ ID NO: 73, (i) una secuencia de

aminoácidos representada por aminoácidos números 21 hasta 128 

en la SEQ ID NO: 75, (j) una secuencia de aminoácidos^ 20
representada por aminoácidos números 21 hasta 128 en la SEQ 

ID NO: 77, (k) una secuencia de aminoácidos representada por

aminoácidos números 21 hasta 128 en la SEQ ID NO: 79, (1) una
secuencia de aminoácidos representada por aminoácidos números 

21 hasta 128 en la SEQ ID NO: 81, (m) una secuencia de
25

aminoácidos representada por aminoácidos números 21 hasta 128 

en la SEQ ID NO: 83, (n) una secuencia de aminoácidos que

tiene una homología de al menos 95% o más con cualquiera de

las secuencias (g) hasta (m), and (o) una secuencia de

aminoácidos en donde uno o varios aminoácidos se eliminan,

\\
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sustituyen o agregan en cualquiera de las secuencias (g) 

hasta (m).

(15) El anticuerpo o un fragmento funcional del 

anticuerpo de acuerdo con el anterior (14), que comprende una 

región variable de cadena pesada y una región variable de 

cadena ligera seleccionada del grupo que consiste de: una

región variable de cadena pesada que consiste de una 

secuencia de aminoácidos representada por aminoácidos números
20 hasta 141 en la SEQ ID NO: 85 y una región variable de

cadena ligera que consiste de una secuencia de aminoácidos

representada por aminoácidos números 21 hasta 128 en la SEQ 

ID NO: 71; una región variable de cadena pesada que consiste 

de una secuencia de aminoácidos representada por aminoácidos 
números 20 hasta 141 en la SEQ ID NO: 85 y una región

variable de cadena ligera que consiste de una secuencia de 

aminoácidos representada por aminoácidos números 21 hasta 128 

en la SEQ ID NO: 73; una región variable de cadena pesada que 

consiste de una secuencia de aminoácidos representada por

aminoácidos números 20 hasta 141 en la SEQ ID NO: 85 y una

región variable de cadena ligera que consiste de una 
secuencia de aminoácidos representada por aminoácidos números

21 hasta 128 en la SEQ ID NO: 75; una región variable de

cadena pesada que consiste de una secuencia de aminoácidos

representada por aminoácidos números 20 hasta 141 en la SEQ 

ID NO: 85 y una región variable de cadena ligera que consiste 
de una secuencia de aminoácidos representada por aminoácidos 

números 21 hasta 128 en la SEQ ID NO: 77; una región variable 

de cadena pesada que consiste de una secuencia de aminoácidos 

representada por aminoácidos números 20 hasta 141 en la SEQ 

ID NO: 85 y una región variable de cadena ligera que consiste
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de una secuencia de aminoácidos representada por aminoácidos 

números 21 hasta 128 en la SEQ ID NO: 79; una región variable 

de cadena pesada que consiste de una secuencia de aminoácidos 

representada por aminoácidos números 20 hasta 141 en la SEQ 

ID NO: 85 y una región variable de cadena ligera que consiste 

de una secuencia de aminoácidos representada por aminoácidos 
números 21 hasta 128 en la SEQ ID NO: 81; una región variable 

de cadena pesada que consiste de una secuencia de aminoácidos 

representada por aminoácidos números 20 hasta 141 en la SEQ 

ID NO: 85 y una región variable de cadena ligera que consiste 

de una secuencia de aminoácidos representada por aminoácidos 

números 21 hasta 128 en la SEQ ID NO: 83; una región variable 
de cadena pesada que consiste de una secuencia de aminoácidos 
representada por aminoácidos números 20 hasta 141 en la SEQ 

ID NO: 91 y una región variable de cadena ligera que consiste 

de una secuencia de aminoácidos representada por aminoácidos 

números 21 hasta 128 en la SEQ ID NO: 71; una región variable 

de cadena pesada que consiste de una secuencia de aminoácidos 

representada por aminoácidos números 20 hasta 141 en la SEQ 

ID NO: 91 y una región variable de cadena ligera que consiste 

de una secuencia de aminoácidos representada por aminoácidos 

números 21 hasta 128 en la SEQ ID NO: 73; una región variable 

de cadena pesada que consiste de una secuencia de aminoácidos 

representada por aminoácidos números 20 hasta 141 en la SEQ 

ID NO: 91 y una región variable de cadena ligera que consiste 

de una secuencia de aminoácidos representada por aminoácidos 

números 21 hasta 128 en la SEQ ID NO: 75; y una región

variable de cadena pesada que consiste de una secuencia de 

aminoácidos representada por aminoácidos números 20 hasta 141 

en la SEQ ID NO: 91 y una región variable de cadena ligera

\S
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que consiste de una secuencia de aminoácidos representada por 

aminoácidos números 21 hasta 128 en la SEQ ID NO: 77.

(16) El anticuerpo o un fragmento funcional del

anticuerpo de acuerdo con el anterior (14) o (15), que

comprende una cadena pesada y una cadena ligera seleccionada
5

del grupo que consiste de: una cadena pesada que consiste de

una secuencia de aminoácidos representada por aminoácidos

números 20 hasta 471 en la SEQ ID NO: 85 y una cadena ligera 

que consiste de una secuencia de aminoácidos representada por 

aminoácidos números 21 hasta 233 en la SEQ ID NO: 71; una
10

cadena pesada que consiste de una secuencia de aminoácidos
representada por aminoácidos números 20 hasta 471 en la SEQ 
ID NO: 85 y una cadena ligera que consiste de una secuencia

de aminoácidos representada por aminoácidos números 21 hasta 

233 en la SEQ ID NO: 73; una cadena pesada que consiste de
15

una secuencia de aminoácidos representada por aminoácidos

números 20 hasta 471 en la SEQ ID NO: 85 y una cadena ligera 

que consiste de una secuencia de aminoácidos representada por 

aminoácidos números 21 hasta 233 en la SEQ ID NO: 75; una

cadena pesada que consiste de una secuencia de aminoácidos#  20
representada por aminoácidos números 20 hasta 471 en la SEQ 

ID NO: 85 y una cadena ligera que consiste de una secuencia

de aminoácidos representada por aminoácidos números 21 hasta 

233 en la SEQ ID NO: 77; una cadena pesada que consiste de

una secuencia de aminoácidos representada por aminoácidos
25

números 20 hasta 471 en la SEQ ID NO: 85 y una cadena ligera 

que consiste de una secuencia de aminoácidos representada por

aminoácidos números 21 hasta 233 en la SEQ ID NO: 79; una

cadena pesada que consiste de una secuencia de aminoácidos

representada por aminoácidos números 20 hasta 471 en la SEQ
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ID NO: 85 y una cadena ligera que consiste de una secuencia

de aminoácidos representada por aminoácidos números 21 hasta 

233 en la SEQ ID NO: 81; una . cadena pesada que consiste de

una secuencia de aminoácidos representada por aminoácidos

números 20 hasta 471 en la SEQ ID NO: 85 y una cadena ligera
5

que consiste de una secuencia de aminoácidos representada por 

aminoácidos números 21 hasta 233 en la SEQ ID NO: 83; una

cadena pesada que consiste de una secuencia de aminoácidos

representada por aminoácidos números 20 hasta 471 en la SEQ 

ID NO: 91 y una cadena ligera que consiste de una secuencia
10

de aminoácidos representada por aminoácidos números 21 hasta 

^  233 en la SEQ ID NO: 71; una cadena pesada que consiste de

una secuencia de aminoácidos representada por aminoácidos

números 20 hasta 471 en la SEQ ID NO: 91 y una cadena ligera 

que consiste de una secuencia de aminoácidos representada por
15

aminoácidos números 21 hasta 233 en la SEQ ID NO: 73; una

cadena pesada que consiste de una secuencia de aminoácidos
representada por aminoácidos números 20 hasta 4 71 en la SEQ 

ID NO: 91 y una cadena ligera que consiste de una secuencia

de aminoácidos representada por aminoácidos números 21 hasta0  20
233 en la SEQ ID NO: 75; y una cadena pesada que consiste de

una secuencia de aminoácidos representada por aminoácidos

números 20 hasta 471 en la SEQ ID NO: 91 y una cadena ligera
que consiste de una secuencia de aminoácidos representada por 

aminoácidos números 21 hasta 233 en la SEQ ID NO: 77.
25

(17) El anticuerpo o un fragmento funcional del

anticuerpo de acuerdo con cualquiera de los anteriores (14)

hasta (16), que comprende una cadena pesada y una cadena 

ligera seleccionada del grupo que consiste de: una cadena

pesada que consiste de una secuencia de aminoácidos

\ 5
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representada por SEQ ID NO: 85 y una cadena ligera que

consiste de una secuencia de aminoácidos representada por SEQ 

ID NO: 71; una cadena pesada que consiste de una secuencia de 
aminoácidos representada por SEQ ID NO: 85 y una cadena
ligera que consiste de una secuencia de aminoácidos 

representada por SEQ ID NO: 73; una cadena pesada que

consiste de una secuencia de aminoácidos representada por SEQ 

ID NO: 85 y una cadena ligera que consiste de una secuencia 

de aminoácidos representada por SEQ ID NO: 75; una cadena

pesada que consiste de una secuencia de aminoácidos
representada por SEQ ID NO: 85 y una cadena ligera que

consiste de una secuencia de aminoácidos representada por SEQ 

ID NO: 77; una cadena pesada que consiste de una secuencia de 

aminoácidos representada por SEQ ID NO: 85 y una cadena

ligera que consiste de una secuencia de aminoácidos

representada por SEQ ID NO: 79; una cadena pesada que

consiste de una secuencia de aminoácidos representada por SEQ 

ID NO: 85 y una cadena ligera que consiste de una secuencia

de aminoácidos representada por SEQ ID NO: 81; una cadena 

pesada que consiste de una secuencia de aminoácidos

representada por SEQ ID NO: 85 y una cadena ligera que

consiste de una secuencia de aminoácidos representada por SEQ 

ID NO: 83; una cadena pesada que consiste de una secuencia de 
aminoácidos representada por SEQ ID NO: 91 y una cadena

ligera que consiste de una secuencia de aminoácidos
representada por SEQ ID NO: 71; una cadena pesada que

consiste de una secuencia de aminoácidos representada por SEQ 

ID NO: 91 y una cadena ligera que consiste de una secuencia

de aminoácidos representada por SEQ ID NO: 73; una cadena 

pesada que consiste de una secuencia de aminoácidos
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por 2EQ 10 NO: 91 y ligera que
^o^slste de seeuenela de aminoácidos representada por 2EQ

10 NO: 75; y una oadena pesada que oonslste de una seouenola 

de amlnoáoldos representada por 5E0 10 NO: 91 y una oadena
ligera gue oonslste de una seouenola de amlnoáoldos

5
representada por 10 NO: 77.

(18) El fragmento funolonal del antlouerpo de aouerdo 

oon oualgulera de los anteriores (1) hasta (17), en donde el 

fragmento funolonal es seleoolonado del grupo gue oonslste de 

Eab, E(ab)2, EahB y Ev.
10

(19) Un pollnuoleótldo gue oodlfloa el antlouerpo o un 

^  fragmento funolonal del antlouerpo de aouerdo oon oualgulera

de los anteriores (1) hasta (18).
(20) El pollnuoleótldo de aouerdo oon el anterior (19), 

gue oomprende una seouenola de nuoleótldo representada por
15

nuoleótldos números 58 hasta 423 en la 5EQ 10 NO: 50 y una

seouenola de nuoleótldo representada por nuoleótldos números 

67 hasta 390 en la 2E0 10 NO: 52.

(21) El pollnuoleótldo de aouerdo oon el anterior (19) 

o (20), gue Inoluye una seouenola de nuoleótldo representada^ 20
por 2E0 10 NO: 62 y una seouenola de nuoleótldo representada

por SEO 10 NO: 58.

(22) El pollnuoleótldo de aouerdo oon el anterior (19) 
o (20), gue oomprende: una seouenola de nuoleótldo 

seleoolonada del grupo gue oonslste de (a) una seouenola de
25

nuoleótldo representada por nuoleótldos números 58 hasta 423 

en la SEQ 10 NO: 84, (ó) una seouenola de nuoleótldo

representada por nuoleótldos números 58 hasta 423 en la SEQ 

10 NO: 86, (o) una seouenola de nuoleótldo representada por

nuoleótldos números 58 hasta 423 en la SEQ 10 NO: 88, (d) una
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secuencia de nucleótido representada por nucleótidos números 

58 hasta 423 en la SEQ ID NO: 90, y (e) una secuencia de

nucleótido que comprende un polinucleótido que hibridiza un 

polinucleótido que consiste de una secuencia de nucleótido 

complementaria a cualquiera de las secuencias de nucleótidos
5

(a) hasta (d) bajo condiciones severas; y una secuencia de 

nucleótido seleccionada del grupo que consiste de (f) una 

secuencia de nucleótido representada por nucleótidos números 

61 hasta 384 en la SEQ ID NO: 70, (g) una secuencia de

nucleótido representada por nucleótidos números 61 hasta 384
10

en la SEQ ID NO: 72, (h) una secuencia de nucleótido

representada por nucleótidos números 61 hasta 384 en la SEQ 

ID NO: 74, (i) una secuencia de nucleótido representada por

nucleótidos números 61 hasta 384 en la SEQ ID NO: 76, (j) una

secuencia de nucleótido representada por nucleótidos números
15

61 hasta 384 en la SEQ ID NO: 78, (k) una secuencia de

nucleótido representada por nucleótidos números 61 hasta 384 

en la SEQ ID NO: 80, (1) una secuencia de nucleótido

representada por nucleótidos números 61 hasta 384 en la SEQ 

ID NO: 82, y (m) una secuencia de nucleótido que comprende un
6  20 polinucleótido que hibridiza a un polinucleótido que consiste 

de una secuencia de nucleótido complementaria a cualquiera de 

las secuencias de nucleótidos (f) hasta (1) bajo condiciones 

severas.
(23) El polinucleótido de acuerdo con el anterior (22),

25
que comprende secuencia de nucleótidos seleccionada del grupo 

que consiste de: una secuencia de nucleótido representada por 

nucleótidos números 58 hasta 423 en la SEQ ID NO: 84 y una

secuencia de nucleótido representada por nucleótidos números 

61 hasta 384 en la SEQ ID NO: 70; una secuencia de nucleótido
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representada por nucleótidos números 58 hasta 423 en la SEQ 

ID NO: 84 y una secuencia de nucleótido representada por

nucleótidos números 61 hasta 384 en la SEQ ID NO: 72; una

secuencia de nucleótido representada por nucleótidos números 

58 hasta 423 en la SEQ ID NO: 84 y una secuencia de
5

nucleótido representada por nucleótidos números 61 hasta 384 
en la SEQ ID NO: 74; una secuencia de nucleótido representada 

por nucleótidos números 58 hasta 423 en la SEQ ID NO: 84 y

una secuencia de nucleótido representada por nucleótidos 

números 61 hasta 384 en la SEQ ID NO: 76; una secuencia de
10

nucleótido representada por nucleótidos números 58 hasta 423 

^  en la SEQ ID NO: 84 y una secuencia de nucleótido
representada por nucleótidos números 61 hasta 38 4 en la SEQ 

ID NO: 78; una secuencia de nucleótido representada por

nucleótidos números 58 hasta 423 en la SEQ ID NO: 84 y una
15

secuencia de nucleótido representada por nucleótidos números 

61 hasta 384 en la SEQ ID NO: 80; una secuencia de nucleótido 

representada por nucleótidos números 58 hasta 423 en la SEQ 

ID NO: 84 and una secuencia de nucleótido representada por

nucleótidos números 61 hasta 384 en la SEQ ID NO: 82; una0  20
secuencia de nucleótido representada por nucleótidos números 

58 hasta 423 en la SEQ ID NO: 90 y una secuencia de

nucleótido representada por nucleótidos números 61 hasta 384 

en la SEQ ID NO: 70; una secuencia de nucleótido representada 

por nucleótidos números 58 hasta 423 en la SEQ ID NO: 90 y
25

una secuencia de nucleótido representada por nucleótidos

números 61 hasta 384 en la SEQ ID NO: 72; una secuencia de

nucleótido representada por nucleótidos números 58 hasta 423 

en la SEQ ID NO: 90 y una secuencia de nucleótido

representada por nucleótidos números 61 hasta 384 en la SEQ
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ID NO: 74; y una secuencia de nucleótido representada por

nucleótidos números 58 hasta 423 en la SEQ ID NO: 90 y una

secuencia de nucleótido representada por nucleótidos números 
61 hasta 384 en la SEQ ID NO: 76.

(24) El polinucleótido de acuerdo con el anterior (22)
5

o (23), que comprende secuencia de nucleótidos seleccionada 

del grupo que consiste de: una secuencia de nucleótido

representada por nucleótidos números 58 hasta 1413 en la SEQ 

ID NO: 84 y una secuencia de nucleótido representada por
nucleótidos números 61 hasta 699 en la SEQ ID NO: 70; una

10
secuencia de nucleótido representada por nucleótidos números 

^  58 hasta 1413 en la SEQ ID NO: 84 y una secuencia de

nucleótido representada por nucleótidos números 61 hasta 699 

en la SEQ ID NO: 72; una secuencia de nucleótido representada 

por nucleótidos números 58 hasta 1413 en la SEQ ID NO: 84 y
15

una secuencia de nucleótido representada por nucleótidos 

números 61 hasta 699 en la SEQ ID NO: 74; una secuencia de

nucleótido representada por nucleótidos números 58 hasta 1413

en la SEQ ID NO: 84 y una secuencia de nucleótido

representada por nucleótidos números 61 hasta 699 en la SEQ
0  20 ID NO: 76; una secuencia de nucleótido representada por

nucleótidos números 58 hasta 1413 en la SEQ ID NO: 84 y una

secuencia de nucleótido representada por nucleótidos números 

61 hasta 699 en la SEQ ID NO: 78; una secuencia de nucleótido 

representada por nucleótidos números 58 hasta 1413 en la SEQ
25

ID NO: 84 y una secuencia de nucleótido representada por

nucleótidos números 61 hasta 699 en la SEQ ID NO: 80; una

secuencia de nucleótido representada por nucleótidos números 

58 hasta 1413 en la SEQ ID NO: 84 y una secuencia de

nucleótido representada por nucleótidos números 61 hasta 699
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en la SEQ ID NO: 82; una secuencia de nucleótido representada 

por nucleótidos números 58 hasta 1413 en la SEQ ID NO: 90 y

una secuencia de nucleótido representada por nucleótidos 

números 61 hasta 699 en la SEQ ID NO: 70; una secuencia de

nucleótido representada por nucleótidos números 58 hasta 1413 
en la SEQ ID NO: 90 y una secuencia de nucleótido

representada por nucleótidos números 61 hasta 699 en la SEQ

ID NO: 72; una secuencia de nucleótido representada por

nucleótidos números 58 hasta 1413 en la SEQ ID NO: 90 y una

secuencia de nucleótido representada por nucleótidos números 

61 hasta 699 en la SEQ ID NO: 74; y una secuencia de

nucleótido representada por nucleótidos números 58 hasta 1413 
en la SEQ ID NO: 90 y una secuencia de nucleótido

representada por nucleótidos números 61 hasta 699 en la SEQ

ID NO: 76.
(25) El polinucleótido de acuerdo con cualquiera de los

anteriores (22) hasta (24), que comprende secuencia de

nucleótidos seleccionada del grupo que consiste de: una

secuencia de nucleótido representada por SEQ ID NO: 84 y una

secuencia de nucleótido representada por SEQ ID NO: 70; una

secuencia de nucleótido representada por SEQ ID NO: 84 y una 

secuencia de nucleótido representada por SEQ ID NO: 72; una

secuencia de nucleótido representada por SEQ ID NO: 84 y una 

secuencia de nucleótido representada por SEQ ID NO: 74; una

secuencia de nucleótido representada por SEQ ID NO: 84 y una

secuencia de nucleótido representada por SEQ ID NO: 76; una

secuencia de nucleótido representada por SEQ ID NO: 84 y una

secuencia de nucleótido representada por SEQ ID NO: 78; una

secuencia de nucleótido representada por SEQ ID NO: 84 y una

secuencia de nucleótido representada por SEQ ID NO: 80; una
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secuencia de nucleótido representada por SEQ ID NO: 84 y una

secuencia de nucleótido representada por SEQ ID NO : 82; una

secuencia de nucleótido representada por SEQ ID NO: 90 y una
secuencia de nucleótido representada por SEQ ID NO : 70; una

secuencia de nucleótido representada por SEQ ID NO: 90 y una

secuencia de nucleótido representada por SEQ ID NO : 72; una

secuencia de nucleótido representada por SEQ ID NO: 90 y una

secuencia de nucleótido representada por SEQ ID NO: 74; y una

secuencia de nucleótido representada por SEQ ID NO: 90 y una

secuencia de nucleótido representada por SEQ ID NO: 76.

(26) Un vector de expresión que incluye un

polinucleótido de aouerdo con cualquiera de los anteriores

(19) hasta (25) D

(27) Una célula hospederas que se transforma con el 

vector de expresión de acuerdo con el anterior (2^) D
15

(2^) La célula hospedera de acuerdo con el anterior 

(27)^ en donde la célula hospedera es una célula eucariotaD

(29) Un método para producir un anticuerpo o un 

fragmento funcional del anticuerpos caracterizado porque 

incluye una etapa de cultivar la célula hospedera de acuerdo^ 20
con el anterior (27) o (2^) ^ una etapa de colectar un

anticuerpo deseado o un fragmento funcional del anticuerpo a 

partir de un producto cultivado obtenido en la etapa de 

cultivador

(30) Un anticuerpo o un fragmento funcional del
25

anticuerpos caracterizado porque se obtiene por el método de 

producción de acuerdo con el anterior (29) D

(31) El fragmento funcional del anticuerpo de acuerdo 

con el anterior (30)^ en donde el fragmento funcional es 

seleccionado del grupo que consiste de EabB E(ab)2^ Eab^ ^



(32) El anticuerpo o un fragmento funolonal del 

antlouerpo de aouerdo oon oualgulera de los anteriores (1) 

hasta (1^)B (30)^ y (31)^ en donde la modificación de un 
gllcano se regula para aumentar una actividad cltotóxlca 

celular dependiente del anticuerpo.

(33) Una composición farmacéutica caracterizada porgue 

Incluye al menos uno de los anticuerpos o fragmentos 
funcionales de los anticuerpos de acuerdo con el anterior (1) 

hasta (1^)B y (30) hasta (32).
10

(34) La composición farmacéutica de acuerdo con el

anterior (33)^ gue es para tratar el tumor.

(35) Una composición farmacéutica para tratar el tumor 

caracterizada porgue Incluye al menos uno de los anticuerpos 

o fragmentos funcionales de los anticuerpos de acuerdo oon el
15

anterior (1) hasta (1^)B y (30) hasta (32) y al menos un 

agente terapéutico para el cáncer.
(36) La composición farmacéutica de acuerdo con el

anterior (34) o (35)^ en donde el tumor es cáncer.

(37) La composición farmacéutica de acuerdo con el^ 20
anterior (36)^ en donde el cáncer es cáncer de pulmón^ cáncer

de mamaB cáncer de próstatas cáncer pancreáticos cáncer 
colorrectal^ un melanoma^ cáncer hepáticos cáncer de ovarlos^ 

cáncer de vejigas cáncer del estómagos cáncer del esófagos o 

cáncer renal.
25

(3^) Un método para tratar el tumor^ caracterizado 

porgue se administra al menos uno de los anticuerpos o 

fragmentos funcionales de los anticuerpos de acuerdo con el 

anterior (1) hasta (18)^ y (30) hasta (32) a un Individuo.

(3^) Un método para tratar el tumor^ caracterizado
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porque se administra al menos uno de los anticuerpos o
fragmentos funcionales de los anticuerpos de acuerdo con el

anterior (1) hasta (18), y (30) hasta (32) y al menos un

agente terapéutico para el cáncer simultáneamente, 

separadamente, o secuencialmente a un individuo.
5

(40) El método de tratamiento de acuerdo con el

anterior (38) o (39), en donde el tumor es cáncer.
(41) El método de tratamiento de acuerdo con el

anterior (40), en donde el cáncer es cáncer de pulmón, cáncer

de mama, cáncer de próstata, cáncer pancreático, cáncer
10

colorrectal, un melanoma, cáncer hepático, cáncer de ovarios, 

cáncer de vejiga, cáncer del estómago, cáncer del esófago, o 

cáncer renal.

Ventaja de la Invención
De acuerdo con la invención, puede obtenerse un agente

15
terapéutico o similar para el cáncer que comprende un 

anticuerpo que se enlaza a B7-H3 y tiene una actividad

antitumor contra células de cáncer.

Breve Descripción de las Figuras
La Fig. 1 es una vista que muestra la presencia o#  20

ausencia de actividad ADCP de un anticuerpo anti-B7-H3 contra 

células NCI-H322. Las barras de error en la figura

representan errores estándar (n=3).

La Fig. 2 es una vista que muestra la presencia o

ausencia de actividad ADCP de un anticuerpo anti-B7-H3
25

comercialmente disponible contra células NCI-H322.

La Fig. 3 es una vista que muestra la presencia o

ausencia de actividad ADCC de anticuerpo M30 contra células 

293 transíectadas con vector vacio y células 293 que expresan 

B7-H3. Las barras de error en la figura representan errores

n k
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estándar (n=3). En la figura, la "imitación" significa la 

actividad ADCC de M30 contra células 293 transfectadas con 

vector vacio, y "B7H3" significa la actividad ADCC de M30

contra células 293 que expresan B7-H3.
La Fig. 4 es una vista que muestra la presencia o

5
ausencia de actividad CDC de un anticuerpo anti-B7-H3 contra 

células NCI-H322. Las barras de error en la figura 

representan errores estándar (n=3).

La Fig. 5-1 es una vista que muestra la capacidad de
reactividad de anticuerpo M30 contra un mutante deficiente en

10
B7-H3 (B7-H3 IgVl). La linea punteada indica la propiedad de

enlace de un anticuerpo de control, y la línea sólida indica 

la propiedad de enlace de un sobrenadante de cultivo de 

hibridoma M30.

La Fig. 5-2 es una vista que muestra la capacidad de
15

reactividad de anticuerpo M30 contra un mutante deficiente en 

B7-H3 (B7-H3 IgCl). La línea punteada indica la propiedad de

enlace de un anticuerpo de control, y la linea sólida indica 

la propiedad de enlace de un sobrenadante de cultivo de

hibridoma M30.% 20
La Fig. 5-3 es una vista que muestra la capacidad de

reactividad de anticuerpo M30 contra un mutante deficiente en 
B7-H3 (B7-H3 IgV2). La linea punteada indica la propiedad de

enlace de un anticuerpo de control, y la línea sólida indica 

la propiedad de enlace de un sobrenadante de cultivo de
25

hibridoma M30.
La Fig. 5-4 es una vista que muestra la capacidad de

reactividad de anticuerpo M30 contra un mutante deficiente en 

B7-H3 (B7-H3 IgC2). La línea punteada indica la propiedad de

enlace de un anticuerpo de control, y la línea sólida indica

P
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la propiedad de enlace de un sobrenadante de cultivo de

hibridoma M30.

La Fig. 5-5 es una vista que muestra la capacidad de

reactividad de anticuerpo M30 contra un mutante deficiente en 

B7-H3 (B7-H3 IgCl-V2-C2). La linea punteada indica la
5

propiedad de enlace de un anticuerpo de control, y la línea 

sólida indica la propiedad de enlace de un sobrenadante de

cultivo de hibridoma M30.

La Fig. 5-6 es una vista que muestra la capacidad de
reactividad de anticuerpo M30 contra un mutante deficiente en

10
B7-H3 (B7-H3 IgV2-C2). La línea punteada indica la propiedad

de enlace de un anticuerpo de control, y la línea sólida

indica la propiedad de enlace de un sobrenadante de cultivo 
de hibridoma M30.

La Fig. 6 es una vista que muestra las actividades
15

antitumor de anticuerpos anti-B7-H3 contra ratones 

implantados con células NCI-H322. Las barras de error en la 

figura representan errores estándar (n=10).

La Fig. 7 es una vista que muestra la actividad 

antitumor del anticuerpo M30 cuando se eliminan los
®  20 macrófagos in vivo. Las barras de error en la figura 

representan errores estándar (n=8). Además, "mmA3" significa 

"mm3" .

La Fig. 8 es una vista que muestra las actividades ADCP 

del anticuerpo M30 y anticuerpo cM30 contra células NCI-H322.
25

Las barras de error en la figura representan errores estándar 
(n=4).

La Fig. 9 es una vista que muestra las actividades 

antitumor del anticuerpo M30 y anticuerpo cM30 contra ratones 

implantados con células MDA-MB-231. Las barras de error en la

&
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figura representan errores estándar (n=9).

La Fig. 10-1 es una vista que muestra las actividades

inhibidoras competitivas del anticuerpo cM30 y anticuerpo
M30-H1-L4 ■ contra M30 para el enlace a un antigeno de 

polipéptido de dominio extracelular de un antigeno de 

variante 1 B7-H3. Las barras de error en la figura

representan errores estándar (n=3).

La Fig. 10-2 es una vista que muestra las actividades

inhibidoras competitivas del anticuerpo cM30 y anticuerpo
M30-H1-L4 contra M30 para el enlace a un antigeno de 

polipéptido de dominio extracelular de un antígeno de 

variante 2 B7-H3. Las barras de error en la figura

representan errores estándar (n=3) .
La Fig. 11 es una vista que muestra las actividades

ADCP del anticuerpo M30, anticuerpo cM30, y anticuerpo M30- 

H1-L4 contra células NCI-H322. Las barras de error en la 

figura representan errores estándar (n=4).

La Fig. 12 es una vista que muestra las actividades

ADCC of anticuerpo cM30 y anticuerpo M30-H1-L4 contra células

NCI-H322. Las barras de error en la figura representan

errores estándar (n=3).
La Fig. 13-1 muestra una secuencia de nucleótido de la 

variante 1 B7-H3 (SEQ ID NO: 5).
La Fig. 13-2 muestra una secuencia de aminoácidos de la 

variante- 1 B7-H3 (SEQ ID NO: 6) .
La Fig. 14-1 muestra una secuencia de nucleótido de 

variante 2 B7-H3 (SEQ ID NO: 9).

La Fig. 14-2 muestra una secuencia de aminoácidos de la 

variante 2 B7-H3 (SEQ ID NO: 10).

La Fig. 15-1 muestra una secuencia de nucleótido de B7-
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H3 IgVl (SEQ ID NO: 20).

La Fig. 15-2 muestra una secuencia de aminoácidos de la 

B7-H3 IgVl (SEQ ID NO: 21).
La Fig. 16-1 muestra una secuencia de nucleótido de B7- 

H3 IgCl (SEQ ID NO: 22).
5

La Fig. 16-2 muestra una secuencia de aminoácidos de la 

B7-H3 IgCl (SEQ ID NO: 23).
La Fig. 17-1 muestra una secuencia de nucleótido de B7- 

H3 IgV2 (SEQ ID NO: 24).
La Fig. 17-2 muestra una secuencia de aminoácidos de la

10
B7-H3 IgV2 (SEQ ID NO: 25).

La Fig. 18-1 muestra una secuencia de nucleótido de B7- 

H3 IgC2 (SEQ ID NO: 26).
La Fig. 18-2 muestra una secuencia de aminoácidos de la 

B7-H3 IgC2 (SEQ ID NO: 27).
15

La Fig. 19-1 muestra una secuencia de nucleótido de B7-

H3 IgCl-V2-C2 (SEQ ID NO: 28).

La Fig. 19-2 muestra una secuencia de aminoácidos de la

B7-H3 IgCl-V2-C2 (SEQ ID NO: 29).
La Fig. 20-1 muestra una secuencia de nucleótido de B7-

h  20
H3 IgV2-C2 (SEQ ID NO: 30).

La Fig. 20-2 muestra una secuencia de aminoácidos de

B7-H3 IgV2-C2 (SEQ ID NO: 31).
La Fig. 21-1 muestra una secuencia de nucleótido de un 

anticuerpo M30 cadena pesada (SEQ ID NO: 50).
25

La Fig. 21-2 muestra una secuencia de aminoácidos del

anticuerpo M30 cadena pesada (SEQ ID NO: 51).

La Fig. 22-1 muestra una secuencia de nucleótido de un

anticuerpo M30 cadena ligera (SEQ ID NO: 52).

La Fig. 22-2 muestra una secuencia de aminoácidos del



anticuerpo M30 cadena ligera (SEQ ID NO: 53).

La Fig. 23 muestra una secuencia de nucleótido de una 

señal secretora de cadena k humana, una región constante de 

cadena k humana, y una señal adicional poli-A humana (SEQ ID 
N O: 5 6).

La Fig. 24 muestra una secuencia de nucleótido de una 

secuencia de señal y una región constante de IgGl humano (SEQ 

ID 57).
La Fig. 25-1 muestra una secuencia de nucleótido de una

cadena ligera de tipo anticuerpo M30 quimera (SEQ ID NO: 58).

La Fig. 25-2 muestra una secuencia de aminoácidos de la

cadena ligera de tipo anticuerpo M30 quimera (SEQ ID NO: 59).

La Fig. 26-1 muestra una secuencia de nucleótido de una

cadena pesada de tipo anticuerpo M30 quimera (SEQ ID NO: 62).

La Fig. 26-2 muestra una secuencia de aminoácidos de la

cadena pesada de tipo anticuerpo M30 quimera (SEQ ID NO: 63).

La Fig. 27-1 muestra una secuencia de nucleótido de una

cadena ligera tipo M30-L1 (SEO ID NO: 70) •
La Fig. 27-2 muestra una secuencia de aminoácidos de la

cadena ligera tipo M30-L1 (SEQ ID NO: 71) •
La Fig. 28-1 muestra una secuencia de nucleótido de una

cadena ligera tipo M30-L2 (SEQ ID NO: 72) •
La Fig. 28-2 muestra una secuencia de aminoácidos de la

cadena ligera tipo M30-L2 (SEQ ID NO: 73) •
La Fig. 29-1 muestra una secuencia de nucleótido de una

cadena ligera tipo M30-L3 (SEQ ID NO: 74) •
La Fig. 29-2 muestra una secuencia de aminoácidos de la

cadena ligera tipo M30-L3 (SEQ ID NO: 75) •
La Fig. 30-1 muestra una secuencia de nucleótido de una

cadena ligera tipo M30-L4 (SEQ ID NO: 76)
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La Fig. 30-2 muestra una secuencia de aminoácidos de la
cadena ligera tipo M30-L4 (SEQ ID NO: 77) •

La Fig. 31-1 muestra una secuencia de nucleótido de una
cadena ligera tipo M30-L5 (SEQ ID NO: 78) •

La Fig. 31-2 muestra una secuencia de aminoácidos de la

cadena ligera tipo M30-L5 (SEQ ID NO: 79) •
La Fig. 32-1 muestra una secuencia de nucleótido de una

cadena ligera tipo M30-L6 (SEQ ID NO: 80) •
La Fig. 32-2 muestra una secuencia de aminoácidos de la

cadena ligera tipo M30-L6 (SEQ ID NO: 81) •
La Fig. 33-1 muestra una secuencia de nucleótido de una

cadena ligera tipo M30-L7 (SEQ ID NO: 82) •
La Fig. 33-2 muestra una secuencia de aminoácidos de la

cadena ligera tipo M30-L7 (SEQ ID NO: 83) •
La Fig. 34-1 muestra una secuencia de nucleótido de una

cadena pesada tipo M30-H1 (SEQ ID NO: 84) •
La Fig. 34-2 muestra una secuencia de aminoácidos de la

cadena pesada tipo M30-H1 (SEQ ID NO: 85) •
La Fig. 35-1 muestra una secuencia de nucleótido de una

cadena pesada tipo M30-H2 (SEQ ID NO: 86) •
La Fig. 35-2 muestra una secuencia de aminoácidos de la

cadena pesada tipo M30-H2 (SEQ ID NO: 87) •
La Fig. 36-1 muestra una secuencia de nucleótido de una

cadena pesada tipo M30-H3 (SEQ ID NO: 88) •
La Fig. 36-2 muestra una secuencia de aminoácidos de la

cadena pesada tipo M30-H3 (SEQ ID NO: 89) •
La Fig. 37-1 muestra una secuencia de nucleótido de una

cadena pesada tipo M30-H4 (SEQ ID NO: 90) •
La Fig. 37-2 muestra una secuencia de aminoácidos de la

cadena pesada tipo M30-H4 (SEQ ID NO: 91)
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La Fig. 38 es una vista que muestra la actividad 

antitumor de un anticuerpo M30 humanizado (M30-H1-L4) contra 

ratones implantados con células MDA-MB-231. Las barras de 

error en la figura representan errores estándar (n=6).
Descripción Detallada de la Invención

Los términos "cáncer" y "tumor" como se usan en la 

presente, se usan con el mismo significado.

El término "gen" como se usa en la presente incluye no 

sólo ADN, sino también mARN del mismo, cADN del mismo y cARN 

del mismo.
El término "polinucleótido" como se usa en la presente 

se usa con el mismo significado como un ácido nucleico y 

también incluye ADN, ARN, sondas, oligonucleótidos, y 

cebadores.
Los términos "polipéptido" y "proteína" como se usa en 

la presente se usan sin distinción.

El término "célula" como se usa en la presente también 

incluye células en un animal individual y células cultivadas.

El término "B7-H3" como se usa en la presente se usa en 

el mismo significado como proteína B7-H3, y también se 

refiere a variante 1 B7-H3 y/o variante 2 B7-H3.
El término "lesión celular" como se usa en la presente 

se refiere a un estado en el cual se causa un cambio 

patológico a las células de alguna forma, y la lesión celular 

no se limita a lesión directa e incluye todos los tipos de 

daño a la estructura y función de las células tal como 

escisión de ADN, formación de dimero base, escisión 

cromosomal, daño a maquinaria de división celular, y una 

reducción en varias actividades enzimáticas.

El término "actividad citotóxica" como se usa en la
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presente se refiere a la actividad de causar la lesión 

celular antes descrita.

El término "actividad de fagocitosis mediada por célula 

dependiente del anticuerpo" como se usa en la presente se
refiere a "actividad de fagocitosis dependiente del 

anticuerpo (ADCP)" y significa la actividad de células

objetivo fagocitosantes tal como células de tumor por 

monocitos o macrófagos mediados por un anticuerpo. El término 

también se llama "actividad de fagocitosis dependiente del 

anticuerpo".

El término "actividad de citotoxicidad celular 

dependiente del anticuerpo" como se usa en la presente se
refiere a "actividad de citotoxicidad celular dependiente del 
anticuerpo (ADCC)" y significa la actividad de daño de

células objetivo tal como células de tumor por células NK 

mediado por un anticuerpo.

El término "actividad citotóxica dependiente del 

complemento" como se usa en la presente se refiere a 
"actividad de citotoxicidad dependiente del complemento 

(CDC)" y significa la actividad de daño de células objetivo 

tal como células de tumor por el complemento mediado por un 

anticuerpo.

El término "fragmento funcional de un anticuerpo" como 

se usa en la presente se refiere a un fragmento parcial de un 
anticuerpo que tiene una actividad enlazada al antigeno, en 

donde el fragmento tiene una función completa o parcial del 
anticuerpo, incluyendo Fab, F(ab')2, scFv, y similares. El 

término también incluye Fab' que es un fragmento monovalente 

en una región variable de un anticuerpo que se obtiene al 

tratar F(ab')2 bajo condiciones de reducción. Sin embargo, el
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término no se limita a estas moléculas siempre y cuando el 

fragmento tenga una afinidad de enlace para un antigeno. 

Además, estos fragmentos funcionales incluyen no sólo un 

fragmento que se obtiene al tratar una molécula de longitud 

completa de una proteina de anticuerpo con una enzima 

apropiada, sino también una proteina producida en una célula 

hospedera apropiada usando un gen de anticuerpo genéticamente 

modificado.

El término "Fab'" como se usa en la presente se refiere 

a un fragmento monovalente en una región variable de un 

anticuerpo que se obtiene al tratar F(ab')2 bajo condiciones 

de reducción como se describe anteriormente. Sin embargo, 

Fab' que se produce usando un gen de anticuerpo genéticamente 
modificado también se incluye en el Fab' de la invención.

El término "epítopo" como se usa en la presente se 

refiere a un péptido parcial o una estructura terciaria 

parcial de B7-H3 a la cual un anticuerpo anti-B7-H3 

específico se enlaza. El epítopo que es un péptido parcial 

del B7-H3 antes descrito puede determinarse por un método 

bien conocido para aquellos expertos en el campo tal como un 

inmunoensayo, y por ejemplo, puede emplearse el siguiente 

método. Primero, se producen varias estructuras parciales de 

un antígeno. En la producción de las estructuras parciales, 

puede usarse una técnica de síntesis de oligopéptido 

conocida. Por ejemplo, una serie de polipéptidos que tienen 

longitudes apropiadamente reducidas que se obtienen al 

acortar secuencialmente B7-H7 de la C-termínal o N-terminal 

se producen usando una técnica de recombinación genética 

conocida por aquellos expertos en el campo. Posteriormente, 

la capacidad de reactividad de un anticuerpo contra estos
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polipéptidos se examina y un sitio de reconocimiento se 

determina aproximadamente. Luego, los péptidos que tienen 

longitudes más cortas se sintetizan y la capacidad de

reactividad del anticuerpo con estos péptidos se examina, por 

ello puede determinarse el epítopo. Además, el epítopo que es 

una estructura terciaria parcial de un antigeno a la cual un 

anticuerpo específico se enlaza puede determinarse al

especificar los residuos de aminoácido del antígeno que se 

sitúa adyacente al anticuerpo por análisis estructural con

rayos X.
La frase "anticuerpos que enlazan al mismo epítopo" 

como se usa en la presente se refiere a diferentes

anticuerpos que se enlazan a un epítopo común. Si un segundo 
anticuerpo se enlaza a un péptido parcial o una estructura

terciaria parcial a la cual un primer anticuerpo se enlaza, 

puede determinarse que el primer anticuerpo y el segundo

anticuerpo enlazan al mismo epítopo. Además, al confirmar que 

un segundo anticuerpo compite con un primer anticuerpo para 

el enlace a un antígeno (esto es, el segundo anticuerpo 

inhibe el enlace entre el primer anticuerpo y el antigeno), 

puede determinarse que el primer anticuerpo y el segundo

anticuerpo enlazan al mismo epítopo aún si la secuencia o 

estructura del epítopo específica no se ha determinado. 

Además, cuando el primer anticuerpo y el segundo anticuerpo 

enlazan al. mismo epítopo y también el primer anticuerpo tiene 

una actividad especial tal como una actividad antitumor, 

puede esperarse que el segundo anticuerpo también tenga la

misma actividad. En consecuencia, cuando un segundo 

anticuerpo anti-B7-H3 se enlaza a un péptido parcial al cual 

un primer anticuerpo anti-B7-H3 se enlaza, puede determinarse
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que el primer anticuerpo y el segundo anticuerpo enlazan al 

mismo epítopo de B7-H3. Además, al confirmar que un segundo 

anticuerpo anti-B7-H3 compite con un primer anticuerpo anti- 

B7-H3 para el enlace a B7-H3, puede determinarse que el 

primer anticuerpo y el segundo anticuerpo son anticuerpos que
5

enlazan al mismo epítopo de B7-H3.

El término "CDR" como se usa en la presente se refiere 

a una región complementariamente determinante (CDR, por sus 

siglas en inglés), y se conoce que cada cadena pesada y 
ligera de una molécula de anticuerpo tiene tres regiones

10
complementariamente determinantes (CDRs). La CDR también se 

llama la región hipervariable, y se presenta en una región 

variable de cada cadena pesada y ligera de un anticuerpo. Es 
un sitio que tiene variabilidad inusualmente alta en su 

estructura primaria, y hay tres CDRs separadas en la
15

estructura primaria de cada cadena de polipéptido pesada y 

ligera. En esta descripción, con respecto a las CDRs de un 

anticuerpo, las CDRs de la cadena pesada son representadas 

por CDRH1, CDRH2, y CDRH3 del lado de la terminal amino de la 

secuencia de aminoácidos de la cadena pesada, y las CDRs de
20

la cadena ligera son representadas por CDRL1, CDRL2, y CDRL3 
del lado de la terminal amino de la secuencia de aminoácidos 

de la cadena ligera. Estos sitios son próximos uno al otro en 

la estructura terciaria y determinan la especificidad para un 

antígeno a la cual el anticuerpo se enlaza.
25

La frase "la hibridización se realiza bajo condiciones 

severas" como se usa en la presente se refiere a un proceso 

en el cual la hibridización se realiza bajo condiciones bajo 

las cuales puede alcanzarse la identificación al realizar la 

hibridización a 68°C en una solución de hibridización
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comercialmente disponible, Solución de Hibridización 

ExpressHyb (fabricada por Clontech, Inc.) o al realizar la 

hibridización a 68°C en presencia de NaCl 0.7 hasta 1.0 M 

usando un filtro que tiene ADN inmovilizado en el, seguido 

por realizar lavado a 68°C usando solución SSC 0.1 hasta 2 x 

(la solución SSC 1 x está compuesta de NaCl 150 mM y citrato 

de sodio 15 mM) o bajo condiciones equivalentes a estas.

1. B7-H3
B7-H3 es un miembro de la familia B7 expresado en 

células que presentan antigeno como una molécula 

coestimuladora, y se considera que actúa en un receptor en 

células T para aumentar o suprimir la actividad inmunitaria.
B7-H3 es una proteína que tiene una estructura de 

transmembrana de paso sencillo, y el dominio extracelular de 

N-terminal de B7-H3 contiene dos variantes. La variante 1 B7- 

H3 (4Ig-B7-H3) contiene un dominio Ig tipo V o tipo C en dos 

sitios, respectivamente, y la variante 2 B7-H3 (2lg-B7-H3)

contiene un dominio Ig tipo V o tipo C en un sitio,

respectivamente.

Como para B7-H3 a usarse en la invención, B7-H3 puede 

purificarse directamente a partir de células que expresan B7- 

H3 de un humano o un mamífero no humano (tal como una rata o 

un ratón) y usarse, o una fracción de membrana celular de las 

células antes descritas puede prepararse y usarse. Además, 
B7-H3 puede obtenerse por síntesis in vi tro del mismo o
producción del mismo en una célula hospedera a través de

ingeniería genética. En tal ingeniería genética,

específicamente, después de que B7-H3 cADN se integra en un 

vector capaz de expresar B7-H3 cADN, B7-H3 puede obtenerse al 

sintetizarlo en una solución que contiene enzimas, sustratos
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y sustancias de energía requeridas para transcripción y 

traducción, o al expresar B7-H3 en otra célula hospedera 

transformada procaríótica o eucariota.

La secuencia de nucleótido de una estructura de lectura 

abierta (ORF, por sus siglas en inglés) de un gen variante 1
5

B7-H3 humano es representada por SEQ ID NO: 5 en el Listado

de Secuencias, y la secuencia de aminoácidos del mismo es 

representada por SEQ ID NO: 6 en el Listado de Secuencias.

Además, las secuencias de SEQ ID NOS: 5 y 6 se muestran en la 

Fig. 13.
10

La secuencia de nucleótido de una ORF de un gen
s variante 2 B7-H3 humano es representada por SEQ ID NO: 9 en

el Listado de Secuencias, y la secuencia de aminoácidos del 
mismo es representada por SEQ ID NO: 10 en el Listado de

Secuencias. Además, las secuencias de SEQ ID NOS: 9 y 10 se
15

muestran en la Fig. 14.

Además, la proteína que consiste de una secuencia de 

aminoácidos en donde uno o varios aminoácidos se sustituyen, 
eliminan y/o agregan en cualquiera de las secuencias de 

aminoácidos antes descritas de B7-H3 y también tiene una
£  20 actividad biológica equivalente a la de la proteína también 

se incluye en B7-H3.

La variante 1 B7-H3 humana madura de la cual la

secuencia de señal se ha removido corresponde a una secuencia 

de aminoácidos que consiste de los residuos de aminoácidos 27
25

hasta 534 de la secuencia de aminoácidos representada por SEQ 

ID NO: 6. Además, la variante 2 B7-H3 humana madura de la

cual la secuencia de señal se ha removido corresponde a una 

secuencia de aminoácidos que consiste de los residuos de 

aminoácidos 27 hasta 316 de la secuencia de aminoácidos

3^
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representada por SEQ ID NO: 6.

En la variante 1 B7-H3, los dominios respectivos se

presentan en el orden de IgVl, IgCl, IgV2, e IgC2 a partir de

la N-terminal, y en la SEQ ID NO: 6 en el Listado de

Secuencias, IgVl corresponde a los aminoácidos números 27

hasta 139, IgCl corresponde a los aminoácidos números 14 0

hasta 244 , IgV2 corresponde a los aminoácidos números 245

hasta 357, e IgC2 corresponde a los aminoácidos números 358 
hasta 456. Además, en la variante 2 B7-H3, los dominios

respectivos se presentan en el orden de IgVl e IgC2 a partir 

de la N-terminal, y en la SEQ ID NO: 10 en el Listado de

Secuencias, IgVl corresponde a los aminoácidos números 27

hasta 140 e IgC2 corresponde a los aminoácidos números 141 

hasta 243.

El B7-H3 cADN puede obtenerse por, por ejemplo, el 

llamado método PCR en el cual una reacción de cadena de
polimerasa (de aqui en adelante referida como "PCR") se 

realiza usando una colección de cADN que expresa B7-H3 cADN 
como una plantilla y cebadores que amplifican específicamente 

B7-H3 cADN (Saiki, R. K . , et al., Science, (1988) 239, 487-

49). De manera incidental, un polinucleótido que hibridiza a 
un polinucleótido que consiste de una secuencia de nucleótido 

complementaria a la secuencia de nucleótido representada por 
SEQ ID NO: 5 o 9 en el Listado de Secuencias bajo condiciones 
severas y codifica una proteína que tiene a actividad 

biológica equivalente a la de B7-H3 también se incluye en B7- 

H3 cADN. Además, un polinucleótido que es una variante de 

empalme transcrita del lugar B7-H3 humano o de ratón o un 

polinucleótido que hibridiza a esta bajo condiciones severas 

y codifica una proteína que tiene una actividad biológica
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equivalente a la de B7-H3 también se incluye en B7-H3 cADN.

Además, la proteína que consiste de una secuencia de 

aminoácidos en donde uno o varios aminoácidos están 

sustituidos, eliminados o agregados en la secuencia de 
aminoácidos representada por SEQ ID NO: 6 o 10 en el Listado

de Secuencias o una secuencia de aminoácidos que se obtiene 

al remover la secuencia de señal de cualquiera de estas 

secuencias y tiene una actividad biológica equivalente a la 

de B7-H3 también se incluye en B7-H3. Además, la proteina que 

consiste de una secuencia de aminoácidos codificada por una 

variante de empalme transcrita del lugar B7-H3 humano o de 
ratón o una secuencia de aminoácidos en donde uno o varios 

aminoácidos están sustituidos, eliminados o agregados en la 

secuencia de aminoácidos anterior y tiene una actividad 

biológica equivalente a la de B7-H3 también se incluye en B7- 

H3.
2. Producción de anticuerpo anti-B7-H3

El anticuerpo contra B7-H3 de la invención puede 

obtenerse al inmunizar un animal con B7-H3 o un polipéptido 

arbitrario seleccionado de la secuencia de aminoácidos de B7- 

H3, y colectar y purificar el anticuerpo producido in vivo de 

acuerdo con procedimientos comunes. La especie biológica de 

B7-H3 a usarse como un antigeno no se limita a ser humano, y 

un animal puede inmunizarse con B7-H3 derivado de un animal 

diferente a los humanos tal como un ratón o una rata. En este 

caso, al examinar la reactividad cruzada entre un anticuerpo 

enlazado al B7-H3 heterólogo que se obtiene y B7-H3 humano, 

puede seleccionarse un anticuerpo aplicable a una enfermedad 

humana.

Además, el anticuerpo monoclonal puede ser el que se

15

20

25



38

10

#

15

20

25

obtiene a partir de un hibridoma establecido al fusionar 

células que producen anticuerpo que producen un anticuerpo 

contra B7-H3 con células de mielorna de acuerdo con métodos 

conocidos (por ejemplo, Kohler and Milstein, Nature, (1975)
256, pp. 495-497; Kennet, R. ed. , Monoclonal Antibodies, pp.

365-367, Plenum Press, N .Y . (1980)).

De manera incidental, el B7-H3 a usarse como un

antigeno puede obtenerse al expresar el gen B7-H3 en una

célula hospedera usando ingeniería genética.
Específicamente, se produce un vector capaz de expresar 

el gen B7-H3, y el vector resultante se transfiere en una

célula hospedera para expresar el gen, y luego, el B7-H3 

expresado se purifica. De aquí en adelante, se describirá 

específicamente un método para obtener un anticuerpo contra 

B7-H3.
(1) Preparación del antígeno

Los ejemplos del antígeno a usarse para producir el 

anticuerpo anti-B7-H3 incluyen B7-H3, un polipéptido que 

consiste de una secuencia de aminoácidos parcial que 

comprende al menos 6 aminoácidos consecutivos de B7-H3, y un 

derivado que se obtiene al agregar una secuencia de 

aminoácidos o portador dado a este.
B7-H3 puede purificarse directamente de tejidos de 

tumor humanos o células de tumor y usarse. Además, B7-H3

puede obtenerse al sintetizarlo en vitro o al producirlo en 

una célula hospedera por ingeniería genética.

Con respecto a tal ingeniería genética, 

específicamente, después de que B7-H3 cADN se integra en un 

vector capaz de expresar B7-H3 cADN, puede obtenerse B7-H3 al 

sintetizarlo en una solución que contiene enzimas, sustratos

AO



39

y sustancias de energía requeridas para transcripción y 

traducción, o al expresar B7-H3 en otra célula hospedera 

transformada procariótica o eucariota.

Además, el antígeno también puede obtenerse como una 
proteína secretora al expresar una proteína de fusión que se

5
obtiene al ligar el dominio extracelular de B7-H3, que es una 

proteína de membrana, a la región constante de un anticuerpo 

en un sistema hospedero-vector apropiado.

B7-H3 cADN puede obtenerse por, por ejemplo, el llamado 

método PCR en el cual una reacción de cadena de polimerasa
10

(de aquí en adelante referida como "PCR") se realiza usando 

una colección de cADN que expresa B7-H3 cADN como una 
plantilla y cebadores que amplifican específicamente B7-H3 

cADN (ver Saiki, R. K., et al., Science, (1988) 239, pp. 487- 

489).
15

Como el sistema para síntesis in vitro del polipéptido, 

por ejemplo, el sistema de Traducción Rápida (RTS) fabricado 

por Roche Diagnostics, Inc. puede ejemplificarse, pero no se 

limita a esto.
Los ejemplos de células hospederas procarióticas

20
incluyen Escherichia coli y Bacillus subtílis. Con objeto de 

transformar las células hospederas con un gen objetivo, las 

células hospederas se transforman por un vector plásmido que 

comprende un replicón, es decir, un origen de replicación 
derivado de una especie compatible con el hospedero, y una

25
secuencia reguladora. Además, el vector tiene preferiblemente 

una secuencia capaz de imponer selectividad fenotipica en la 

célula transformada.

Los ejemplos de células hospederas eucariotas incluyen 

células de vertebrados, células de insecto, y células de

A\
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levadura. Como las células de vertebrados, se usan a menudo, 

por ejemplo, células COS de simio (Gluzman, Y., Cell, (1981) 

23, pp. 17 5-182, ATCC CRL-1650), fibroblastos NIH3T3 de 

murino (ATCC No. CRL-1658), y cepas deficientes en 

dihidrofolato reductasa (Urlaub, G. and Chasin, L . A., Proc.
5

Nati. Acad. Sel. USA (1980) 77, pp . 4126-4220) de células de

ovarios de hámster chino (células CHO; ATCC: CCL-61) ; y

similares, sin embargo, las células no se limitan a estas.

El transformante que se obtiene de esta manera puede 

cultivarse de acuerdo con procedimientos comunes, y al
10

cultivar el transformante, se produce un polipéptido objetivo 

intraceluíármente o extracelularmente.
Un medio apropiado a usarse para cultivar puede ser

seleccionado de varios medios de cultivo comúnmente usados 

dependiendo de las células hospederas empleadas. Si se emplea
15

Escherichia coli, por ejemplo, puede usarse un medio LB 

suplementado con un antibiótico tal como ampicilina o IPMG 

como sea necesario.

Una proteina recombinante producida intracelularmente o 

extracelularmente por el transformante a través de tal
20

cultivo puede separarse y purificarse por cualquiera de

varios métodos de separación conocidos utilizando las

propiedades físicas o químicas de la proteína.
Los ejemplos específicos de los métodos incluyen 

tratamiento con un precipitante de proteína común,
25

ultrafiltración, varios tipos de cromatografía líquida tal 

como cromatografía de tamiz molecular (filtración en gel), 

cromatografía de adsorción, cromatografía de intercambio de 

iones, y cromatografía de afinidad, diálisis, y una

combinación de los mismos.
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Además, al enlazar una etiqueta de seis residuos de 

histidina a una proteina recombinante a expresarse, la 
proteina puede purificarse eficientemente con una columna de 
afinidad de níquel. Alternativamente, al enlazar la región 
IgG Fe a una proteína recombinante a expresarse, la proteína 

puede purificarse eficientemente con una columna de proteína 

A.

Al combinar los métodos antes descritos, una gran 

cantidad de un polipéptido objetivo puede producirse 
fácilmente en alto rendimiento y alta pureza.
(2) Producción de anticuerpo monoclonal anti-B7-H3

Los ejemplos del anticuerpo enlazado específicamente a 

B7-H3 incluyen el anticuerpo monoclonal enlazado 

específicamente a B7-H3, y se describe enseguida un método 

para obtener tal anticuerpo.
La producción del anticuerpo monoclonal requiere 

generalmente las siguientes etapas operacionales de:

(a) purificar un biopolímero a usarse como un antígeno;

(b) preparar células que producen anticuerpo al 

inmunizar un animal por inyección del antígeno, colectar la 

sangre, evaluando su titulación de anticuerpo para determinar 

cuando extirpar el bazo;
(c) preparar células de mieloma (de aquí en adelante 

referidas como "mieloma");
(d) fusionando las células que producen anticuerpo con 

el mieloma;

(e) seleccionar un grupo de hibridomas que producen un 

anticuerpo deseado;

(f) dividir los hibridomas en clones de célula sencilla 

(clonación);
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(g) opcionalmente, cultivar el hibridoma o criar un 

animal implantado con el hibridoma para producir una gran 

cantidad del anticuerpo monoclonal;

(h) examinar el anticuerpo monoclonal de esta manera 

producido para actividad biológica y especificidad de enlace,
5

o examinar las propiedades del anticuerpo como un reactivo de 

anticuerpo etiquetado; y similares.
De aqui en adelante, el método de producir el 

anticuerpo monoclonal se describirá en detalle siguiendo las 

etapas anteriores, sin embargo, el método no se limita a
10

esto, y, por ejemplo, pueden usarse células que producen
# anticuerpos diferentes a células de bazo y mieloma.

(a) Purificación del antigeno

Como el antigeno, puede usarse B7-H3 preparado por el 

método como se describe anteriormente o un péptido parcial
15

del mismo.

Además, una fracción de membrana preparada a partir de 

células recombinantes que expresan B7-H3 o las células 

recombinantes que expresan B7-H3 por sí mismas, y también un 

péptido parcial de la proteína de la invención sintetizado
20

químicamente por un método conocido por aquellos expertos en 
el campo también puede usarse como el antígeno.

(b) Preparación de células que producen anticuerpo
El antigeno obtenido en la etapa (a) se mezcla con un 

adyuvante tal como adyuvante completo o incompleto de Freund
25

o sulfato de aluminio potasio y la mezcla resultante se usa 

como un inmunógeno para inmunizar un animal experimental. 

Como el animal experimental, puede usarse cualquier animal 

usando en un método de producción de hibridoma conocido sin 

ningún problema. Específicamente, por ejemplo, puede usarse

A\
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un ratón, una rata, una cabra, oveja, ganado, un caballo, o 

similares. Sin embargo, desde el punto de vista de facilitad 
de disponibilidad de células de mieloma a fusionarse con las 
células que producen anticuerpo extraídas, se usa 

preferiblemente un ratón o una rata como el animal a 

inmunizarse.

Además, la cepa de ratón o rata a usarse no se limita 

particularmente, y en el caso de un ratón, por ejemplo, 
pueden usarse varias cepas tales como A, AKR, BALB/c, BDP, 
BA, CE, C3H, 57BL, C57BL, C57L, DBA, FL, HTH, HTl, LP, NZB, 

NZW, RF, R III, SJL, SWR, WB, y 129 y similares, y en el caso 

de una rata, por ejemplo, pueden usarse Mistar, Low, Lewis, 

Sprague Dawley, AGI, BN, Fischer y similares.

Estos ratones y ratas están comercialmente disponibles 

de criadores/distribuidores de animales experimentales, por 
ejemplo, CLEA Japan, Inc. y Charles River Laboratories Japan, 

Inc.

Entre estos, teniendo en cuenta la compatibilidad de 

fusionar con células de mieloma descritas enseguida, en el 

caso de un ratón, la cepa BALB/c, y en el caso de una rata, 

las cepas Mistar y Low son particularmente preferidas como el 

animal a inmunizarse.
Además, teniendo en cuenta la homología antigénica 

entre humanos y ratones, también se prefiere usar un ratón 

que tiene función biológica reducida para remover 

autoanticuerpos, esto es, un ratón con una enfermedad 

autoinmunitaria.

La edad de tal ratón o rata al momento de la 

inmunización preferiblemente es 5 hasta 12 semanas de edad, 

más preferiblemente 6 hasta 8 semanas de edad.

A d
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Con objeto de inmunizar un animal con B7-H3 o un 

recombinante del mismo, por ejemplo, puede usarse un método 

conocido descrito en detalle en, por ejemplo, Weir, D. M ., 

Handbook of Experimental Immunology Vol. I. II. III., 

Blackwell Scientific Publications, Oxford (1987), Kabat, E. 

A . and Mayer, M . M . , Experimental Immunochemistry, Charles C 

Thomas Publisher Springfield, Illinois (1964) o similares.
Entre estos métodos de inmunización, un método 

especifico preferido de la invención es, por ejemplo, como 

sigue.

Esto es, primero, una fracción de proteina de membrana 
que sirve como el antígeno o células que causan que se 
exprese el antígeno se administran intradérmícamente o 

intraperitonealmente a un animal.
Sin embargo, se prefiere la combinación de ambas rutas 

de administración para incrementar la eficiencia de 

inmunización, y cuando se realiza la administración 

intradérmica en la primera mitad y la administración 
intraperitoneal se realiza en la última mitad o sólo en la 

dosificación final, la eficiencia de inmunización puede 

incrementarse particularmente.

El programa de administración del antigeno varia 

dependiendo del tipo de animal a inmunizarse, diferencias 

individuales o similares. Sin embargo, en general, se 
prefiere un programa de administración en el cual el número
de veces que se administra el antigeno es 3 hasta 6 veces y

el intervalo de dosificación es 2 hasta 6 semanas, y es más 

preferido un programa de administración en el cual el número

de veces que se administra el antígeno es 3 hasta 4 veces y

el intervalo de dosificación es 2 hasta 4 semanas.

AC.
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Además, la dosis del antigeno varia dependiendo del 

tipo de animal, diferencias individuales o similares, sin

embargo, la dosis generalmente se ajusta hasta 0.05 hasta 5 
mg, preferiblemente alrededor de 0.1 hasta 0.5 m g .

Se realiza una inmunización de refuerzo 1 hasta 6
5

semanas, preferiblemente 2 hasta 4 semanas, más

preferiblemente 2 hasta 3 semanas después de la

administración del antigeno como se describe anteriormente.

La dosis del antigeno al momento de realizar la 
inmunización de refuerzo varia dependiendo del tipo o tamaño

10
de animal o similares, sin embargo, en el caso de, por

ejemplo, un ratón, la dosis generalmente se ajusta hasta 0.05 

hasta 5 mg, preferiblemente 0.1 hasta 0.5 mg, más 

preferiblemente alrededor de 0.1 hasta 0.2 m g .

Las células de bazo o linfocitos incluyendo células que
15

producen anticuerpo se remueven asépticamente del animal 

inmunizado 1 hasta 10 dias, preferiblemente 2 hasta 5 dias, 

más preferiblemente 2 hasta 3 dias después de la inmunización 

de refuerzo. En este momento, la titulación de anticuerpo se 

mide, y si un animal que tiene una titulación de anticuerpom  20
suficientemente incrementada se usa como una fuente de 

suministro de las células que producen anticuerpo, puede 

llevarse a cabo el procedimiento subsecuente más 

eficientemente.
Los ejemplos del método para medir la titulación de

25
anticuerpo a usarse aqui incluyen un método RIA y un método 

ELISA, pero el método no se limita a esto.

Por ejemplo, si se emplea un método ELISA, la medición 

de la titulación de anticuerpo en,la invención puede llevarse 

a cabo de acuerdo con los procedimientos como se describe

A r
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enseguida.

Primero, se adsorbe un antigeno purificado o 

parcialmente purificado a la superficie de una fase sólida
tal como una placa de 96 pozos para ELISA, y la superficie de

la fase sólida que no tiene antigeno adsorbido en esta se 

cubre con una proteina no relacionada al antigeno tal como 

albúmina de suero de bovino (de aqui en adelante referida

como "BSA" , por sus siglas en inglés) . Después de lavar la 

superficie, la superficie se pone en contacto con una muestra 
diluida en serie (por ejemplo, suero de ratón) como un

anticuerpo primario para permitir que el anticuerpo en la 

muestra se enlace al antigeno.

Además, como un anticuerpo secundario, un anticuerpo 

etiquetado con una enzima contra un anticuerpo de ratón se 

agrega y se permite enlazar al anticuerpo de ratón. Después 

de lavar, el sustrato para la enzima se agrega y un cambio en 

la absorbancia que se presenta debido al desarrollo de color 

inducido por la degradación del sustrato o similares se mide 

y la titulación de anticuerpo se calcula con base en la

medición.

La separación de las células que producen anticuerpo a 

partir de células de bazo o linfocitos del animal inmunizado 

puede llevarse a cabo de acuerdo con un método conocido (por 
ejemplo, Kohler et al., Nature (1975), 256, p. 495; Kohler et 

al., Eur. J. Immunol. (1977), 6, p. 511; Milstein et al.,

Nature (1977), 266, p. 550; Walsh, Nature (1977), 266, p .

4 95). Por ejemplo, en el caso de células de bazo, puede

emplearse un método general en el cual las células que 

producen anticuerpo se separan al homogenizar el bazo para 
obtener las células a través de filtración con un tamiz de

A 0
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acero inoxidable y suspender las células en Medio Esencial 

Mínimo de Eagle (MEM, por sus siglas en inglés).

(c) Preparación de células de mielorna (de aquí en adelante 
referido como "míeloma")

Las células de mieloma a usarse para fusión celular no 

están particularmente limitadas y las células apropiadas 

pueden seleccionarse de líneas celulares conocidas. Sin 

embargo, teniendo en cuenta la conveniencia cuando un 

hibridoma es seleccionado de células fusionadas, se prefiere 

usar una cepa deficiente en HGPRT (hipoxantina-guanina 
fosforibosil transferasa) cuyo procedimiento de selección se 

ha establecido.

Más específicamente, los ejemplos de tal cepa 

deficiente en HGPRT incluyen X63-Ag8(X63), NS1-ANS/1 (NS1) , 

P3X63-Ag8.Ul(P3Ul), X63-Ag8.653(X63.653), SP2/0-Agl4(SP2/0),

MPC11-45.6TG1.7(45.6TG), FO, S149/5XXO, y BU.l derivadas de 

ratones; 210.RSY3.A g .1.2.3(Y3) derivada de ratas; y 

U266AR(SKQ-007), GM1500-GTG-A12(GM1500), UC729-6, LICR-LOW-

HMy2(HMy2) y 8226AR/NIP4- 1 (NP41) derivadas de humanos. Estas 

cepas deficientes en HGPRT están disponibles de, por ejemplo, 

la American Type Culture Collection (ATCC) o similares.
Estas cepas celulares se subcultivan en un medio 

apropiado tal como un medio de 8-azaguanina [un medio que se 

obtiene al agregar 8-azaguanina a un medio de RPMI 1640 

suplementado con glutamina, 2-mercaptoetanol, gentamicina, y 
suero de becerro fetal (de aquí en adelante referido como 

"FCS" , por sus siglas en inglés)]. Medio Dulbecco Modificado 

de Iscove (de aquí en adelante referido como "IMDM" , por sus 

siglas en inglés), o Medio Eagle Modificado de Dulbecco (de 

aquí en adelante referido como "DMEM"). En este caso, 3 hasta
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4 días antes de realizar la fusión celular, las células se 

subcultivan en un medio normal [por ejemplo, un medio ASF104 

(fabricado por Ajinomoto Co. , Ltd.) que contiene FCS al 10%] 

para asegurar no menos de 2 x 107 células en el día de fusión 

celular.
5

(d) Fusión celular

La fusión entre las células que producen anticuerpo y 
las células de mieloma puede realizarse apropiadamente de 
acuerdo con un método conocido (Weir, D. M. Handbook of 

Experimental Immunology Vol. I. II. III., Blackwell
10

Scientific Publications, Oxford (1987), Kabat, E. A. and
# Mayer, M. M . , Experimental Immunochemistry, Charles C Thomas 

Publisher, Springfield, Illinois (1964), etc.), bajo 
condiciones tales que la relación de supervivencia no se 

reduce excesivamente.
15

Como tal método, por ejemplo, un método químico en el 

cual las células que producen anticuerpo y las células de 

mieloma se mezclan en una solución que contiene un polímero 

tal como polietilen glicol a una alta concentración, un 

método físico usando estimulación eléctrica, o similares
#  20 puede usarse. Entre estos métodos, un ejemplo específico del 

método químico es como se describe enseguida.

Esto es, en el caso donde el polietilen glicol se usa

en la solución que contiene un polímero a una alta 

concentración, las células que producen anticuerpo y las
25

células de mieloma se mezclan en una solución de polietilen 

glicol que tiene un peso molecular de 1500 hasta 6000, más 

preferiblemente 2000 hasta 4000 a una temperatura desde 30

hasta 40°C, preferiblemente desde 35 hasta 38 °G por 1 hasta 

10 minutos, preferiblemente 5 hasta 8 minutos.
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(e) Selección de un grupo de hibridcmas

El método de seleccionar hlórldomas que se obtiene por 

la tuslón celular antes descrita no se limita 

particularmente, t^sualmente, se usa un método de selección 

HAT (hlpoxantlna, amlnopterlna, tlmldlna) (^ohler et al.,
5

sature (1975), 256, p. 495; ^llsteln et al., sature (1977),

266, p. 550).

Este método es efectivo cuando las hlbrldomas son las 

que se obtienen usando las células de mieloma de una cepa 

deficiente en que no sobrevive en presencia de
10

amlnopterlna.

Esto es, al cultivar células no fusionadas e hlbrldomas 

en un medio HAT, sólo los hlbrldomas resistentes a

amlnopterlna se permiten selectivamente que sobrevivan y 
prollferen.

15
(f) División en clon de célula sencilla (clonación)

Como un método de clonación para hlbrldomas, puede 

usarse un método conocido tal como un método de

metllcelulosa, un método de agarosa suave, o un método de 

dilución limitado (ver, por ejemplo, Barbara, 8. and

Stanley, S.^ Selected ^ethods In Cellular Immunology,

H. Ereeman and Company, San Francisco (1980)). Entre estos 

métodos, particularmente, se prefiere un método de cultivo 

tridimensional tal como un método de metllcelulosa. Por 

ejemplo, el grupo de hlbrldomas producido por fusión celular
25

se suspende en un medio de metllcelulosa tal como ^edlo 0 de 

Selección ClonaCell^HY (fabricado por StemCell Technologies, 

Inc., ^03804) y cultivar. Entonces, se colectan las colonias 

de hibridoma formadas, por ello pueden obtenerse hlbrldomas 

monoclonales. Las colonias de hibridoma respectivas
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colectadas se cultivan, y un hibridoma que se ha confirmado 

que tiene una titulación de anticuerpo estable en un 

sobrenadante de cultivo de hibridoma obtenido se selecciona 

como una cepa de hibridoma que produce anticuerpo monoclonal

Los ejemplos de la cepa de hibridoma de esta manera 

establecida Incluyen hibridoma ^30 De manera
Incidental, en esta descripción, un anticuerpo producido por 

el hibridoma ^30 se refiere como ^anticuerpo ^30" o

simplemente ^30^.

La cadena pesada del anticuerpo ^30 tiene una secuencia 

de aminoácidos representada por 5^0 ID 51 en el Listado
de Secuencias. Además, la cadena llqera del anticuerpo ^30 

tiene una secuencia de aminoácidos representada por SFO ID 

^0^ 53 en el Listado de Secuencias. De manera Incidental, en

la cadena pesada secuencia de aminoácidos representada por 

SF0 ID ^0^ 51 en el Listado de Secuencias, la secuencia de

aminoácidos que consiste de los residuos de aminoácidos 1
hasta 19 es una secuencia de señal, la secuencia de

aminoácidos que consiste de los residuos de aminoácidos 20

hasta 141 es una reqlón variable, y la secuencia de

aminoácidos que consiste de los residuos de aminoácidos 142

hasta 471 es una reqlón constante. Además, en la secuencia de 

aminoácidos de cadena llqera representada por SF^ ID 53
en el Listado de Secuencias, la secuencia de aminoácidos que
consiste de los residuos de aminoácidos 1 hasta 22 es una 

secuencia de señal, la secuencia de aminoácidos que consiste 

de los residuos de aminoácidos 23 hasta 130 es una reqlón

variable, y la secuencia de aminoácidos que consiste de los 

residuos de aminoácidos 131 hasta 235 es una reqlón
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constante.
La cadena pesada secuencia de aminoácidos representada 

por SFO 10 51 en el Listado de Secuencias es codificada

por una secuencia de nucleótldo representada por 10 ^0^
50 en el Listado de Secuencias. Ln la secuencia de nucleótldo

5
representada por SF^ 10 50 en el Listado de Secuencias,

la secuencia de nucleótldo que consiste de nucleótldos 1 

hasta 57 codifica la secuencia de señal de cadena pesada del 

anticuerpo, la secuencia de nucleótldo que consiste de

nucleótldos 58 hasta 423 codifica la reqlón variable de
10

cadena pesada del anticuerpo, y la secuencia de nucleótldo 
que consiste de nucleótldos 424 hasta 1413 codifica la reqlón 

constante de cadena pesada del anticuerpo.

La secuencia de aminoácidos de cadena llqera 

representada por SF^ 10 ^0^ 53 en el Listado de Secuencias es
15

codificada por una secuencia de nucleótldo representada por 

SF0 10 52 en el Listado de Secuencias. Fn la secuencia de

nucleótldo representada por SF^ 10 52 en el Listado de

Secuencias, la secuencia de nucleótldo que consiste de

nucleótldos 1 hasta 66 codifica la secuencia de señal de 

cadena llqera del anticuerpo, la secuencia de nucleótldo que 

consiste de nucleótldos 67 hasta 390 codifica la reqlón 

variable de cadena llqera del anticuerpo, y la secuencia de 

nucleótldo que consiste de nucleótldos 391 hasta 705 codifica 

la reqlón constante de cadena llqera del anticuerpo.
25

(q) Preparación de anticuerpo monoclonal al cultivar 

hibridoma

Al cultivar el hibridoma de esta manera seleccionado, 

el anticuerpo monoclonal puede obtenerse eficientemente. Sin 

embarqo, antes de cultivar, se prefiere realizar la selección
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de un hibridoma que produce un anticuerpo monoclonal 
objetivo.

Fn tal selección, puede emplearse un método conocido.

La medición de la titulación de anticuerpo en la

Invención puede llevarse a cabo, por ejemplo, por un método 

FL1SA explicado en el punto (b) descrito anteriormente.

F1 hibridoma que se obtiene por el método descrito 

anteriormente puede almacenarse en un estado congelado en 

nltróqeno liquido o en un conqelador a -80^C o debajo.

Después de completar la clonación, el medio se cambia 

desde un medio HT a un medio normal, y el hibridoma se 

cultiva.
Se realiza cultivo a qran escala por cultivo de

rotación usando una botella de cultivo grande o por cultivo 

en centrltuqador. Del sobrenadante que se obtiene por el 

cultivo a qran escala, el anticuerpo monoclonal que se enlaza 

específicamente a la protelna de la Invención puede obtenerse 

por purificación usando métodos conocidos por aquellos

expertos en el campo tal como filtración en qel.

Además, el hibridoma se Inyecta en la cavidad abdominal 

de un ratón de la misma cepa como el hibridoma (por ejemplo, 

la 8AH3BC antes descrita) o un ratón ^uB^u para prollferar el 

hibridoma, por ello los ascltls que contienen una gran
cantidad del anticuerpo monoclonal de la Invención pueden 

obtenerse.

Fn casos donde el hibridoma se administra a la cavidad 

abdominal, si un aceite mineral tal como 2,6,10,14-tetrametll 

pentadecano (prlstano) se administra 3 hasta 7 días antes de 

esto, una cantidad más grande de los ascltls puede obtenerse.

Por ejemplo, un Inmunosupresor se Inyecta previamente
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en la cavidad abdominal de un ratón de la misma cepa como el 

hibridoma a células T Inactlvadas. veinte días 
posteriormente, se suspenden 10^ hasta 107 células de clon de 

hibridoma en un medio libre de suero (0.5 mi), y la 

suspensión se administra a la cavidad abdominal del ratón. Fn
5

general, cuando el abdomen se expande y rellena con los 

ascltls, los ascltls se colectan del ratón. Por este método, 

el anticuerpo monoclonal puede ser el gue se obtiene a una 
concentración gue es alrededor de 100 veces o más más alta 

gue la de la solución de cultivo.
10

F1 anticuerpo monoclonal gue se obtiene por el método 

antes descrito puede purificarse por un método descrito en, 

por ejemplo, ^elr, 0. Handbook of experimental immunology

^ol. 1, 11, 111, Blackwell Scientific Publications, Oxford

(1978).
15

F1 anticuerpo monoclonal de esta manera obtenido tiene 

una alta especificidad de antlgeno para B7-H3.

(h) ensayo de anticuerpo monoclonal

F1 Isotlpo y la subclase del anticuerpo monoclonal de 

esta manera obtenido pueden determinarse como sigue.
^  20

Primero, los ejemplos del método de Identificación 
Incluyen un método Ouchterlony, un método FL1SA, y un método 

PIA.

^n método Ouchterlony es sencillo, pero cuando la 

concentración del anticuerpo monoclonal es baja, se regulere
25

una operación de condensación.

Por otro lado, cuando un método FL1SA o un método PÍA 

se usa, al hacer reaccionar directamente el sobrenadante de 

cultivo con una fase sólida gue adsorbe el antlgeno y usando 

anticuerpos correspondientes a varios tipos de Isotlpos y
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subclases de Inmuncqlcbullna como anticuerpos secundarlos, el 

Isotlpo y subclase del anticuerpo monoclonal puede 

Identificarse.

Además, como un método más sencillo, también puede 

usarse un kit de Identificación comerclalmente disponible 

(por ejemplo, ^ouse lyper ^lt fabricado por 8lo-^ad 

Laboratories, Inc.) o similares.

Además, la determinación cuantitativa de la protelna 

puede realizarse por el método Folln Lo^ry y un método para 

cálculo con base en la absorbancla a 280 nm [1.4 (00 280) -

Inmunoqlobullna 1 mqBml].
Además, aún cuando el anticuerpo monoclonal es 

separadamente e Independientemente obtenido al realizar de 

nuevo las dos etapas de (a) hasta (h) en (2), es posible 

obtener un anticuerpo que tiene una actividad cltotóxlca 

equivalente a la del anticuerpo ^30. Como un ejemplo de tal 

anticuerpo, un anticuerpo que se enlaza al mismo epltopo como 

el anticuerpo ^30 puede ejemplificarse. F1 ^30 reconoce un 

epltopo en el dominio IqOl o lq02, que es un dominio en el 

dominio extracelular y se enlaza al dominio IqOl o el

dominio lq02 o ambos, ^or lo tanto, como el epltopo para el 

anticuerpo ^30, particularmente, un epltopo presente en el 

dominio IqOl o lq02 de puede ejemplificarse. 21 un

anticuerpo monoclonal recientemente producido se enlaza a un 
péptldo parcial o una estructura terciarla parcial a la cual 

el anticuerpo ^30 se enlaza, puede determinarse que el 

anticuerpo monoclonal se enlaza al mismo epltopo como el 

anticuerpo ^30. Además, al confirmar que el anticuerpo 

monoclonal compite con el anticuerpo ^30 para el enlace a 87- 

(esto es, el anticuerpo monoclonal Inhibe el enlace entre
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el anticuerpo ^30 y puede determinarse que el

anticuerpo monoclonal se enlaza al mismo epltopo como el

anticuerpo ^30 aún si la secuencia o estructura del epltopo

especifica no se ha determinado. Cuando se confirma que el

anticuerpo monoclonal se enlaza al mismo epltopo como el

anticuerpo ^30, el anticuerpo monoclonal se espera

fuertemente que tenqa una actividad cltotóxlca equivalente a 
la del anticuerpo ^30.
(3) Otros anticuerpos

F1 anticuerpo de la invención Incluye no sólo el 

anticuerpo monoclonal antes descrito contra sino

también un anticuerpo recomblnante que se obtiene por 

modificación artificial para el propósito de reducir la 

antlqenlcldad heteróloqa para humanos tal como un anticuerpo 
quimérico, un anticuerpo humanizado y un anticuerpo humano. 

Fstos anticuerpos pueden producirse usando métodos conocidos.

Como tal anticuerpo quimérico, un anticuerpo en el cual 

la variable de anticuerpo y las reqlones constantes son 

derivados de especies diferentes, por ejemplo, un anticuerpo 

quimérico en el cual una reqlón variable de anticuerpo

derivado de ratón o rata se conecta a una reqlón constante 

derivada de humano puede ejemplificarse (ver ^roc. ^atl. 

Acad. Sel. 81, 6851-6855, (1984)) . ^n anticuerpo

quimérico derivado de un anticuerpo ^30 antl-humano de
ratón es un anticuerpo que consiste de una cadena pesada que 

comprende una reqlón variable de cadena pesada de la cual la 

secuencia de aminoácidos consiste de residuos de aminoácidos 

20 hasta 141 de 2F0 10 ^C^ 51 y una cadena llqera que

comprende una reqlón variable de cadena llqera de la cual la 

secuencia de aminoácidos que consiste de residuos de
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aminoácidos 23 hasta 130 de 10 ^0^ 53, y puede tener una

reqlón constante arbitrarla derivada de humano. Como un 

ejemplo de tal anticuerpo quimérico, un anticuerpo que 

consiste de una cadena pesada de la cual la secuencia de 
aminoácidos que consiste de residuos de aminoácidos 1 hasta 

471 de SFO 10 63 en el Listado de Secuencias y una cadena

llqera de la cual la secuencia de aminoácidos que consiste de 

residuos de aminoácidos 1 hasta 233 de SF0 10 59 en el

Listado de Secuencias puede ejemplificarse. Oe manera 

Incidental, en la secuencia de cadena pesada representada por 

SF0 10 63 en el Listado de Secuencias, la secuencia de

aminoácidos que consiste de los residuos de aminoácidos 1 

hasta 19 es una secuencia de señal, la secuencia de 
aminoácidos que consiste de los residuos de aminoácidos 20 

hasta 141 es una reqlón variable, y la secuencia de 

aminoácidos que consiste de los residuos de aminoácidos 142 

hasta 471 es una reqlón constante. Además, en la secuencia de 

cadena llqera representada por SF^ 10 ^0^ 59 en el Listado de 

Secuencias, la secuencia de aminoácidos que consiste de los 

residuos de aminoácidos 1 hasta 20 es una secuencia de señal, 

la secuencia de aminoácidos que consiste de los residuos de 

aminoácidos 21 hasta 128 es una reqlón variable, y la 

secuencia de aminoácidos que consiste de los residuos de 
aminoácidos 129 hasta 233 es una reqlón constante.

La secuencia de aminoácidos de cadena pesada 

representada por SF^ 10 63 en el Listado de Secuencias es

codificada por una secuencia de nucleótldo representada por 

SF0 10 62 en el Listado de Secuencias. Fn la secuencia de

nucleótldo representada por SF^ 10 62 en el Listado de

Secuencias, la secuencia de nucleótldo que consiste de
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nucleótldos 1 hasta 57 codifica la secuencia de señal de

cadena pesada del anticuerpo, la secuencia de nucleótldo que 

consiste de nucleótldos 58 hasta 423 codifica la reqlón 
variable de cadena pesada del anticuerpo, y la secuencia de 
nucleótldo que consiste de nucleótldos 424 hasta 1413

5
codifica la reqlón constante de cadena pesada del anticuerpo.

La secuencia de aminoácidos de cadena llqera 

representada por SFO 10 59 en el Listado de Secuencias es

codificada por una secuencia de nucleótldo representada por 

SFO 10 ^0^ 58 en el Listado de Secuencias. Fn la secuencia de
10

nucleótldo representada por SF^ 10 58 en el Listado de

Secuencias, la secuencia de nucleótldo que consiste de 
nucleótldos 1 hasta 60 codifica la secuencia de señal de

cadena llqera del anticuerpo, la secuencia de nucleótldo que 

consiste de nucleótldos 61 hasta 384 codifica la reqlón
15

variable de cadena llqera del anticuerpo, y la secuencia de

nucleótldo que consiste de nucleótldos 385 hasta 699 codifica
la reqlón constante de cadena llqera del anticuerpo.

Como tal anticuerpo humanizado, un anticuerpo que se 

obtiene al Inteqrar sólo una reqlón complementariamente 

determinante (C0^) en un anticuerpo derivado de humano (ver 

sature (1986) 321, pp. 522-525), y un anticuerpo que se

obtiene al Injertar una parte de los residuos de aminoácido
de la estructura asi como la secuencia CO^ a un anticuerpo 
humano por el método de Injertado (^0 90B07861) puede

25
ejemplificarse.

Sin embarqo, el anticuerpo humanizado derivado del

anticuerpo ^30 no se limita a un anticuerpo humanizado

especifico siempre y cuando el anticuerpo humanizado tenqa 

los 6 tipos de secuencias C0^ del anticuerpo ^30 y tenqa una
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actividad antitumcr. Oe manera incidental, ia reqión variable 

de cadena pesada del anticuerpo ^30 tiene CO^Hl que

consiste de la secuencia de aminoácidos representada por 
10 92 en el Listado de Secuencias, C0^H2

que consiste de la secuencia de
5

aminoácidos representada por 10 ^0^ 93 en el Listado de

Secuencias, y C0^H3 (^CYYCS^LYYFOY) que consiste de la

secuencia de aminoácidos representada por SF^ 10 ^0^ 94 en el 

Listado de Secuencias. Además, la reqlón variable de cadena 
llqera del anticuerpo ^30 tiene CO^Ll (^ASS^LIY^H) que

10
consiste de la secuencia de aminoácidos representada por SF^ 

10 95 en el Listado de Secuencias, C0^L2 (ALS^LAS) que

consiste de la secuencia de aminoácidos representada por SF^ 

10 96 en el Listado de Secuencias, y C0^L3

que consiste de la secuencia de aminoácidos representada por
15

SF0 10 97 en el Listado de Secuencias.
Como un ejemplo del anticuerpo humanizado del

anticuerpo de ratón ^30, una combinación arbitraria de una 

cadena pesada que comprende una reqlón variable de cadena 

pesada que consiste de cualquiera de (1) una secuencia de^ 20
aminoácidos que consiste de los residuos de aminoácidos 20 

hasta 141 de SF0 10 85, 87, 89, o 91 en el Listado de
Secuencias, (2) una secuencia de aminoácidos que tiene una 
homoloqia de al menos 95% o más con la secuencia de

aminoácidos (1) descrita anteriormente, y (3) una secuencia
25

de aminoácidos en donde uno o varios aminoácidos en la 

secuencia de aminoácidos (1) descrita anteriormente se 

eliminan, sustituyen o aqreqan y una cadena llqera que

comprende una reqlón variable de cadena llqera que consiste 

de cualquiera de (4) una secuencia de aminoácidos que
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consiste de los residuos de aminoácidos 21 hasta 128 de SFO 
10 71, 73, 75, 77, 79, 81, o 83 en el Listado de

Secuencias, (5) una secuencia de aminoácidos que tiene una 

homoloqia de al menos 95% o más con la secuencia de 

aminoácidos (4) descrita anteriormente, y (6) una secuencia 

de aminoácidos en donde uno o varios aminoácidos en la 

secuencia de aminoácidos (4) descrita anteriormente se 

eliminan, sustituyen o aqreqan puede ejemplificarse.

Oe manera Incidental, el término ^varlos(as)^ como se 
usa en la presente se refiere a 1 hasta 10, 1 hasta 9, 1

hasta 8, 1 hasta 7, 1 hasta 6, 1 hasta 5, 1 hasta 4, 1 hasta

3, o 1 o 2.

Como la sustitución de aminoácidos en esta descripción, 

una sustitución de aminoácidos conservadora se prefiere. La 

sustitución de aminoácidos conservadora se refiere a una 
sustitución que se presenta dentro de un qrupo de aminoácidos 

relacionado a las cadenas laterales de aminoácidos. Los 

qrupos de aminoácidos preferidos son como slque^ un qrupo 

ácido (ácido aspártlco y ácido qlutámlco); un qrupo básico 

(Usina, arqlnlna, e hlstldlna); un qrupo no polar (alanlna, 

vallna, leuclna, Isoleuclna, prollna, fenllalanlna, 

metlonlna, y trlptofan); y una qamllla polar no carqada 

(qllclna, asparaqlna, qlutamlna, cisterna, serlna, treonlna, 

y tlroslna). Los qrupos aminoácidos más preferidos son como 

slque^ un qrupo hldroxl allfátlco (serlna y treonlna); un 
qrupo que contiene amida (asparaqlna y qlutamlna); un qrupo 

allfátlco (alanlna, vallna, leuclna, y Isoleuclna); y un 

qrupo aromático (fenllalanlna, trlptofan, y tlroslna). lal 

sustitución de aminoácidos preferiblemente se realiza 

preferiblemente dentro de un qrupo que no afecta las
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propiedades de una sustancia que tiene ia secuencia de

aminoácidos o^iqinai.

Como una combinación p^eie^ida de una cadena pesada y 

una cadena iiqe^a descrita anteriormente, un anticuerpo que 
consiste de una cadena pesada que comprende una ^eqión 

va^iabie de cadena pesada que consiste de una secuencia de

aminoácidos que consiste de ios residuos de aminoácidos 20

hasta i4i de SFO iO 85 y una cadena iiqe^a que comprende
una ^eqión va^iabie de cadena iiqe^a que consiste de una

secuencia de aminoácidos que consiste de ios residuos de
iO

aminoácidos 2i hasta i28 de 2^0 iO un anticuerpo que

consiste de una cadena pesada que comprende una ^eqión 

variable de cadena pesada que consiste de una secuencia de

aminoácidos que consiste de ios residuos de aminoácidos 20 

hasta Í4Í de 2^0 iO 85 y una cadena iiqe^a que comprende
i5

una ^eqión va^iabie de cadena iiqe^a que consiste de una

secuencia de aminoácidos que consiste de ios residuos de

aminoácidos 2i hasta Í28 de 2F0 iO 73; un anticuerpo que

consiste de una cadena pesada que comprende una ^eqión 

va^iabie de cadena pesada que consiste de una secuencia de

aminoácidos que consiste de ios residuos de aminoácidos 20 

hasta i4i de 2F0 iO 85 y una cadena iiqe^a que comprende

una ^eqión va^iabie de cadena iiqe^a que consiste de una
secuencia de aminoácidos que consiste de ios residuos de

aminoácidos 2i hasta Í28 de 2^0 iO 75; un anticuerpo que
25

consiste de una cadena pesada que comprende una ^eqión 

va^iabie de cadena pesada que consiste de una secuencia de

aminoácidos que consiste de ios residuos de aminoácidos 20 

hasta i4i de 2^0 iO 85 y una cadena iiqe^a que comprende

una ^eqión va^iabie de cadena iiqe^a que consiste de una



secuencia de aminoácidos que consiste de los residuos de

aminoácidos 21 hasta 128 de 5^0 10 ^0^ 77; un anticuerpo que 

consiste de una cadena pesada que comprende una reqlón 

variable de cadena pesada que consiste de una secuencia de

aminoácidos que consiste de los residuos de aminoácidos 20 

hasta 141 de 10 85 y una cadena llqera que comprende

una reqlón variable de cadena llqera que consiste de una 

secuencia de aminoácidos que consiste de los residuos de

aminoácidos 21 hasta 128 de 2F0 10 ^0^ 79; un anticuerpo que

consiste de una cadena pesada que comprende una reqlón
10

variable de cadena pesada que consiste de una secuencia de

aminoácidos que consiste de los residuos de aminoácidos 20 

hasta 141 de 2F0 10 85 y una cadena llqera que comprende
una reqlón variable de cadena llqera que consiste de una 

secuencia de aminoácidos que consiste de los residuos de
15

aminoácidos 21 hasta 128 de 10 ^0^ 81; un anticuerpo que

consiste de una cadena pesada que comprende una reqlón 

variable de cadena pesada que consiste de una secuencia de

aminoácidos incluyendo residuos de aminoácidos 20 hasta 141 

de 2^0 10 85 y una cadena llqera que comprende una reqlón^ 20
variable de cadena llqera que consiste de una secuencia de

aminoácidos que consiste de los residuos de aminoácidos 21 

hasta 128 de 10 ^0^ 83; un anticuerpo que consiste de una

cadena pesada que comprende una reqlón variable de cadena 

pesada que consiste de una secuencia de aminoácidos que
25

consiste de los residuos de aminoácidos 20 hasta 141 de 2^0 

10 ^0^ 91 y una cadena llqera que comprende una reqlón 

variable de cadena llqera que consiste de una secuencia de

aminoácidos que consiste de los residuos de aminoácidos 21 

hasta 128 de 5^0 10 71; un anticuerpo que consiste de una
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cadena pesada que comprende una reqlón variable de cadena 

pesada que consiste de una secuencia de aminoácidos que 

consiste de los residuos de aminoácidos 20 hasta 141 de 

10 ^0^ 91 y una cadena llqera que comprende una reqlón
variable de cadena llqera que consiste de una secuencia de

aminoácidos que consiste de los residuos de aminoácidos 21 

hasta 128 de 2^0 10 ^0^ 73; un anticuerpo que consiste de una 

cadena pesada que comprende una reqlón variable de cadena 

pesada que consiste de una secuencia de aminoácidos que 

consiste de los residuos de aminoácidos 20 hasta 141 de 

10 91 y una cadena llqera que comprende una reqlón

variable de cadena llqera que consiste de una secuencia de

aminoácidos que consiste de los residuos de aminoácidos 21 

hasta 128 de 2^0 10 75; y un anticuerpo que consiste de

una cadena pesada que comprende una reqlón variable de cadena 

pesada que consiste de una secuencia de aminoácidos que 

consiste de los residuos de aminoácidos 20 hasta 141 de 2^0 
10 91 y una cadena llqera que comprende una reqlón

variable de cadena llqera que consiste de una secuencia de

aminoácidos que consiste de los residuos de aminoácidos 21 

hasta 128 de 2^0 10 ^0^ 77 puede ejemplificarse.
Como una combinación más p^efe^lda, un anticuerpo que 

consiste de una cadena pesada que comprende una secuencia de 

aminoácidos de 2F0 10 85 y una cadena llqera que

comprende una secuencia de aminoácidos de 5^0 10 71; un

anticuerpo que consiste de una cadena pesada que comprende 

una secuencia de aminoácidos de 2^0 10 85 y una cadena

llqera que comprende una secuencia de aminoácidos de 10

^0^ 73; un anticuerpo que consiste de una cadena pesada que

comprende una secuencia de aminoácidos de 10 85 y una
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iO ^0^ 75; un anticuerpo que consiste de una cadena

pesada que comprende una secuencia de aminoácidos de iO

85 y una cadena iiqe^a que comprende una secuencia de 
aminoácidos de iO 77; un anticuerpo que consiste de

una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoácidos 

de 5^0 iO 85 y una cadena iiqe^a que comprende una

secuencia de aminoácidos de 5^0 iO ^0^ 79; un anticuerpo que 

consiste de una cadena pesada que comprende una secuencia de 

aminoácidos de 2^0 iO 85 y una cadena iiqe^a que

comprende una secuencia de aminoácidos de 2F0 iO 8i; un

anticuerpo que consiste de una cadena pesada que comprende 

una secuencia de aminoácidos de 2^0 iO 85 y una cadena
iiqe^a que comprende una secuencia de aminoácidos de iO

8̂ 3; un anticuerpo que consiste de una cadena pesada que 

comprende una secuencia de aminoácidos de 5^0 iO ^0^ 9i y una 

cadena iiqe^a que comprende una secuencia de aminoácidos de 

2^0 iO 7i; un anticuerpo que consiste de una cadena

pesada que comprende una secuencia de aminoácidos de iO

^0^ 9i y una cadena iiqe^a que comprende una secuencia de 

aminoácidos de iO ^0^ 7^; un anticuerpo que consiste de

una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoácidos

de 2F0 iO 9i y una cadena iiqe^a que comprende una
secuencia de aminoácidos de 2^0 iO 75; y un anticuerpo

que consiste de una cadena pesada que comprende una secuencia 

de aminoácidos de 2F0 iO ^0^ 9i y una cadena iiqe^a que 

comprende una secuencia de aminoácidos de 5^0 iO 77 puede

ejemplificarse.

Ai combinad una secuencia que tiene una aita homoioqia 

con ia secuencia de aminoácidos de cadena pesada antes
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descrita con una secuencia que tiene una aita homoioqia con 

ia secuencia de aminoácidos de cadena iiqe^a antes descrita, 

es posibie seleccionad un anticuerpo que tiene una actividad 
citotóxica equivalente a la de cada uno de los anticuerpos 
antes descritos, lal homoloqia qene^almente es una homoloqia 

de 80% o más, preferiblemente una homoloqia de 90% o más, más 

preferiblemente una homoloqia de 95% o más, aún 

preferiblemente una homoloqia de 99% o más. Además, al 

combinad una secuencia de aminoácidos en donde uno a varios 
residuos de aminoácidos están sustituidos, eliminados o

10
aq^eqados en la cadena pesada o secuencia de aminoácidos de 

cadena llqera, también es posible seleccionad un anticuerpo 

que tenqa una actividad citotóxica equivalente a la de cada 
uno de los anticuerpos antes descritos.

La homoloqia ent^e dos secuencias de aminoácidos puede
15

determinarse usando pa^ámet^os predeterminados de alqo^itmo 
Blast versión 2.2.2 (Altschul, 2tephen F., Ihomas L. ^adden, 

Alejandro A. 2chaffe^, 4linqhui ^hanq, ^henq ^hanq, ^ebb 

^ille^, and Oavid 1̂. Lipman (1997), ^Capped 8LA2T and ^21- 

8LA2T^ a ne^ qene^ation of p^otein database sea^ch p^oq^ams^,^ 20
d ú d e l e  Acids ^es. 25^ ^^89-^402) . Fi alqo^itomo 81ast

también puede usarse a través de la Internet al accesa^ al 
sitio 1^^490799215^0.

Oe maneja incidental, en la secuencia de aminoácidos de 

cadena pesada representada po^ 10 ^0^ 85, 87, 89 o 91 en
25

el Listado de secuencias, la secuencia de aminoácidos que 

consiste de los residuos de aminoácidos 1 hasta 19 es una 

secuencia de señal, la secuencia de aminoácidos que consiste 

de los residuos de aminoácidos 20 hasta 141 es una reqlón 

variable, y la secuencia de aminoácidos que consiste de los
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residuos de aminoácidos 142 hasta 471 es una reglón

constante.

Además, en la secuencia de aminoácidos de cadena ligera 
representada por SEQ ID NO: 71, 73, 75, 77, 79, 81 o 83 en el 

Listado de Secuencias, la secuencia de aminoácidos que 

consiste de los residuos de aminoácidos 1 hasta 20 es una 

secuencia de señal, la secuencia de aminoácidos que consiste 

de los residuos de aminoácidos 21 hasta 128 es una reqlón 
variable, y la secuencia de aminoácidos que consiste de los
residuos de aminoácidos 129 hasta 233 es una región
constante.

Las secuencias de aminoácidos de cadena pesada 

representadas por SEQ ID NO: 85, 87, 89 o 91 en el Listado de 

Secuencias son codificadas por las secuencias de nucleótldos 

representadas por SEQ ID NO: 84 , 8 6, 88 o 90,
respectivamente, en el Listado de Secuencias. Además, las 

secuencias representada por SEQ ID NOS: 84 y 85 se muestran

en la Fig. 34, las secuencias representadas por SEQ ID NOS:

86 y 87 se muestran en las Figs. 35-1 a 35-2, las secuencias 

representadas por SEQ ID NOS: 88 y 89 se muestran en las

Figs. 36-1 a 36-2, y las secuencias representadas por SEQ ID

NOS: 90 y 91 se muestran en la Fig. 37-1 a 37-2. En cada una

de las secuencias de nucleótldos anteriores, la secuencia de 
nucleótldo que consiste de nucleótldos 1 hasta 57 codifica la 

secuencia de señal de cadena pesada del anticuerpo, la 

secuencia de nucleótldo que consiste de nucleótldos 58 hasta 

423 codifica la reqlón variable de cadena pesada del 

anticuerpo, y la secuencia de nucleótldo que consiste de 

nucleótldos 424 hasta 1413 codifica la región constante de 

cadena pesada del anticuerpo.
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Las secuencias de aminoácidos de cadena ligera 

representadas por SEQ ID NO: 71, 73, 75, 77, 79, 81 o 83 en

el Listado de Secuencias son codificadas por secuencias de 

nucleótldos representadas por SEQ ID NO: 70, 72, 74, 76, 78,

80 o 82, respectivamente, en el Listado de Secuencias.
5

Además, las secuencias representadas por SEQ ID NOS: 70 y 71

se muestran en las Figs. 27-1 a 27-2, las secuencias 

representadas por SEQ ID NOS: 72 y 73 se muestran en las

Figs. 28-1 a 28-2, las secuencias representadas por SEQ ID 
NOS: 74 y 75 se muestran en las Figs. 29-1 a 29.2, las

10
secuencias representadas por SEQ ID NOS: 76 y 77 se muestrans en las Figs. 30-1 a 30-2, las secuencias representadas por 

SEQ ID NOS: 78 y 79 se muestran en las Figs. 31-1 a 31-2, las 

secuencias representadas por SEQ ID NOS: 80 y 81 se muestran
en las Figs. 32-1 a 32-2, y las secuencias representadas por

15
SEQ ID NOS: 82 y 83 se muestran en las Figs. 33-1 a 33-2. En

cada una de las secuencias de nucleótldos anteriores, la 

secuencia de nucleótldo que consiste de nucleótldos 1 hasta 

60 codifica la secuencia de señal de cadena ligera del

anticuerpo, la secuencia de nucleótldo que consiste de^ 20
nucleótldos 61 hasta 384 codifica la reqlón variable de 

cadena llqera del anticuerpo, y la secuencia de nucleótldo 
que consiste de nucleótldos 385 hasta 699 codifica la región 

constante de cadena llqera del anticuerpo.

La homología entre cualquiera de estas secuencias de
25

nucleótldos y una secuencia de nucleótldo de otro anticuerpo 

también pueden determinarse usando el algoritmo Blast.

Además, el anticuerpo de la invención incluye un 

anticuerpo humano que se enlaza al mismo epltopo como el 

anticuerpo M30. Un anticuerpo anti-B7-H3humano se refiere a

( o ®
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un anticuerpo humano que tiene sólo una secuencia de qen de
un anticuerpo derivado de un cromosoma humano. El anticuerpo
anti-B7-H3 humano puede obtenerse por un método que usa un 

ratón que produce un anticuerpo humano que tiene un fraqmento

de cromosoma humano que comprende qenes de cadena pesada y
llqera de un anticuerpo humano (ver Tomizuka, K. et al., 

Nature Genetics (1997) 16, pp. 133-143; Kuroiwa, Y. et al..

Nucí. Acids Res. (1998) 26, p p . 3447-3448 ; Yoshida, H. et
al., Animal Cell Technoloqy: Basic and Applied Aspects vol.

10, pp. 69-73 (Kitaqawa, Y., Matuda, T. and lijima, S. eds.), 

Kluwer Academia Publishers, 1999; Tomizuka, K. et al., Proc.

Nati. Acad. Sel. USA (2000) 97, pp. 722-727, etc.).

Tal ratón que produce anticuerpo humano puede crearse 
específicamente como slque. Un animal qenéticamente 

modificado en el cual se han roto los luqares de qen de
15

cadena pesada y llqera de inmunoqlobulina endóqena, y en su 

luqar, se han introducido luqares de qen de cadena pesada y 

llqera de inmunoqlobulina humana por medio de un vector de 

cromosoma artificial de levadura (YAC, por sus siqias en 

inglés) o similares se crea al producir un animal con qenes^ 20
inactivados y un animal transqénico y emparejar estos 

animales.

Además, de acuerdo con una técnica de ADN recombinante, 

al usar cADNs que codifican cada una de tal cadena pesada y 

una cadena llqera de un anticuerpo humano, y preferiblemente
25

un vector que comprende tales cADNs, las células eucariotas 

se transforman, y una célula transformante que produce un 

anticuerpo monoclonal humano recombinante se cultiva, por 

ello el anticuerpo también puede obtenerse del sobrenadante 

de cultivo.

Éñ



Aquí, como el hospedero, por ejemplo, pueden usarse 

células eucariotas, preferiblemente células de mamífero tales 

como células CHO, línfocitos, o células de mieloma.

Además, un método para obtener un anticuerpo humano 

derivado de exhibición de faqo seleccionado de una colección 
de anticuerpo humano (ver Wormstone, I. M. et al.,

Investiqative Ophthalmoloqy & Visual Science. (2002) 43 (7),
pp. 2301-2308; Carmen, S. et al., Briefinqs in Functional

Genomics and Proteomics (2002), 1 (2), p p . 189-203;

Siriwardena, D. et al., Ophthalmoloqy (2002) 109 (3), pp.
427-431, etc.) también se conoce.

Por ejemplo, puede usarse un método de exhibición de

fago en el cual una región variable de un anticuerpo humano 

es expresada en la superficie de un faqo como un anticuerpo 

de cadena sencilla (scFv) , y un faqo que se enlaza a un 

antlqeno se selecciona (Nature Blotechnoloqy (2005) , 23, (9),

pp. 1105-1116) .

Al analizar el qen del fago seleccionado con base en su 

enlace a un antigeno, puede determinarse una secuencia de ADN 

que codifica la región variable de un anticuerpo humano que 

se enlaza a un antlgeno.

Sí se determina la secuencia de ADN de scFv que se 

enlaza a un antlqeno, un anticuerpo humano puede obtenerse al 

preparar un vector de expresión que comprende la secuencia e 

introducir el vector en un hospedero apropiado para 
expresarlo (WO 92/01047, WO 92/20791, WO 93/06213, WO 

93/11236, WO 93/19172, WO 95/01438, WO 95/15388, Annu. Rev. 

Immunol. (1994) 12, pp. 433-455, Nature Blotechnoloqy (2005)

23 (9), pp. 1105-1116).

Si un anticuerpo humano producido recientemente se
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enlaza a un péptldo parcial o una estructura terciarla 

parcial a la cual el anticuerpo M30 se enlaza, puede 

determinarse que el anticuerpo humano se enlaza al mismo 

epltopo como el anticuerpo M30. Además, al confirmar que el 

anticuerpo humano compite con el anticuerpo M30 para
5

enlazarse a B7-H3 (esto es, el anticuerpo humano inhibe el 

enlace entre el anticuerpo M30 y B7-H3), puede determinarse 
que el anticuerpo humano se enlaza al mismo epltopo como el 

anticuerpo M30 aún si la secuencia o estructura del epltopo 

especifica no se ha determinado. Cuando se confirma que el
10

anticuerpo humano se enlaza al mismo epltopo como el

anticuerpo M30, el anticuerpo humano se espera fuertemente 

que tenqa una actividad citotóxica equivalente a la del 

anticuerpo M30.

Los anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, o
15

anticuerpos humanos que se obtiene por los métodos antes 

descritos se evalúan por sus propiedades de enlace al

antlqeno por un método mostrado en el Ejemplo 3 o similares, 

y puede seleccionarse un anticuerpo preferido.

Como un ejemplo de otro Indice para usar en la£ 20
comparación de las propiedades de anticuerpos, la estabilidad 

de anticuerpos puede ejemplificarse. Un calorímetro de

barrido diferencial (DSC, por sus siqias en inglés) es un 
dispositivo capaz de medir rápidamente y exactamente una 

temperatura de punto medio de desnaturalización térmica (Tm)
25

a usarse como un Indice favorable de la estabilidad

conformaciónal relativa de las proteínas. Al medir los 

valores Tm usando un DSC y comparar los valores, puede

compararse una diferencia en la estabilidad térmica. Se

conoce que la estabilidad al almacenado de anticuerpos
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muestra alguna correlación con la estabilidad térmica de los 

anticuerpos (Lori Burton, et. al., Pharmaceutlcal Development 

and Technology (2007) 12, p p . 265-273), y puede seleccionarse 

un anticuerpo preferido al usar estabilidad térmica como un 

Indice. Los ejemplos de otros índices para seleccionar 
anticuerpos incluyen las siguientes características: el

rendimiento en una célula hospedera apropiada es alto; y la 

capacidad de agregación en una solución acuosa es baja. Por 

ejemplo, un anticuerpo que muestra el rendimiento más alto no 

siempre muestra la estabilidad térmica más alta, y por lo 

tanto, es necesario seleccionar un anticuerpo más apropiado 
para la administración a humanos al hacer una evaluación 

comprensiva con base en los índices antes descritos.

Además, también se conoce un método en el cual las 

secuencias de cadena pesada y llqera de lonqitud completa de 

un anticuerpo se conectan usando un liqador apropiado, por 

ello obteniendo una inmunoqlobulina de cadena sencilla (Lee, 

H-S, et. al.. Molecular Immunology (1999) 36, pp. 61-71;

Shirrmann, T. et. al., mAbs (2010) , 2, (1) p p . 1-4). Al

dimerizar tal inmunoqlobulina de cadena sencilla, el dlmero 

resultante puede tener una estructura y una actividad similar 

a aquella de un anticuerpo que es un tetrámero por si mismo. 

Además, el anticuerpo de la invención puede ser un anticuerpo 

que tiene una reqlón variable de cadena pesada sencilla y no 

tiene una secuencia de cadena ligera. Tal anticuerpo se llama 
un anticuerpo de dominio sencillo (sdAb) o un nanocuerpo, y 

de hecho, tal anticuerpo se observa en camellos y llamas y se 

ha reportado que tiene una afinidad de enlace al antlqeno 

(Muyldemans S. et . ai., Protein Enq. (1994) 7 (9), 1129-35,

Hamers-Casterman C. et. al., Nature (1993) 363 (6428) 446-8).

T i
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Los anticuerpos antes descritos también pueden construirse 
como un tipo de fragmento funcional del anticuerpo de acuerdo 
con la Invención.

En la invención, una variante modificada del anticuerpo 

o un fragmento funcional del anticuerpo también se incluye. 

La variante modificada se refiere a una variante que se 

obtiene al someter el anticuerpo o un fragmento funcional del 

anticuerpo de la invención a modificación química o 

blolóqica. Los ejemplos de tal variante químicamente 
modificada incluyen variantes químicamente modificadas al 

liqar una porción química a un esqueleto de aminoácido, 

variantes químicamente modificadas con una cadena de 

carbohidrato llqada a N o llqada a O, etc. Los ejemplos de 
tal variante biolóqicamente modificada incluyen variantes que 

se obtienen por la modificación después de la traducción (tal 

como qlicosilación llqada a N o llqada a O, procesamiento de 

N- o C- terminal, desamidación, isomeri zación de ácido 

aspártlco, u oxidación de metlonlna), y variantes en las 

cuales el residuo de metlonlna se ha agregado a la N-terminal 

al expresarse en una célula hospedera procariótica.

Además, un anticuerpo etiquetado de manera que permita 

la detección o aislado del anticuerpo o un antlqeno de la 

invención, por ejemplo, un anticuerpo etiquetado con enzima, 

un anticuerpo etiquetado fluorescente, y un anticuerpo 
etiquetado por afinidad también se incluyen en el significado 

de la variante modificada. Tal variante modificada del 

anticuerpo o un fraqmento funcional del anticuerpo de la 

invención es útil para mejorar la estabilidad y retención 

sanguínea del anticuerpo orlqlnal o un fraqmento funcional 

del anticuerpo de la invención, al reducir la antlqenlcldad
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del mismo, al detectar o aislar tal anticuerpo o un antigeno, 
etc.

Además, al regular la modificación de un glicano que se 

liga al anticuerpo de la invención (glicosilación, 

defucosilación, etc.), es posible aumentar la actividad 

citotóxica. celular dependiente del anticuerpo. Como la 
técnica para regular la modificación de un glicano de 

anticuerpos, la WO 99/54342, WO 00/61739, WO 02/31140, etc. 

describe técnicas conocidas. Sin embargo, la técnica no se 

limita a esto. En el anticuerpo y el fragmento funcional del 

anticuerpo de la invención, un anticuerpo o un fragmento 

funcional del anticuerpo en el cual la modificación de un 

glicano se regula también se incluye.

En casos donde un anticuerpo es producido al aislar 

primero un gen de anticuerpo y luego introducir el gen en un 
hospedero apropiado, puede usarse una combinación de un 

hospedero apropiado y un vector de expresión apropiado. Los 

ejemplos específicos del gen de anticuerpo incluyen una 

combinación de un gen que codifica una secuencia de cadena 

pesada de un anticuerpo ■ y un gen que codifica una secuencia 

de cadena ligera del mismo descrita en esta descripción. 

Cuando una célula hospedera se transforma, es posible 

insertar el gen de la secuencia de cadena pesada y el gen de 

la secuencia de cadena ligera en el mismo vector de 
expresión, y también en diferentes vectores de expresión 

separadamente.

En casos donde se usan células eucariotas como el 

hospedero, pueden usarse células animales, células de 

plantas, y microorganismos eucarióticos. Como tales células 

animales, células de mamífero, por ejemplo, células COS de
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simio (Gluzman, Y., Cell, (1981) 23, pp. 175-182, ATCC CRL-

1650), fibroblastos murinos NIH3T3 (ATCC No. CRL-1658), y 

cepas deficientes en dihidrofolato reductasa (Urlaub, G. and 

Chasin, L. A., Proc. Nati. Acad. Sci. USA (1980) 77, pp.

4126-4220) de células de ovarios de hámster chino (CHO cells;
5

ATCC: CCL-61) pueden ejemplificarse.

En casos donde se usan células procarióticas, por 
ejemplo, pueden ejemplificarse Escherichia coli y Bacillus 

subtilis.

Al introducir un gen de anticuerpo deseado o un
10

fragmento funcional del anticuerpo en estas células a través 

de la transformación, y cultivar las células de esta manera 

transformadas in vitro, puede obtenerse el anticuerpo. En el 
método de cultivo antes descrito, el rendimiento puede 

algunas veces variar dependiente de la secuencia del
15

anticuerpo, y por lo tanto, es posible seleccionar un

anticuerpo que se produce fácilmente como un farmacéutico

usando el rendimiento como un índice entre los anticuerpos 

que tienen una actividad de enlace equivalente. Por lo tanto, 

en el anticuerpo y el fragmento funcional del anticuerpo de£ 20
la invención, un anticuerpo o un fragmento funcional del 

anticuerpo que se obtiene por un método para producir un

anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo,

caracterizado porque incluye una etapa de cultivar la célula 

hospedera transformada y una etapa de colectar un anticuerpo
25

deseado o un fragmento funcional del anticuerpo a partir de 

un producto cultivado obtenido en la etapa de cultivado 

también se incluye.

De manera incidental, se conoce que el residuo de 

lisina en la C-terminalarboxilo de la cadena pesada de un
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anticuerpo producido en una célula de mamífero cultivada se 

elimina (Journal of Chromatography A, 705: 129-134 (1995)), y

también se conoce que dos residuos de aminoácidos (glicina y 

lisina) en la C-terminalarboxilo de la cadena pesada de un 

anticuerpo producido en la célula de mamífero cultivada se 

eliminan y un residuo de prolina recientemente localizado en 

la C-terminalarboxilo se amida (Analytical Biochemistry, 360:
7 5-83 (2007)). Sin embargo, tal eliminación y modificación de

la secuencia de cadena pesada no afecta la afinidad de enlace 

al antigeno y la función efectora (la activación del 

complemento, la citotoxicidad celular dependiente del 

anticuerpo, etc.) del anticuerpo. Por lo tanto, en la 

invención, un anticuerpo y un fragmento funcional del 

anticuerpo sometidos a tal modificación también se incluyen, 

y una variante de eliminación en el cual uno o dos 

aminoácidos se han eliminado en la C-terminalarboxilo de la 
cadena pesada, una variante que se obtiene por amidación de 

la variante de eliminación (por ejemplo, la cadena pesada en 

la cual el residuo de la C-terminalarboxilo de prolina se ha 

amidado), y similares puede ejemplificarse. El tipo de 

variante de eliminación que tiene una eliminación en la C- 

terminalarboxilo de la cadena pesada del anticuerpo de 

acuerdo con la invención no se limita a las variantes 
anteriores siempre y cuando la afinidad de enlace del 

antigeno y la función efectora se conservan. Las dos cadenas 

pesadas que constituyen el anticuerpo de acuerdo con la 

invención pueden ser de un tipo seleccionada del grupo que 

consiste de una cadena pesada de longitud completa y la 

variante de eliminación antes descrita, o puede ser de dos 

tipos en combinación seleccionada de estas. La relación de la

1 6
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cantidad de cada variante de eliminación puede afectarse por 

el tipo de células de mamífero cultivadas que producen el 

anticuerpo de acuerdo con la invención y las condiciones de 

cultivo, sin embargo, un caso donde un rsiduo de aminoácido 

en la C-terminalarboxilo se ha eliminado en ambas de las dos
5

cadena pesadas contenidas como componentes principales en el 
anticuerpo de acuerdo con la invención, puede ejemplificarse. 

No hay limitación en el isotipo del anticuerpo de la 

invención, y los ejemplos del mismo incluyen IgG (IgGl, IgG2, 

IgG3, IgG4), IgM, IgA (IgAl, IgA2), IgD, e IgE, y los
10

ejemplos preferidos de los mismos incluyen IgG e IgM, y los 

ejemplos adicionales más preferidos de los mismos incluyen 

IgGl e IgG2.
Además, el anticuerpo de la invención puede ser un 

fragmento funcional del anticuerpo que tiene un sitio
15

enlazado al antígeno del anticuerpo o un fragmento modificado 

del mismo. El fragmento del anticuerpo puede ser el que se 

obtiene al tratar el anticuerpo con una proteasa tal como 

papaina o pepsina, o al modificar el gen de anticuerpo de 

acuerdo con una técnica de ingeniería genética y que expresa£ 20
el gen modificado en células cultivadas apropiadas. Entre 

estos fragmentos de anticuerpo, un fragmento que tiene todo o 

parte de las funciones del anticuerpo puede llamarse un 

fragmento funcional del anticuerpo.

Como las funciones del anticuerpo, generalmente la
25

actividad de enlace al antígeno, una actividad de neutralizar 

la actividad de un antigeno, una actividad de aumentar la 

actividad de un antígeno, actividad de citotoxicidad celular 

dependiente del anticuerpo (ADCC) y actividad de 

citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) puede
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ejemplificarse. La función del anticuerpo y el fragmento 

funcional del anticuerpo de acuerdo con la invención es una 

actividad de enlace a B7-H3, preferiblemente actividad de 

fagocitosis mediada por célula dependiente del anticuerpo 
(ADCP), más preferiblemente actividad citotóxica (actividad

5
antitumor) mediada por una actividad ADCP contra células de 

tumor. Además, el anticuerpo de la invención puede tener 

actividad ADCC y/o actividad CDC además de actividad ADCP. En 

particular, se ha reportado que un farmacéutico que contiene 

un anticuerpo antitumor actualmente disponible que actúa
10

directamente en las células de tumor para bloquear una señal 
^  proliferativa, que actúa directamente en las células de tumor

para inducir una señal de muerte celular, suprimir la 

angiogénesis, inducir actividad ADCC mediada por células NK, 

e induce actividad CDC mediada por el complemento, por ello
15

se suprime el crecimiento de células de tumor (J Clin Oncol 

28: 4390-4399. (2010), Clin Cáncer Res; 16 (1); 11-20.

(2010)), sin embargo, al menos los inventores actuales no son 

conscientes de que la actividad ADCP del anticuerpo anti-B7- 

H3 de acuerdo con la invención de esta solicitud se ha
#  20 reportado como la actividad de un farmacéutico que contiene 

un anticuerpo antitumor actualmente disponible.

Los ejemplos del fragmento del anticuerpo incluyen Fab, 

F (ab' ) 2, Fv, Fv de cadena sencilla (scFv) en el cual las 

moléculas Fv de la cadena pesada y la cadena ligera se
25

conectan por medio de un ligador apropiado, un diacuerpo 
(diacuerpos), un anticuerpo lineal, y un anticuerpo 

poliespecifico compuesto del fragmento de anticuerpo. Además, 

Fab' que es un fragmento monovalente en una región variable 

de un anticuerpo que se obtiene al tratar F(ab')2 bajo
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condiciones de reducción también se incluye en el fragmento 

del anticuerpo.

Además, el anticuerpo de la invención puede ser un 

anticuerpo poliespecifico con especificidad para al menos dos 

tipos diferentes de antigenos. En general, tal molécula se
5

enlaza a dos tipos de antigenos (esto es, un anticuerpo 

biespecifico), sin embargo, el "anticuerpo poliespecifico" 
como se usa en la presente incluye un anticuerpo que tiene 

especificidad para dos o más (por ejemplo, tres) tipos de 

antógenos.
10

El anticuerpo poliespecifico de la invención puede serŝ un anticuerpo de longitud completa o un fragmento de tal

anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo biespecifico F(ab')2). 
El anticuerpo biespecifico puede ser producido al conectar 

las cadenas pesada y ligera (pares HL) de dos tipos de
15

anticuerpos, o también puede producirse al fusionar 

hibridomas que producen anticuerpos monoclonales diferentes 

para preparar células fusionadas que producen anticuerpo 

biespecifico (Millstein et al., Nature (1983) 305, pp. 537-

539).
A  20

El anticuerpo de la invención puede ser un anticuerpo 

de cadena sencilla (también referido como scFv). El

anticuerpo de cadena sencilla puede obtenerse al conectar la 
región variable de cadena pesada y la región variable de 

cadena ligera del anticuerpo por medio de un ligador
25

polipéptido (Pluckthun, The Pharmacology of Monoclonal 

Antibodies, 113 (editado por Rosenberg and Moore), Springer

Verlag, New York, pp. 269-315 (1994), Nature Biotechnology

(2005), 23, pp. 1126-1136). Además, un fragmento BiscFv

producido al conectar dos moléculas scFv por medio de un
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ligador polipéptido también puede usarse como el anticuerpo 

biespecifico.

Un método para producir un anticuerpo de cadena
sencilla se conoce en este campo técnico (ver, por ejemplo, 
patentes E.U.A. Nos. 4, 946,778, 5, 260, 203, 5,091, 513,

5,455,030, etc.). En este scFv, la región variable de cadena 

pesada y la región variable de cadena ligera se conectan por

medio de un ligador que no forma un conjugado,

preferiblemente por medio de un ligador polipéptido (Huston, 

J . S. et al., Proc. Nati. Acad. Sci. USA (1988), 85, pp.
5879-5883). En el scFv, la región variable de cadena pesada y 

la región variable de cadena ligera pueden ser derivadas del 

mismo anticuerpo o diferentes anticuerpos.

Como el ligador polipéptido a usarse para conectar las 

regiones variables, por ejemplo, se usa un péptido de cadena 

sencilla dado que consiste de 12 hasta 19 residuos.

Un ADN que codifica un scFv puede ser el que se obtiene 

al realizar la amplificación a través de PCR usando un ADN 

como una plantilla que comprende todo o una parte deseada de 

un ADN seleccionado de un ADN que codifica la cadena pesada o 

la región variable de cadena pesada del anticuerpo antes 

descrito y un ADN que codifica la cadena ligera o la región 

variable de cadena ligera del mismo y también usando un par 
cebador que define ambos extremos del ADN de plantilla, y 

además realizar la amplificación al combinar un ADN que 

codifica una porción del ligador polipéptido1 y un par cebador 

que define ambos extremos del polipéptido de manera que 

conectan dichos ambos extremos del mismo a cada una de la 

cadena pesada y la cadena ligera.

Además, una vez que el ADN que codifica un scFv se
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produce, puede obtenerse un vector de expresión que comprende 

el mismo y un hospedero transformado por el vector de 

expresión de acuerdo con procedimientos comunes. Además, al 

usar el hospedero resultante, puede obtenerse un scFv de 

acuerdo con procedimientos comunes. Un fragmento de 

anticuerpo del mismo puede producirse en un hospedero al 

obtener un gen y expresar el gen de la misma manera como se 

describe anteriormente.

El anticuerpo de la invención puede ser multimerizado 
para incrementar su afinidad por un antigeno. El anticuerpo a 

multimerizarse puede ser un tipo de anticuerpo o anticuerpos 

plurales que reconocen epitopos plurales del mismo antigeno. 

Como un método para multimerización del anticuerpo, el enlace 
del dominio IgG CH3 a dos moléculas scFv, enlace a 

estreptavidina, introducción de una porción hélice-giro- 

hélice, y similares puede ejemplificarse.

El anticuerpo de la invención puede ser un anticuerpo 

policlonal que es una mezcla de tipos plurales de anticuerpos 

anti-B7-H3 que tienen secuencias de aminoácidos diferentes. 

Como un ejemplo del anticuerpo policlonal, una mezcla de 

tipos plurales de anticuerpos que tienen diferente CDR puede 

ejemplificarse. Como tal anticuerpo policlonal, anticuerpos 
que se obtiene al cultivar una mezcla de células que producen 
diferentes anticuerpos y luego purificar los anticuerpos del 

cultivo resultante puede usarse (ver WO 2004/061104).
25

Como el anticuerpo modificado, un anticuerpo enlazado a 

cualquiera de varios tipos de moléculas tal como polietilen 

glicol (PEG) también puede usarse.

Además, el anticuerpo de la invención puede estar en la 

forma de un conjugado formado entre cualquiera de estos

15

20
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anticuerpos y otro agente medicinal (inmunoconjugado). Los 

ejemplos de tal anticuerpo incluyen un conjugado en el cual 

el anticuerpo está conjugado a un material radiactivo o un 
compuesto que tiene una acción farmacológica (Nature 

Biotechnology (2005) 23, pp. 1137-1146). Los ejemplos del

mismo incluyen indio (11:LIn) -capromab pendetido, tecnecio 

(99mTc) -nofetumomab merpentan, indio (111In)-ibritumomab, itrio 

(9°Y)-ibritumomab, y yodo (131I) -tositumomab.

El anticuerpo obtenido puede purificarse para
homogeneidad. La separación y purificación del anticuerpo
puede realizarse empleando un método de separación y 

purificación de proteina convencional. Por ejemplo, el

anticuerpo puede separarse y purificarse al seleccionar y

combinar apropiadamente la cromatografía de columna, 

filtración en filtro, ultrafiltración, precipitación de sal, 

diálisis, electroforesis en gel de poliacrilamida

preparativa, electroforesis enfocada isoeléctrica, y 

similares (Strategies for Protein Purification and 

Characterization: A Laboratory Course Manual, Daniel R.

Marshak et al. eds.. Coid Spring Harbor Laboratory Press 

(1996); Antibodies: A Laboratory Manual. Ed Harlow and David 

Lañe, Coid Spring Harbor Laboratory (1988)), pero el método 

no se limita a esto.
Los ejemplos de tal cromatografía incluyen 

cromatografía de afinidad, cromatografía de intercambio de

iones, cromatografía hidrofóbica, cromatografía de filtración 

en gel, cromatografía de fase inversa, y cromatografía de 

adsorción.

Tal cromatografía puede realizarse empleando 

cromatografía líquida tal como HPLC o FPLC.
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Como la columna a usarse en cromatografía de afinidad, 

una columna de Proteina A y una columna de Proteina G pueden 

ejemplificarse. Por ejemplo, como una columna que usa una 

columna de Proteina A, Hyper D, POROS, Sepharose FF 

(Pharmacia) y similares pueden ejemplificarse.
5

Además, al usar un portador que tiene un antigeno 
inmovilizado en este, el anticuerpo también puede purificarse 

utilizando la propiedad de enlace del anticuerpo al antigeno. 

3. Farmacéutico que comprende anticuerpo anti-B7-H3

Los anticuerpos que se obtienen por el método descrito
10

en el punto anterior "2. Producción de anticuerpo anti-B7-H3" 

exhiben una actividad citotóxica contra células de cáncer, y 

por lo tanto pueden usarse como un farmacéutico, 

particularmente un agente terapéutico y/o agente preventivo 

para el cáncer.
15

La actividad citotóxica exhibida por un anticuerpo in 

vitro puede determinarse al medir la actividad inhibidora del 

crecimiento celular.

Por ejemplo, una linea de célula de cáncer que 

sobreexpresa B7-H3 se cultiva, un anticuerpo se agrega al0  20
sistema de cultivo a concentraciones diferentes, y puede 

medirse cualquier actividad inhibidora contra formación 
enfocada, formación de colonia, y crecimiento esferoide.

El efecto terapéutico in vivo de un anticuerpo en el 

cáncer usando animales experimentales puede determinarse por,
25

por ejemplo, administrar el anticuerpo a ratones sin pelo 

agónicos implantados con una linea de célula de tumor que 

sobreexpresa B7-H3 y medir cualquier cambio en las células de 

cáncer.
Los ejemplos del tipo de cáncer incluyen cáncer de

#3
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pulmón, cáncer renal, carcinoma urotelial, cáncer 

colorrectal, cáncer de próstata, glioblastoma multiforme, 
cáncer de ovarios, cáncer pancreático, cáncer de mama, un 

melanoma, cáncer hepático, cáncer de vejiga,, cáncer del 

estómago, y cáncer del esófago, sin embargo, el tipo de 

cáncer no se limita a estos siempre y cuando la célula de 

cáncer a tratarse exprese B7-H3.

Una sustancia aceptable a usarse en la preparación de 

la composición farmacéutica de acuerdo con la invención 
preferiblemente es no tóxica a un individuo a quien se va a 

administrar la composición farmacéutica en términos de la 

dosis y concentración.

La composición farmacéutica de la invención puede 

comprender una sustancia para uso farmacéutico que es capaz 

de cambiar o mantener el pH, presión osmótica, viscosidad, 
transparencia, color, isotonicidad, condición aséptica, 

estabilidad, solubilidad, relación de liberación, relación de 

absorción, y permeabilidad del mismo. Los ejemplos de tal 

sustancia para uso farmacéutico incluye, pero no se limitan 

a, aminoácidos tal como glicina, alanina, glutamina, 

asparagina, arginina, y lisina; agentes antimicrobianos; 

antioxidantes tal como ácido acórbico, sulfato de sodio, y 
sulflto ácido de sodio; soluciones amortiguadoras tales como 

soluciones amortiguadoras de fosfato, citrato, borato, 

carbonato ácido de sodio, y soluciones Tris-HCl; rellenadores 

tales como mannitol y glicina; agentes quelantes tales como 

tetraacetato de etilendiamina (EDTA); agentes formadores de 

complejo tales como cafeina, polivinilpirrolidina, (3- 

ciclodextrina, e hidroxipropil-|3-ciclodex trina; expansores 

tales como glucosa, mannosa, y dextrina; otros carbohidratos
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tales oomo monosaoárldos y dlsaoárldos; agentes oolorantes; 
saborl^antes; dlluyentes; agentes emulsltloantes; polímeros 

hldrofllloos tales oomo polivinilpirrolidina; oonservadores 

tales oomo pollpéptldos de bajo peso moleoular, oontralones 

formadores de sales, oloruro de ben^aloonlo, áoldo ben^oloo, 

áoldo sallololloo, tlmerosal, aloohol fenetllloo, 
metllparaben, propllparaben, olorhexldlna, áoldo sórbloo, y 

peróxido de hidrógeno; solventes tales oomo qlloerlna, 

propllen qllool, y polietilen qllool; alooholes de a^úoar 

tales oomo mannitol y sorbltol; agentes de suspensión; 

tensoaotlvos tales oomo éster de sorbltan, pollsorbatos 
Inoluyendo pollsorbato 20 y pollsorbato 80, Tritón, 

trometamlna, leoltlna, y oolesterol; agentes que aumentan la 

estabilidad tales oomo saoarosa y sorbltol; aqentes que 

aumentan la elastloldad tales oomo oloruro de sodio, oloruro 

de potasio, y mannitol y sorbltol; aqentes de transporte; 

exolplentes; yBo adyuvantes farmaoéutloos. La oantldad de 

estas sustanolas para uso farmaoéutloo preferiblemente es 

desde 0.001 hasta 100 veoes, partloularmente preferiblemente 

desde 0.1 hasta 10 veoes el peso del antlouerpo antl-87-H3. 

Aquellos expertos en el oampo pueden determinar 

apropiadamente una formulaolón preferida de la oomposlolón 

farmaoéutloa en una preparaolón dependiendo de la enfermedad 

a la oual la oomposlolón se aplloa, la ruta de admlnlstraolón 

a aplloar, o similares.

El exolplente o portador en la oomposlolón farmaoéutloa 

puede estar en la forma de un liquido o un sólido. Un 

exolplente o portador apropiado puede ser aqua Inyeotable, 

soluolón salina flslolóqloa, un fluido oerebroesplnal 

artlflolal, u otra sustanola oomúnmente usada para



admlnlstraolón parentoral. Además, la soluolón salina 

flslolóqloa neutra o soluolón salina flslolóqloa que oontlene 
albúmina de suero también puede usarse oomo el portador. La 

oomposlolón farmaoéutloa puede oontener una soluolón 

amortlquadora Tris de pH 7.0 hasta 8.5, una soluolón 

amortlquadora de aoetato de pH ^.0 hasta 5.5, o una soluolón 

amortlquadora de oltrato de pH 3.0 hasta 6.^. Además, tal

soluolón amortlquadora puede ser suplementada oon sorbltol u 
otro oompuesto.

Los ejemplos de la oomposlolón farmaoéutloa de la 
Invenolón Inoluyen una oomposlolón farmaoéutloa que oomprende 

el antlouerpo antl-B7-H3 y una oomposlolón farmaoéutloa que 

oomprende el antlouerpo antl-B7-H3 y al menos un aqente 

terapéutloo para el oánoer. La oomposlolón farmaoéutloa de la 
Invenolón se prepara en la forma de un produoto lloflll^ado o 
un liquido oomo un aqente medlolnal que tiene una oomposlolón 

seleoolonada y una purera requerida. La oomposlolón

farmaoéutloa que oomprende el antlouerpo antl-87-H3 y la

oomposlolón farmaoéutloa que oomprende el antlouerpo antl-B7- 

y al menos un aqente terapéutloo para el oánoer también 

pueden formarse en un produoto lloflll^ado usando un 
exolplente apropiado tal oomo saoarosa.

En la oomposlolón farmaoéutloa antes desorlta, el 

aqente terapéutloo para el oánoer a Inoorporarse junto oon el 

antlouerpo antl-87-H3 puede administrarse simultáneamente 

oon, separadamente de, o seouenolalmente oon el antlouerpo 

antl-87-H3, o el aqente terapéutloo y el antlouerpo antl-87- 

H3 puede administrarse en Intervalos de doslfloaolón 

diferentes. Los ejemplos de tales aqentes terapéutloos para

el oánoer Inoluyen abraxano, oarboplatlna, olsplatlna,
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Irlnoteoan (CPT-11), paolltaxel, pemetrexed, 
sorafenlb, vlnblastlna, y agentes medicinales descritos en la 

WO 2003B0380^3, y los ejemplos adlolonales de los mismos 

Inoluyen análogos de LH-RH (tales oomo leuprorellna y 

^oserellna), fosfato estramustlna, antagonistas de estró^eno 

(tales oomo tamoxlfen y raloxlfeno), e Inhibidores de 

aromatasa (tales oomo anastro^ol, letro^ol, y exemestano), 

sin embarco, el agente no se limita a esto siempre y ouando 

el agente sea un agente medlolnal ^ue ten^a una aotlvldad 

antltumor.

Un Individuo a ^ulen se va a administrar la oomposlolón 

farmaoéutloa no se limita partloularmente, sin embarco, se 

prefieren mamíferos, y son más preferidos los humanos.
La oomposlolón farmaoéutloa de la Invenolón puede 

prepararse para admlnlstraolón parenteral o para absorolón 

gastrointestinal a través de admlnlstraolón oral. La 

oomposlolón y oonoentraolón de la preparaolón puede 

determinarse dependiendo del método de admlnlstraolón. Entre 

más alta sea la afinidad del antlouerpo antl-87-H3 

oomprendldo en la oomposlolón farmaoéutloa de la Invenolón 

para esto es, menor es la oonstante de dlsoolaolón

(valor ^d) del mismo para más del antlouerpo antl-B7-

puede exhibir su efloaola al fármaoo aún ouando se reduoe 

la dosis para humanos. Por lo tanto, la dosis de la 
oomposlolón farmaoéutloa de la Invenolón para humanos también 

puede determinarse oon base en su resultado. Oomo para la 

dosis, en el oaso donde se administra un antlouerpo antl-87- 

humano a humanos, el antlouerpo puede ser administrado a 

una dosis desde alrededor de 0.001 hasta 100 m^Bk^ una ve^ o 

varias veoes a Intervalos de 1 hasta 180 días. Los ejemplos
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de la forma de doslfloaolón de la oomposlolón farmaoéutloa de 

la Invenolón Inoluyen Inyeoolón ^ue Inoluyen Infusiones, 

supositorios, agentes transnasales, agentes sublinguales, y 

absorbentes peroutáneos.
Oe a^ul en adelante, la Invenolón se desorlblrá más 

espeolfloamente oon referenola a los Ejemplos, sin embarco, 

la Invenolón no se limita a esto. Notar ^ue las operaolones 

respeotlvas oon respeoto a la manlpulaolón de ^enes en los 

siguientes Ejemplos se realizaron de aouerdo oon los métodos 
desorltos en "Moleoular Clonln^" (esorlto por Sambrook, J., 

Erltsoh, E. E. and Manlatls, T., publloada por Coid Sprint 

Harbor Laboratory Press en 1989), o en el oaso de usar 

reaotlvos o kits oomerolalmente disponibles, estos se usan de 
aouerdo oon las Instruoolones adjuntas a estos a menos ^ue se 

estable^oa de otra manera.

Oe a^ul en adelante, la Invenolón se desorlblrá en más 

detalle en los Ejemplos, sin embarco, la Invenolón no se 

limita a esto.
Se señala ^ue las operaolones respeotlvas oon respeoto 

a la manlpulaolón del ^en en los siguientes Ejemplos se 
realizaron de aouerdo a los métodos desorltos en "Moleoular 

Clonln^" (esorlto por Sambrook, J., Erltsoh, E. E. y 

Manlatls, T., publloado por Coid Sprint Harbor Laboratory 

Press In 1989), o en el oaso de usar reaotlvos o kits 

oomerolalmente disponibles, se usan de aouerdo a los 
protooolos unidos a esto a menos ^ue se estable^oa de otra 

manera.

Ejemplo 1. Produoolón de plásmldo

1)-1 Produoolón del veotor de expresión 87-H3 humano
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1)-1-1 Producción del vector de expresión para variante 1 B7- 

H3 humana de longitud completa

Se realizó una reacción PCR usando un cADN sintetizado 

del ARN total de células LNCaP (Colección de Cultivo Tipo 
Americano (ATCC, por sus siglas en inglés) ) como una 

plantilla y también usando el siguiente conjunto cebador, por 

ello amplifica un cADN que codifica la variante 1 B7-H3

humana:

Cebador 1:
5'-ctatagggagacccaagctggctagcatgctgcgtcggcggggcag-3' (SEQ ID 

NO: 1 en el Listado de Secuencias); y 

Cebador 2:

5' -
aacgggccctctagactcgagcggccgctcaggctatttcttgtccatcatcttctttgct 

gtcag-3' (SEQ ID NO: 2 en el Listado de Secuencias).

Posteriormente, el producto PCR de esta manera obtenido 

se purificó usando MagExtractor PCR & Gel de limpieza
(TOYOBO, Co., Ltd.). Luego, el producto PCR se digirió con 

enzimas de restricción (Nhel y Notl), seguido por 

purificación usando MagExtractor PCR & Gel de limpieza

(TOYOBO, Co., Ltd.). Un ADN plásmldo pcADN3.1(+) se digirió 

con las mismas enzimas de restricción (Nhel y Notl), seguido

por purificación usando MagExtractor PCR & Gel de limpieza

(TOYOBO, Co., Ltd.).
Las soluciones de ADN purificadas resultantes se

mezclaron, y además, se agregó a esto Ligation high (TOYOBO, 

Co., Ltd.), y la mezcla resultante se incubó a 16°C durante 8 

horas para efectuar la ligación. La mezcla de reacción

resultante se agregó a células competentes E. coli DH5a

(Invitrogen Corporation) para efectuar la transformación.
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Se realizó PCR directa de colonia en las colonias 
resultantes usando los cebadores PCR y el cebador Inverso 

BGH, y se seleccionó un clon candidato.

El clon candidato obtenido se cultivó en un medio 

liquido (LB/Amp), y se extrajo un ADN plásmldo usando 

MagExtractor -Plasmld- (TOYOBO, Co., Ltd.).

Al usar el ADN plásmldo obtenido como una plantilla,

una secuencia entre el siguiente Cebador 3 y Cebador 4 se 

determinó por análisis de secuencia y las secuencias se
compararon entre el clon obtenido y la secuencia CDS

proporcionada:

Cebador 3 (cebador promotor CMV):

5' -cgcaaatgggcggtaggcgtg-3' (SEQ ID NO: 3 en el Listado de

Secuencias); y
Cebador 4 (cebador inverso BGH):

5'-tagaaggcacagtcgagg-3' (SEQ ID NO: 4 en el Listado de

Secuencias).

Después de confirmar la secuencia, el clon obtenido se 

cultivó en 200 mi de medio LB/Amp, y se extrajo un ADN

plásmldo usando kit Plasmld Midi V-100 (VioGene, Inc.).

El vector de esta manera obtenido se nombró "pcADN3.1- 

B7-H3". La secuencia de la región ORE del gen de variante 1 

B7-H3 clonada en este vector está representada por los

números de nucleótido 1 hasta 1602 en la SEQ ID NO: 5 en el 

Listado de Secuencias. Además, la secuencia de aminoácidos de 
la variante 1 B7-H3 está representada por la SEQ ID NO: 6 en

el Listado de Secuencias.

1)-1-2 Producción del vector de expresión para variante 2 B7- 

H3 humana de longitud completa

Se realizó PCR usando un cADN sintetizado del ARN total
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de células LNCaP como una plantilla y también usando el 
siguiente conjunto cebador, por ello amplifica un cADN que 

codifica la variante 2 B7-H3 humana:

Cebador 5 

5' -

ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcaccatgctgcgtcggcggggcagccctg- 

3' (SEQ ID NO: 7 en el Listado de Secuencias)

Cebador 6

5'-ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcggctatttcttgt-3' (SEQ ID NO: 

8 en el Listado de Secuencias).
Se realizó la purificación de la misma manera como en 

el Ejemplo 1) -1-1, y el producto PCR después de la

purificación se integró en un vector pDONR221 (Invitrogen

Corporation) por una reacción Gateway BP, por ello transforma 

E. coli TOPIO (Invitrogen Corporation).

Para los clones obtenidos después de la transformación, 

el tamaño del inserto se confirmó por la colonia PCR. Para 8 

clones en los cuales el tamaño del inserto se confirmó, la 

secuencia de ADN en el extremo 3' y el extremo 5' del inserto 

se confirmó al realizar una reacción de procesamiento por

secuencia del lado del vector al lado del inserto para ambos 

extremos. Se realizó una reacción Gateway LR entre el clon de 

entrada cuya secuencia se confirmó y un vector de destino 
Gateway pcADN-DEST4 0 (Invitrogen Corporation). Para el clon 
obtenido después de la transformación de E. coli TOPIO, el 

tamaño del inserto se confirmó por la colonia PCR. Para el 

clon en el cual el tamaño del inserto se confirmó, la

secuencia de ADN en el extremo 3' y el extremo 5' del inserto 

se analizó para confirmar que el inserto de interés se 

insertó correctamente. Al menos 1 mg del plásmldo de esta

ó y
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manera obtenido del olon se purltloó usando ^lt PureLlnk

HIPure Plasmld Megaprep (Invitrogen Corporation).

El veotor de esta manera obtenido se nombró "variante 2 

poADN-0E5T40-B7-H3". La seouenola de la reglón ORE del gen de 

variante 2 olonada en este veotor está representada por

los números de nuoleótldo 1 hasta 948 en la 2EQ 10 NC: 9 en

el Listado de 5eouenolas. Además, la seouenola de amlnoáoldos 

de la variante 2 está representada por la 2EQ 10 NC: 10

en el Listado de 5eouenolas.

l)-2 Produoolón del veotor de expresión para proteina parolal

Al usar el plásmldo de longitud oompleta

relacionado oon la variante 1 del Ejemplo 1)-1-1 oomo
una plantilla, oada una de las siguientes reglones se
amplltloó por POP. Los números muestran oada reglón de

Interés oorrespondlente a los números de nuoleótldo de 

representados por la 2EQ 10 NO: 5. El oebador se diseñó para

oontener un oodón de paro en el extremo además de la

seouenola Gateway att.

Gada una de las siguientes reglones 1), 2), y 3) se

preparó al amplltloar dos reglones y luego ligar las reglones 

por PGP para formar un fragmento. Esto es, en ouanto a la 

reglón 1), se realizó la ampllfloaolón usando los Cebadores 7 

y 12, y los Cebadores 15 y 11, y los produotos PCP 

resultantes se ampllfloaron además usando Cebadores 7 y 11. 

En ouanto a la reglón 2), se realizó la ampllfloaolón usando 

Cebadores 8 y 13, y los Cebadores 15 y 11, y los produotos 

PCR resultantes se ampllfloaron además usando Cebadores 8 y 

11. En ouanto a la reglón 3), se realizó la ampllfloaolón

usando Cebadores 9 y 14, y los Cebadores 15 y 11, y los
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productos PCR resultantes se amplificaron además usando 

Cebadores 9 y 11. En cuanto a la región 4), se realizó la 

amplificación usando Cebadores 10 y 11. En cuanto a la región

5), se realizó la amplificación usando Cebadores 8 y 11. En 

cuanto a la región 6) , se realizó la amplificación usando 
Cebadores 9 y 11.

Reglones de interés

1) ORF de variante 1 B7-H3: 79-417 y 1369-1602 (573 bp)

2) ORF de variante 1 B7-H3: 418-732 y 1369-1602 (549

bp)

bp)

3) ORF de variante 1 B7-H3: 733-1071 y 1369-1602 (573

4) ORF de variante 1 B7-H3: 1072-1602 (531 bp)

5) ORF de variante 1 B7-H3: 418-1602 (1185 bp)

6) ORF de variante 1 B7-H3: 733-1602 (870 bp)

Número de cebador y secuencia de base
Cebador 7

5'-ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcggagccctggaggtccaggtc-3' 

(SEQ ID NO: 11 en el Listado de Secuencias)

Cebador 8

5Z-ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcgctccctactcgaagcccagcatg-3' 

(SEQ ID NO: 12 en el Listado de Secuencias)

Cebador 9
5'-ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcggagccgtggaggtccaggtc-3' 

(SEQ ID NO: 13 en el Listado de Secuencias)

Cebador 10

5'-ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcgctccctactcgaagcccagcatg-3' 

(SEQ ID NO: 14 en el Listado de Secuencias)

Cebador 11
5'-ggggaccactttgtacaagaaagctgggtctcaggctatttcttgtccatcatc-3'
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(SEQ 10 NQ: 15 en el Listado de Secuencias)

Cebador 12

5^-gggaatgtcataggctgcccggccacctgcaggctgacggcag-3z (SEQ 10 NQ: 
1^ en el Listado de Secuencias)

Cebador 13

5^-gggaatgtcataggctgccctgtggggcttctctggggtgtg-3z (SEQ 10 NQ: 
1̂7 en el Listado de Secuencias)

Cebador 14
5^-gggaatgtcataggctgcccggccacctgcaggctgacggcag-3z (SEQ 10 NQ: 

18 en el Listado de Secuencias)

Cebador 15

5^-gggcagcctatgacattccccccagag-3z (SEQ 10 NQ: 19 en el
Listado de Secuencias)

Se realizó la purificación de la misma manera como en 

el Ejemplo 1)-1-1, y cada uno de los productos amplificados

después de la purificación se Integró en un vector pOQNR221

por una reacción Gateway 8P, por ello transformando E. coli 

LQP10. Para los clones obtenidos después de la 

transformación, el tamaño del Inserto se confirmó por la

colonia PCR.
Para cada uno de los clones en los cuales el tamaño del 

Inserto se confirmó, la secuencia de AON en el extremo y 

el extremo 5̂  del Inserto se confirmó al realizar una 

reacción de procesamiento por secuencia del lado del vector

al lado del Inserto para ambos extremos.

Para los clones los cuales se confirmaron para tener el 

Inserto de Interés, la secuencia de AON total del Inserto

también se confirmó usando los siguientes cebadores. Como un

resultado del análisis de secuencia, se confirmó gue todas de 

las secuencias fueron completamente Idénticas con la
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Información de las secuencias de Interés.

Ona reacción Gateway LR entre cada uno de los clones de 

entrada cuya secuencia se confirmó y se realizó pFLAG-myc- 

GM^-19-0EST (Invitrogen Corporation). Rara los clones 

obtenidos después de la transformación de E. coli OHIOB 

(Invitrogen Corporation), el tamaño del Inserto se confirmó 

por la colonia RCR.

Rara cada uno de los clones en los cuales el tamaño del 

Inserto se confirmó, la secuencia de AON en el extremo 3̂  y 

el extremo 5̂  del Inserto se analizó para confirmar que el 

Inserto de Interés se Insertó correctamente. Oe aquí en 

adelante, los vectores de expresión obtenidos al Inteqrar 

cada una de las reqlones de arriba 1) ñasta )̂ se 

representaron por "87-H3 Iq^Bl", "8^-H3 IqCl", "8^-H3 lq^2",

"87-H3 lqC2", "87-H3 lqC1^2-C2", y "87-H3 lq^2-C2",
respectivamente.

Las secuencias de nucleótldo de las reqlones CRF de los 

qenes 87-H3 Iq^l, 87-H3 IqCl, 87-H3 lq^2, 87-H3 lqC2, 87-H3

lqCl-^2-C2, y 87-H3 lq^2-C2, cada uno de los cuales se clonó 

en este vector, están representadas por 2EQ 10 NCS: 20, 22,

24, 2^, 28, y 30, respectivamente, en el Listado de

Secuencias. Además, las secuencias de aminoácidos de los 
H3 Iq^l, 87-H3 IqCl, 87-H3 lq^2, 87-H3 lqC2, 87-H3 lqCl-^2-

C2, y 8^-H3 lq^2-C2 están representadas por SEQ 10 NCS: 21,

23, 25, 2^, 29, y 31, respectivamente, en el Listado de
Secuencias. Además, las secuencias representadas por las SEQ 

10 NQS: 20 y 21 se muestran en la Elq. 15, las secuencias

representadas por las SEQ 10 NQS: 22 y 23 se muestran en la 

Elq. 1^, las secuencias representadas por las SEQ 10 NQS: 24 

y 25 se muestran en la Elq. 1^, las secuencias representadas
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por las 5EQ 10 NOS: 2^ y 2^ se muestran en la Flq. 18, las

secuencias representadas por las SEQ 10 NOS: 28 y 29 se

muestran en la Flq. 19, y las secuencias representada por SEO 

10 NOS: 30 y 31 se muestran en la Elq. 20.

l)-3 Producción de vectores de expresión para qenes de la 
familia

El pOM^^L-4-87^P-l, pOM^^L-4-87-Hl, y p O M ^ ^ L - 4 -

8^-00 (los cuales son vectores de expresión del qen obtenidos 

al Integrar cada uno de 8^PP-1, 8^-Hl, y 8^-00 (los cuales

son qenes de la familia 87) en un vector de expresión p O M ^ -  

^L-4) todos se adquirieron de OrlOene, Inc.

Los vectores que expresan cada uno de 0080, 008^, y 8^- 

H4, los cuales son qenes de la familia 87, se produjeron como 
slque.

El pENT^B221-0080, pENT^B221-008^, y pENT^B221-87-H4,

los cuales son clones obtenidos al Inteqrar cada uno de 0080, 

008^, y 87-H4 en un vector de entrada pENT^B221, se 

adquirieron de Invltroqen Corporation.

Una reacción Gateway entre cada uno de los clones de 

entrada cuya secuencia se confirmó y se realizó pcA0N3.1-0EST 

(Invltroqen Corporation). Para los clones obtenidos después 

de la transformación de E. coli 0^108, el tamaño del inserto 

se confirmó por la colonia PC^. Para cada uno de los clones 

en los cuales el tamaño del Inserto se confirmó, la secuencia 

de AON en el extremo 3Z y el extremo 5̂  del inserto se 

analizó para confirmar que el Inserto de Interés se Insertó 

correctamente.

Las secuencias de nucleótldo de las reqlones O^E de los 

qenes 8^P-1, 8^-Hl, 87-0C, 0080, C08^, y cada uno de

los cuales se clonó en este vector, están representadas por
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SEQ 10 NQS: 32, 34, 3^, 38, 40, y 42, respectivamente, en el 

Listado de Secuencias. Además, las secuencias de aminoácidos 

de los 87^P-1, 87-H1, 87-00, 0080, 008^, y 87-H4 están

representadas por SEQ 10 NOS: 33, 35, 3^, 39, 41, y 43,

respectivamente, en el Listado de Secuencias.

Ejemplo 2. Producción de anticuerpo monoclonal y selección de

anticuerpo

2)-l Inmunización

Se usaron ratones 8AL8BcAnN0rl0rlj (Orarles Plver

Laboratories Japan, Inc.), ratones Ecq^ll ^0 (Laconlc, Inc.,
18L Oo., Ltd.), o ratones OANP (Transqenlc, Inc.) de 4 hasta 

 ̂ semanas de edad. En los días 0, 7, 15, y 24, las células

LNOaP, células M0E 7̂ (ATOO) o células AsPOl (ATOO) separadas 

con verseno (Invltroqen Corporation) se administraron 

subcutáneamente a la reglón dorsal de cada ratón en una dosis 
de 5 x 10^ célulasBratón. En el día 31, las mismas células se 

administraron Intravenosamente a cada ratón en una dosis de 5 

x 10^ células. En el día 34, el bazo se extirpó de cada ratón 

y usó para la producción de hibridomas.

2)-2 Producción de hibridomas

Las células de bazo y células P3^3Aq8U.l de mleloma de 
ratón (ATOO) se sometieron a tuslón celular usando PEO 4000 

(fabricado por 18L Oo., Ltd.), por ello produce los 

hibridomas.

Oomo un resultado, 9^39 clones de los ratones 

Inmunizados con células LNOaP, 4043 clones de los ratones 

Inmunizados con células MOE^, y 3^17 clones de los ratones 

Inmunizados con células AsPOl se establecieron como 

hibridomas. Al usar el sobrenadante de cultivo obtenido de 

cada hlbrldoma, un hlbrldoma que produce el anticuerpo se
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seleccionó por un ensayo 000.

2)-3 Selección óe anticuerpo por ensayo 000

En el óla 0, las células LNOaP o células MOE^ se 

diluyeron hasta 5000 células por 80 y la solución

resultante se aqreqó a una placa de pozos en 80 ^IBpozo. 

Lueqo, las células se cultivaron durante la noche. El 

sobrenadante de cultivo de hlbrldoma se aqreqó en 20 ^IBpozo 

a la placa en la cual las células se sembraron, y la placa se 

dejó reposar a 4^0 durante 1 hora. A un complemento de conejo 

llotlllzado y diluido (Oedarlane Laboratories), se aqreqó 1 

mL de aqua estéril a cada vial en hielo, y el vial se dejó 

reposar durante 1 minuto, sequldo por mezclado, y lueqo la 

mezcla resultante se mezcló con 19 mL de medio 8SABPPM1 1640 
al 0.1^ (8SA, Slqma Oo., Ltd.). Ona reacción se permitió

proceder a 37^0 durante 1 hora.

La placa se dejó a temperatura ambiente durante 30 

minutos para reqresar a temperatura ambiente. Se aqreqaron 

120 ^L de reactivo OellTlter-Olo (Promeqa Corporation) a cada 

pozo, y una reacción se permitió proceder a temperatura 

ambiente durante 10 minutos. La cantidad de luminiscencia se 

midió usando un lector de placa (A^BO HTS, PerklnElmer, 

Inc.). En un pozo que exhibe baja luminiscencia, se determinó 

que se indujo muerte celular dependiente del complemento. Se 

seleccionó un hlbrldoma que produce un sobrenadante de 
cultivo que Induce tal muerte celular dependiente del 

complemento.

Oomo un resultado, 24 clones de los clones derivados de 

inmunización con LNOaP, 36 clones de los clones derivados de 

Inmunización con M0E7, y 3 clones de los clones derivados de 

Inmunización con AsPOl se obtuvieron como clones positivos



97

10

15

20

25

por selección.

Ejemplo 3. Identificación de antigeno 

3)-1 Identificación de sustancia inmunoprecipitada

3)-1-1 Inmunoprecipitación

Se cultivaron células MCF7 en 5 hasta 10 x 108 células. 

Estas células se separaron con una espátula para células y 

las células separadas se recolectaron y crioconservaron a - 
80°C. A las células crioconservadas, se agregaron 10 mi de 

una solución amortiguadora de lisis que contiene NP-40 al 1% 

(Sigma-Aldrich Co., Ltd.) y un inhibidor de proteasa (F. 

Hof fmann-La Roche, Ltd.) y se enfrió hasta 4 °C y el 

peletizado celular se lisó en hielo con una pipeta de tal 

manera que la formación de burbujas se evitó. Después de 

lisarse completamente, el peletizado se dejó en hielo durante 

30 minutos. La muestra solubilizada se centrifugó a 4 °C 

durante 20 minutos a 10000 hasta 15000 rpm, y el sobrenadante 

resultante se transfirió a un tubo Falcon de 15 mi.

500 ¡al de perlas de proteína G-Sefarosa 4FF (Amersham 

Pharmacia Biotech Co., Ltd.) se lavaron tres veces, y 

sometieron a intercambio de solución amortiguadora con una 

solución amortiguadora de lisis. Se agregaron 500 pl de las 
perlas de proteína de G-Sefarosa 4FF al sobrenadante de 

muestra solubilizada en hielo, y la mezcla resultante se 

sometió a agitación rotatoria durante la noche a 4 °C.

La muestra se pasó a través de columnas de 

cromatografía Poly-Prep (Bio-Rad Laboratories, Inc.), y se 

usó una fracción a través de la cual pasa como una muestra 

inmunoprecipitación.

Se agregó 3 pg de una solución de anticuerpo a usarse 

para inmunoprecipitación a 50 pl de perlas de proteína de G-



Sefarosa 4FF sometida a intercambio de solución amortiguadora 

con solución amortiguadora salina de fosfato (PBS, por sus 

siglas en inglés) (un tubo de 1.5 mi), y la mezcla resultante 

se sometió a agitación rotatoria a 4 °C durante 1 hasta 16 

horas, por ello el anticuerpo se enlazó a las perlas. A la 

muestra de inmunoprecipitación, se agregaron las perlas a las 

cuales el anticuerpo se enlazó, y la mezcla resultante se 

sometió a agitación rotatoria a 4 °C durante 3 horas.
La columna se transfirió a un tubo Falcon de 15 mi

vacío, y se agregó a esto 6.5 mi de una solución 

amortiguadora de lisis. Este procedimiento se repitió 4 

veces.
La salida de la columna se tapó, y el pipeteado se 

realizó con 500 yl de una solución amortiguadora de lisis, y 

las perlas se recolectaron en un tubo de 1.5 mi. Este 

procedimiento se repitió dos veces.

Después de la centrifugación a 4 °C durante 1 minuto a 

5000 rpm, el sobrenadante se removió cuidadosamente. Luego, 

90 pl de una solución amortiguadora de elución (glicina-HCl 

10 mM, pH 2.0) se agregó a esto, seguido por colocación en 

vórtice y centrifugación. La columna de la columna de
centrifugado de 1.5 mi se separó, y 10 pl de Tris-HCl 1 M (pH 

8.5) se agregó a esto, y la columna se regresó al lugar

original. Una fracción de elución se transfirió a esto, y se 

realizó la centrifugación a 10000 rpm durante 1 minuto, por 

ello 100 pl de una muestra se obtuvo.

La muestra obtenida se sometió a análisis MS por una 

técnica de digestión de fase líquida como se muestra en el 

siguiente 3)-1-2.

3)-1-2 Identificación de antigeno por análisis de
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espectrometría de masa

De acuerdo con procedimientos comunes, la fracción 

obtenida por el método de inmunoprecipitación se sometió a 

una reacción de digestión a 37 °C durante 16 horas al agregar 
tripsina (tripsina modificada, Promega Corporation) a través 
de una técnica de digestión de fase liquida. Los péptidos

digeridos resultantes se sometieron a una cromatografía 

liquida (LC, por sus siglas en inglés)/espectrómetro de masa 

tándem (MS/MS) (Thermo Fisher Scientific K.K.). Los datos 

espectrales de masa obtenidos se analizaron usando software

de búsqueda de base de datos (Mascot, Matrix Science K.K.).
Como la base de datos, se usó índice de Proteina

Internacional (IPI). Como un resultado, 34 tipos de antigenos 

se identificaron.

De las características de los antigenos identificados, 

la recuperación de información bibliográfica se realizó con 

base en la cual B7-H3 es una proteína de membrana celular, y 

centrándose el antigeno B7-H3 (CD296) (variante 1 B7-H3), se

realizaron los experimentos descritos en el siguiente 3)-2 y

3)-3.
3)-2 Preparación de células que expresan el gen de antigeno

Las células NIH-3T3 (ATCC) se sembraron en 5 x 104

células/cm2 en un matraz recubierto con colágeno tipo I 

(fabricado por IWAKI Co., Ltd.) y cultivado durante la noche 
en medio DMEM (Invitrogen Corporation) que contiene suero

bovino fetal al 10% (FBS) bajo las condiciones de 37 °C y C02 

al 5%.

Al siguiente día, las células NIH-3T3 se transfectaron

con cada uno del pcADN3.1-B7-H3 producido en el Ejemplo 1)-1-

1, variante 2 pcADN-DEST40-B7-H3 producido en 1)-1-2, y
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pcADN-DEST40 que es un vector vacio usando Lipofectamine 2000 
(Invitrogen Corporation), y cultivado además durante la noche 

bajo las condiciones de 37 °C y CO; al 5%.

Al siguiente día, las células NIH-3T3 transfectadas se 

trataron con tripsina, y lavaron con DMEM que contiene FBS al 

10%, y después de eso se suspendieron en PBS que contiene FBS 

al 5%. La suspensión celular de esta manera obtenida se usó 

en un análisis citométrico de flujo.

3)-3 Análisis citométrico de flujo

La especificidad de enlace, para B7-H3, del anticuerpo 

producido por el hibridoma que inmunoprecipita la variante 1 

B7-H3 identificada por MS se confirmó por un método 

citométrico de flujo. La suspensión celular preparada en el 
Ejemplo 3)-2 se centrifugó, y el sobrenadante se removió. 
Luego, el sobrenadante de cultivo de hibridoma se agregó a 

las células NIH-3T3 transfectadas con cada vector para 

suspender las células, y las células se dejaron reposar a 4 °C 

durante 1 hora.

Después las células se lavaron dos veces con PBS que 

contiene FBS al 5%, la fracción IgG de cabra conjugado por 

fluoresceína para IgG de ratón (molécula completa) (fabricado 

por ICN Pharmaceuticals, Inc., #55493) diluida hasta 1000 

veces con PBS que contiene FBS al 5% se agregó a esto para 
suspender las células, y las células se dejaron reposar a 4 °C 

durante 1 hora.

Después las células se lavaron dos veces con PBS que 

contiene FBS al 5%, las células se volvieron a suspender en 

PBS que contiene FBS al 5% complementado con 2 yg/ml de 7- 

aminoactinomicina D (fabricado por Invitrogen Corporation 

(Molecular Probes)), y se realizó la detección usando un
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citómetro de flujo (FC500, Beckman Coulter, Inc.). Los datos 

se analizaron usando Flowjo (Tree Star, Inc.).

Se excluyeron células muertas D-positivas de 7- 

aminoactinomicina usando una puerta. Luego, se crearon los
histogramas de intensidad de fluorescencia FITC de células 

viables.

Un hibridoma que produce una muestra que da una

intensidad de fluorescencia superior en los histogramas de 

intensidad de fluorescencia de las células NIH-3T3 que

expresan la variante 1 B7-H3 y las células NIH-3T3 que
expresan la variante 2 B7-H3 que en el histograma de

intensidad de fluorescencia de las células NIH-3T3 

transfectadas con el vector vacio que sirve como el control 

se seleccionó como un hibridoma que produce anticuerpo anti- 

B7-H3.
Como un resultado, se encontró que los anticuerpos 

derivados de los hibridomas que producen anticuerpo anti-B7- 

H3 de 5 clones (L7, L8, Lll, M30, y M31) tienen reactividad

cruzada con la variante 1 B7-H3 y la variante 2 B7-H3.

3)-4 Confirmación de la propiedad de enlace del anticuerpo 

monoclonal para la linea celular de cáncer

Se examinó en cuanto a si los anticuerpos monoclonales 

confirman enlace a la variante 1 B7-H3 y la variante 2 B7-H3 

en el Ejemplo 3)-3 enlazado a células de cáncer que 

sobreexpresan la variante 1 B7-H3 y la variante 2 B7-H3 por 

un método citométrico de flujo de la misma manera como en el 

Ejemplo 3)-3.

En lugar de las células NIH-3T3 transfectadas, se 

usaron una linea celular de cáncer mama humano (MDA-MB-231) 

(ATCC) y una linea celular de cáncer pulmonar humano (NCI-

$ >
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H322) (ATCC) . Como un resultado, se confirmó que los 

anticuerpos monoclonales establecidos todos enlazan a estas 

lineas celulares de cáncer.

3)-5 Determinación de isotipo de anticuerpo monoclonal

Los isotipos de los anticuerpos monoclonales se 

determinaron usando un kit de isotipificación monoclonal de 

ratón (fabricado por Serotec Co., Ltd.). Como un resultado, 

los isotipos de los anticuerpos derivados de los hibridomas 

que producen el anticuerpo anti-B7-H3 (L7, L8, Lll, M30, y

M31) todos se determinaron parase IgG2a.

3)-6 Preparación de anticuerpo monoclonal

El anticuerpo monoclonal se purificó de los ascitis de 

un ratón implantado con un hibridoma o un sobrenadante de 
cultivo de hibridoma (de aqui en adelante, referido como un 

"material de partida para la purificación de anticuerpo").

Los ascitis de ratón se prepararon como sigue. Primero, 

ratones BALB/cAJcl-nu/nu (CLEA Japón, Inc.) de 7 hasta 8 

semanas de edad se trataron con pristano (fabricado por Sigma 

Co., Ltd.), y después de alrededor de 3 semanas, un hibridoma 

lavado con solución amortiguadora salina fisiológica se 

implantó dentro de la cavidad abdominal en 1 x 107 células 

por ratón. Después de 1 hasta 2 semanas, los ascitis 

acumulados en la cavidad abdominal se recolectaron y 
esterilizaron a través de un filtro de 0.22 yun, y el material 

resultante se usó como un material de partida para la 

purificación del anticuerpo.
El sobrenadante de cultivo de hibridoma se preparó 

usando CELLine (fabricado por BD Biosciences, Inc.). Se 

realizó el cultivo de acuerdo con el protocolo del fabricante 

excepto que el Medio E de crecimiento ClonaCell-HY (fabricado
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por StemCell Technologies, Inc., #03805) se usó como el 

medio. El sobrenadante de cultivo recolectado se filtró a 

través de un filtro 0.45 pm, y el material resultante se usó 
como un material de partida para la purificación del 
anticuerpo.

El anticuerpo se purificó por una columna de afinidad 

obtenida por Proteína A Recombinante inmovilizada rPA50 

(fabricado por RepliGen Corporation) en Formil-Celulofina 

(fabricado por Seíkagaku Corporation) (de aguí en adelante 
abreviado como "Proteína A de Formil-Celulofina") o Hitrap 

MabSelect SuRe (fabricado por GE Healthcare Bio-Sciences 
Corporation). En el caso de la Proteína A de Formil- 

Celulofina, el material de partida para la purificación del 

anticuerpo se diluyó hasta 3 veces con una solución 

amortiguadora de enlace (NaCl 3 M, glicina 1.5 M, pH 8.9), y 

la solución resultante se agregó a una columna, luego, la 
columna se lavó con la solución amortiguadora de enlace, 

seguido por elución con ácido cítrico 0.1 M (pH 4.0) . Por

otro lado, en el caso del Hitrap MabSelect SuRe (GE

Healthcare Corporation), el material de partida para la 

purificación del anticuerpo se agregó a una columna, y la

columna se lavó con PBS, seguido por elución con Arginina-HCl 

2 M (pH 4.0).

Después de que la solución de anticuerpo eluida se 

neutralizó, la solución amortiguadora se intercambió con PBS.

La concentración del anticuerpo se obtuvo al eluir el 

anticuerpo enlazado a POROS G 20 ym Columna PEEK, 4.6 mm * 

100 mm, 1.7 mi (Applied Biosystems, Inc.) y medir la 

absorbencia (O.D. 280 nm) del eluido. Específicamente, una

muestra de anticuerpo diluida con PBS se agregó a POROS G 20

\X
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ym equilibrado con una solución amortiguadora de eguilibrio 

(fosfato diácido de sodio 30.6 mM/12 ac. , fosfato de

monopotasio 19.5 mM, NaCl 0.15 M, pH 7.0). Luego, la columna 

se lavó con la solución amortiguadora de equilibrio, y el 

anticuerpo enlazado a la columna luego se eluyó con un 

eluyente (HC1 al 0.1% (v/v) , NaCl 0.15 M) . El área del pico

de la absorbancia (O.D. 280 nm) del eluido se midió, y la

concentración se calculó de acuerdo con la siguiente 

ecuación:

Concentración de la muestra de anticuerpo (mg/ml) = 

(Área pico de la muestra de anticuerpo) / (Área pico del 

estándar de referencia (IgGl humano)) % Concentración de
estándar de referencia (mg/ml) * factor de dilución de 

muestra.

Además, la concentración de endotoxina contenida en el 

anticuerpo obtenido se midió usando Conjunto Endospecy ES-50M 

(Seikagaku Corporation, #020150) y un Conjunto CSE-L estándar 

de referencia endotoxina (Seikagaku Corporation, #020055) y

se confirmó para ser 1 EU/mg o menos. El anticuerpo 

resultante se usó en el experimento posterior.

Ejemplo 4. Propiedades del anticuerpo anti-B7-H3

4)-1 Actividad ADCP
Se administraron 1.5 mL de tioglicolato en la cavidad 

abdominal de un ratón Balb/c-nu/nu (hembra, de 6 hasta 10 

semanas de edad) (Charles River Laboratories Japan, Inc.). 5 

días después de esto, los macróf agos se recolectaron de la 

cavidad abdominal. Los macrófagos se agregaron a una placa de

24 pozos en 500 yL/pozo (1 x 105 células/pozo) y cultivaron 

durante la noche a 37 °C. Los macrófagos de esta manera 

preparados se usaron como células efectoras.



El etiquetado de células NCI-H322 a usarse como células 

objetivo se realizó usando kit de etiquetado de pigmento

PKH26 (Sigma Co., Ltd.). Las células objetivo se separaron 

con TrypLE (Invitrogen Corporation) y lavaron dos veces con 
PBS. Las células se suspendieron en Diluyente C en 1 x 107

células/mi. La solución madre del pigmento PKH26 (1 mM) se 

diluyó hasta 8 pM con diluyente C, e inmediatamente después 

de eso, la solución del pigmento diluido se agregó a esto en 
una cantidad igual a aquella de la suspensión celular. La

mezcla resultante se dejó a temperatura ambiente durante 5 

minutos. Luego, 1 mi de suero se agregó a esto, y además, un 

medio con suero se agregó a esto, y se realizó el lavado dos 

veces. Las células de esta manera preparadas se usaron como 

las células objetivo.

El anticuerpo obtenido en el Ejemplo 3)-6 se diluyó 
hasta 20 pg/ml con una solución de cultivo. Posteriormente, 

las células objetivo obtenidas en el Ejemplo 4)-1-1 se

suministraron a 2 x 106 células/100 pl/tubo y mezclaron. La 

mezcla resultante se dejó reposar en hielo durante 30 

minutos. El sobrenadante se removió, y las células se lavaron 

dos veces con una solución de cultivo y suspendieron en 500 

pl de una solución de cultivo. El sobrenadante se removió de 
las células efectoras, y las células que se han tratado con 

el anticuerpo y suspendido en la solución de cultivo se 

agregaron a esto y mezclaron con esto. Luego, las células se 

cultivaron durante 3 horas en una incubadora de CO2. Después 

de eso, las células se separaron con Tripsina-EDTA y se 

recolectaron. A las células recolectadas, se agregó un 

anticuerpo CDllb anti-ratón etiquetado FITC (Becton, 

Dickinson and Company, Ltd.), y la mezcla resultante se dejó



reposar en hielo durante 30 minutos. El sobrenadante se 

removió, y las células se lavaron dos veces con una solución 

de cultivo. Las células recolectadas se suspendieron en 300 

yl de una solución de cultivo y analizaron por FACS Calibur 

(Becton, Dickinson and Company, Ltd.). En los macrófagos 

CDllb-positivos, una fracción PKH26-positiva se evaluó como 

células de fagocitosis-positivas (n=3).

Como un resultado, como se muestra en la Fig. 1, L7,
L8, Lll, M30, y M31 inducen la fagocitosis de las células 

NCI-H322 por macrófagos para dar un porcentaje de fagocitosis 

de 48.0 ± 0.9%, 52.3 ± 1.1%, 57.1 ± 2.5%, 61.9 + 2.1%, y 57.7 

± 3.0%, respectivamente. En consecuencia, se mostró que los 

anticuerpos L7, L8, Lll, M30, y M31 tienen actividad ADCP

contra células NCI-H322.
De la misma manera, se obtuvieron anticuerpos anti-B7- 

H3 comercialmente disponibles y la actividad ADCP de los 

mismos se midió. Se obtuvieron un anticuerpo MIH35 B7-H3 

anti-humano de rata (eBioscience Company), un anticuerpo 

185504 B7-H3 anti-humano de ratón (R&D Systems, Inc.), MIH42 

(Serotec Co., Ltd.), y DCN70 (Biolegend Company). Se confirmó 

que estos anticuerpos enlazan a B7-H3 de la misma manera como 

en el Ejemplo 3)-3. Al usar estos anticuerpos, la actividad 

ADCP se midió por el método de arriba.
Como un resultado, como se muestra en la Fig. 2, cuando 

se agrega en 1 yg/ml, MIH35, MIH42, y DCN70 inducen la 

fagocitosis de las células NCI-H322 por macrófagos para dar 

un porcentaje de fagocitosis de 4.2%, 8.2%, y 10.8%,

respectivamente. En consecuencia, se reveló que MIH35, MIH42, 

y DCN70 casi no exhibe la actividad ADCP.

A partir de estos resultados, se mostró que los clones



M30 que reconocen B7-H3 obtenidos por selección tienen una 

actividad ADCP marcadamente superior que los anticuerpos B7- 

H3 comercialmente disponibles.

4)-2 Actividad ADCC
4)-2-1 Preparación de células efectoras

El bazo se extirpó asépticamente de un CAnN.Cg- 

Foxnlnu/CrlCrlj de ratón sin pelo (Charles River Laboratories 

Japan, Inc.). El bazo extirpado se homogenizó con dos 
portaobjetos, y sometió a un tratamiento de hemolisis usando 

BD Pharm Lyse (fabricado por BD Biosciences, Ltd. #555899) . 

Las células de bazo de esta manera obtenidas se suspendieron 

en RPMI 1640 libre de rojo de fenol (fabricado por Invitrogen 

Corporation) que contiene suero de bovino fetal al 10%, IgG 

Ultra-bajo (fabricado por Invitrogen Corporation) (de aguí en 
adelante abreviado como "medio ADCC"), y la suspensión 

celular se pasó a través de un filtro celular (tamaño del 

poro: 40 jam, fabricado por BD Biosciences, Ltd.). Luego, las 

células viables se contaron por un ensayo de exclusión de 

pigmento azul de tripano. Después la suspensión celular del 

bazo se centrifugó, el medio se removió, y las células se 

volvieron a suspender en el medio ADCC a una densidad celular
viable de 1.5 x 107 células/ml y usaron como células

efectoras.

4)-2-2 Preparación de células objetivo

Las células 293 que expresan B7-H3 (ATCC) y las células 

293 transfectadas con el vector vacío preparadas de la misma 
manera como en el Ejemplo 3)-3 se trataron con tripsina, y

las células tratadas de cada tipo se lavaron con RPMI 1640

que contiene FBS al 10% (Invitrogen Corporation) y luego se 

volvieron a suspender en RPMI 1640 gue contiene FBS al 10%.
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Las células (4 x 10^ células) de cada tlpc se mezclaron con 

cromlo-51 (5550 kBq) esterilizado a través de un filtro 0.22 

pm, y se realizó el etiquetado durante 1 hora óajo las 

condiciones de 37^0 y 00^ ^  5%. Las células etiquetadas se 
lavaron tres veces con RPMI 1640 que contiene F82 al 10%

5
(Invltroqen Corporation), y las células se volvieron a 

suspender en 2 x 10^ célulasBml en el medio AOCC y se usaron 

como células oójetlvo.

4)-2-3 Ensayo de liberación ^Cr

Las células oójetlvo en una densidad celular de 2 x 10^
10

célulasBml se suministraron a 50 plBpozo en una mlcroplaca de 

fondo en forma de U de 96 pozos. Se aqreqó a esto 50 pl de 

M30 o un anticuerpo de control de Isotipo (mlqG2a) 

(eBioscience Company), diluido con el medio AOCC de manera 

que la concentración final del anticuerpo después de aqreqar
15

las células efectoras fue 2.5 pqBml. Lueqo, la placa se dejó 

reposar a 4^C durante 1 hora. Después de eso, se agregaron a 
esto 100 pl de las células efectoras en una densidad celular 

de 1.5 x 107 célulasBml, y las células se cultivaron durante 

la noche óajo las condiciones de y al 5%. Al^ 20
siguiente día, el sobrenadante se recolectó en una LumaPlate 

(faórlcado por PerklnElmer, Inc.), y la radiación gamma 

emitida de ahí se midió usando un contador gamma. El 

porcentaje de llsls celular provocada por la actividad ADCC 
se calculó de acuerdo con la siguiente ecuación.

25
Porcentaje de llsls celular (%) ^ (A-8) B (C-B) x 100 

A: conteo de radiación del pozo de muestra 

B: Conteo de emisión de radiación espontanea promedio

(de los pozos a los cuales el anticuerpo y las células 

efectoras no se agregaron) (n^3). Se realizó el mismo
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procedimiento como aquel para el pozo de muestra excepto que 
el medio AOCC se aqreqó en una cantidad de 50 pl al momento 

de aqreqar el anticuerpo y en una cantidad de 100 pl al

momento de aqreqar las células efectoras.
C: Conteo de emisión de radiación máximo promedio (de

los pozos en los cuales las células oójetlvo se disolvieron 

con un tensoactlvo) (n^3). El mismo procedimiento como aquel 
para el pozo de muestra se realizó excepto que 50 pl del
medio AOCC se aqreqó al momento de aqreqar el anticuerpo y se 

aqreqó 100 pl del medio AOCC que contiene Tritón ^-100 al 2% 

(vBv) al momento de aqreqar las células efectoras.

Los datos mostrados son un promedio de mediciones en 

triplicado, y las óarras de error representan desviaciones

estándares. El valor P se calculó usando prueóa t de Student. 

Los resultados de medición se muestran en la Elq. 3.
Como un resultado, M30 exhlóe actividad de llsls

celular con un porcentaje de llsls celular de 31.6 ^ 3.3% 

contra las células 293 que expresan 87-H3, y por lo tanto, se 

mostró que el anticuerpo M30 tiene actividad AOCC contra las 

células 293 que expresan 87-H3.

4)-3 Actividad COC
Un experimento se realizó de la misma manera como en el 

Ejemplo 2)-3-l. Ya que las células para uso en la evaluación, 

se usaron células NC1-H322. Cada uno de los anticuerpos antl- 

87-H3 (L7, L8, Lll, M30, y M31) obtenidos en el Ejemplo 3)-6

y un anticuerpo de control de Isotipo (mlqC2a) diluido con 

RPMI 1640 que contiene EB2 al 10% (que contiene antibióticos: 

penicilina y estreptomicina) se aqreqó de manera que la 

concentración final del anticuerpo después de aqreqar el 

complemento fue 25 pqBml, y la mezcla resultante se dejó
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reposar a 4 °C durante 1 hora. A esto se agregó complemento de 

conejo (fabricado por Cedarlane Laboratories, #CL3051)

diluido hasta 30% con RPMI 1640 de manera que la

concentración final del complemento fue 5%, y la mezcla 

resultante se incubó durante 1 hora bajo las condiciones de

37 °C y C02 al 5%. Luego, la mezcla se dejó reposar a

temperatura ambiente durante 30 minutos. Con objeto de medir

la viabilidad celular, el Ensayo de Viabilidad Celular 
Luminiscente CellTiter-Glo (fabricado por Promega 

Corporation) se agregó a esto en una cantidad igual a aquella 

de la solución de cultivo, y la mezcla resultante se agitó a 

temperatura ambiente durante 10 minutos. Después de eso, la 
cantidad de luminiscencia se midió usando un lector de placa. 

La viabilidad celular se calculó de acuerdo con la siguiente 

ecuación.
Viabilidad celular (%) = (a-b) / (c-b) x 100 

a: Cantidad de luminiscencia del pozo de muestra 

b: Cantidad promedio de luminiscencia de respaldo (de

pozos a los cuales las células y el anticuerpo no se

agregaron) (n=3) . El mismo procedimiento como aguel para el 

pozo de muestra se realizó excepto gue una cantidad igual de 

RPMI 1640 gue contiene FBS al 10% (gue contiene antibióticos: 

penicilina y estreptomicina) se agregó en lugar de la

suspensión celular al momento de sembrar la célula y se 

agregó RPMI 1640 gue contiene FBS al 10% (que contiene

antibióticos: penicilina y estreptomicina) en una cantidad

igual a aquella de la solución de dilución del anticuerpo al 

momento de agregar el anticuerpo.

c: Cantidad promedio de luminiscencia de pozos a los

cuales el anticuerpo no se agregó (n=3) . El mismo

flz



procedimiento como aquel para el pozo de muestra se realizó 

excepto que RPMI 1640 que contiene FBS al 10% (que contiene 

antibióticos: penicilina y estreptomicina) se agregó en una

cantidad igual a agüella de la solución de dilución del

anticuerpo al momento de agregar el anticuerpo.

Los resultados de medición se muestran en la Fig. 4. 

Los datos mostrados son un promedio de mediciones en 

triplicado, y las barras de error representan desviaciones 
estándares. Como un resultado, el anticuerpo de control, L7, 

L8, Lll, M30, y MSI inducen una disminución en viabilidad

celular de las células NCI-H322 hasta 101.5 ± 3.3%, 6.3 ±

4.2%, 13.6 ± 9.1%, 7.2 ± 1.4%, 7.5 ± 1.8%, y 12.8 ± 2.0%,

respectivamente, en la presencia del complemento. Por lo 
tanto, se mostró gue los anticuerpos L7, L8, Lll, M30, y M31 

tienen actividad CDC contra las células NCI-H322.

4)-4 Determinación del dominio de enlace

Se examinó en cuanto a qué dominio de B7-H3 M30 se 

enlaza por un método citométrico de flujo de la misma manera 

como en el Ejemplo 3)-3. Se usaron células NIH-3T3
transfectadas con cada uno de los vectores de expresión para

proteínas parciales B7-H3 preparadas en el Ejemplo 1)-1-3.
Como un resultado, como se muestra en las Figs. 5-1 a 

5-6, se confirmó que M30 enlaza a B7-H3 IgCl, B7-H3 IgC2, B7- 

H3 IgCl-V2-C2, y B7-H3 IgV2-C2. M30 no enlaza a B7-H3 IgVl y 

B7-H3 IgV2.
De estos resultados, se mostró gue M30 enlaza al 

dominio C1 (la secuencia de aminoácidos representada por 

números de aminoácido 140 hasta 244 en la SEQ ID NO: 6) y el 
dominio C2 (la secuencia de aminoácidos representada por 

números de aminoácido 358 hasta 456 en la SEQ ID NO: 6) de
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B7-H3. De la misma manera, también se mostró que L8, Lll, y 

M31 enlaza al dominio C1 y el dominio C2, y L7 enlaza al 

dominio VI (la secuencia de aminoácidos representada por

números de aminoácido 27 hasta 139 en la SEQ ID NO: 6) y el

dominio V2 (ia secuencia de aminoácidos representada por
5

números de aminoácido 245 hasta 357 en la SEQ ID NO: 6).

En consecuencia, se mostró que M30 reconoce un epitopo 

en el dominio IqCl y/o el dominio IgC2, cada uno de los 

cuales es un dominio en el dominio extracelular B7-H3, y 

enlaza al dominio IgCl o el dominio IgC2 o ambos.
10

4)-5 Especificidad de antigeno
La especificidad de antigeno de M30 se examinó por un 

método citométrico de flujo de la misma manera como en el 

Ejemplo 3)-3.
Se usaron células 293T transfectadas con cada uno de

15
los vectores de expresión para las proteínas CD80, CD86, B7-

RP-1, B7-H1, B7-DC, y B7-H4, que son proteínas de la familia 

B7, preparados en el Ejemplo 1)-1-4.

Como un resultado, se mostró que M30 no enlaza a CD80, 

CD86, B7-RP-1, B7-H1, B7-DC, y B7-H4, que son moléculas de la
M  20

familia B7.

Ejemplo 5. Efecto antitumor in vivo
5)-1 Efecto antitumor in vivo del anticuerpo anti-B7-H3

Las células NCI-H322 se separaron de un matraz de

cultivo por un tratamiento de tripsina, y luego se
25

suspendieron en RPMI 1640 que contiene FBS al 10% (Invitrogen 

Corporation), seguido por centrifugación, y el sobrenadante 

se removió. Las células se lavaron dos veces con el mismo 

medio, y luego se suspendieron en solución salina fisiológica

(fabricado por Otsukun Pharmaceutical Co., Ltd.). Luego, las



células se implantaron subcutáneamente en la región axiliar 

de cada uno de un grupo de ratones BALB/cAJcl-nu/nu (CLEA 

Japan, Inc.) con 6 semanas de edad en una dosis de 1 x 107 

células/ratón. El día del implante se tomó como el día 0, y 

en los días 10, 17, 24, 31, y 38, cada uno de los anticuerpos 
L7, L8, Lll, M30, y M31 se administró intraperitonealmente en 

una dosis de 500 pg/ratón (alrededor de 25 mg/kg) . Para el 

control, PBS se administró intraperitonealmente en un volumen 

(500 pl) igual a aquella del anticuerpo. El volumen del tumor 

se midió en los días 10, 17, 24, 31, 38, y 45, y se examinó

el efecto antitumor de la administración del anticuerpo.

Como un resultado, en los grupos de administración M30 
y M31, el crecimiento del tumor se suprimió 

significativamente como se compara con el grupo de 

administración PBS. (Los valores P para M30 y M31 comparado 

con el grupo de administración PBS en términos del volumen 

del tumor en el día 45 fueron P<0.05 y P<0.01, 

respectivamente. Los valores P se calcularon usando prueba t 

de Student.). Además, la relación de la inhibición del 

crecimiento del tumor (= 100 - (volumen del tumor promedio en 

el grupo de administración del anticuerpo) / (volumen del 

tumor promedio en el grupo de administración PBS) x 100) en 

el día 45 en el caso de L7, L8, Lll, M30, y M31 fue -16.1%, 

0.2%, 25.5%, 47.2%, y 58.2%, respectivamente. En

consecuencia, los anticuerpos M30 y M31 se observaron para 
tener un efecto antitumor muy fuerte in vivo (Fig. 6).

De los resultados de arriba, se reveló que los 

anticuerpos M30 y M31 son anticuerpos que reconocen un 

antigeno B7-H3 y exhiben un efecto antitumor.

5)-2 Efecto antitumor in vivo bajo condiciones de eliminación



de macrófagos
oójefo de eliminar macrófagos se

produjeron llposomas e^capsulados por clodror^afo. 2e ha 

reportado gue al administrar llposomas er^capsulados por 
clodror^ato los macrófagos se ellmlr^ar^

(Journal of Immu^ologlcal methods 1994, vol. 174, pp. B3-93). 

De acuerdo cor̂  el método er̂  este reporte, los llposomas 

er^capsulados por clodror^ato se produjeron y usaron er̂  el 

siguiente experimento.

Las células NC1-H322 se separaron de un matraz de
10

cultivo por un tratamiento de tripsina, y luego se 

suspendieron en RPMI 1640 gue contiene FBS al 10% (Invitrogen 

Corporation), seguido por centrifugación y el sobrenadante se 

removió. Las células se lavaron dos veces con el mismo medio, 

y luego se suspendieron en solución salina fisiológica (PBS,
15

fabricado por Otsukun Pharmaceutical Co., Ltd.). Luego, las 

células se Implantaron subcutáneamente en la reglón axiliar 
de cada ratón BALBBcAJcl-nuBnu (CLEA Japan, Inc.) con 6 

semanas de edad en una dosis de 1 x 107 célulasBratón. El día 

del Implante se tomó como el día -14, y el agrupamlento se^ 20
realizó en el día 0.

En un grupo en el cual los macrófagos vivo en los

ratones fueron para eliminarse, los llposomas encapsulados
por clodronato se Inyectaron Intravenosamente en una dosis de 
0.2 mLBratón en los días 0, 4, 7, 11, 14, IB, 21, 25, 2B, y

25
32. Además, en el grupo de control negativo, PBS se Inyectó 

Intravenosamente en una dosis de 0.2 mLBratón en los mismos

días (en los días 0, 4, 7, 11, 14, IB, 21, 25, 2B, y 32).

Posteriormente, el anticuerpo M30 se administró 

Intraperitonealmente a ambos grupos en una dosis de 500
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pg/ratón (alrededor de 25 mg/kg) en los días 1, 8, 15, 22, y 

29. Además, como el control negativo, PBS se administró 

intraperitonealmente a ambos grupos en un volumen (500 pl) 

igual a aquella del anticuerpo M30 en los mismos días (en los 

días 1, 8, 15, 22, y 29).
El volumen del tumor se midió en los días 0, 8, 15, 22, 

29, y 36, y el efecto antitumor de la administración del 

anticuerpo se examinó (n=8).
Los resultados se muestran en las Tablas 1 y 2, y Fig.

7 .

Tabla 1

Volumen del 

tumor

En el día 0 En el día 8 En el día 15

Promedio

(mm3)

Desviación

estándar

Promedio

(mm3)

Desviación

estándar

Promedio

(mm3)

Desviación

estándar

PBS + grupo de 

administración 

PBS

1 0 4 . 3 7 5 6 .4 9 1 5 8 1 0 8 6 149 1 0 . 6 0 8 2 8 5 1 7 2 2 7 . 5 1 8 .2 0 0 2 7 4 7 2

Clod lip + 

grupo de 

administración 

PBS

114.625 4 .8 6 2 1 6 2 5 8 5 1 5 9 . 3 7 5 7 . 6 7 6 3 4 9 3 4 6 3 1 8 . 6 2 5 2 6 .3 7 5 6 7 7 0 4

PBS + grupo de 

administración 

M30

103.5 7.221001118 1 2 3 . 6 2 5 1 4 .8 9 9 5 8 9 5 2 145 1 9 .5 8 4 9 7 9 6 7

Clod lip + 

grupo de 

administración 

M30

1 0 4 . 6 2 5 5.47049717 1 4 3 . 3 7 5 1 0 . 4 6 7 5 3 0 5 8 2 4 7 . 7 5 2 4 . 4 4 9 4 7 4 1 4

25

Volumen del
En el dia 22 En el dia 29 En el dia 36

tumor
Promedio

(mm3)

Desviación

estándar

Promedio

(mm3)

Desviación

estándar

Promedio

(mm3)

Desviación

estándar

PBS + grupo de 3 9 4 . 7 5 2 5 . 7 7 7 7 2 4 3 3 6 0 1 . 2 5 4 3 . 1 7 0 6 5 3 8 9 827 5 0 . 8 2 6 3 8 5 1 6

&
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administración

PBS

Clod lip + 

grupo de 

administración 

PBS

4 4 3 . 6 2 5 2 3 .5 2 6 5 3 3 2 7 6 1 9 . 7 5 4 0 . 9 5 5 0 0 5 8 1 0 0 2 . 7 5 7 8 . 1 8 4 9 3 4 1 5

PBS + grupo de 

administración 

M30

1 8 6 . 2 5 2 5 . 9 2 0 0 3 5 3 0 1 . 7 5 4 7 . 1 3 6 1 0 6 1 2 415.25 7 9 . 8 4 1 7 5 1 9 7

Clod lip + 

grupo de 

administración 

M30

3 8 4 . 2 5 4 0 . 1 0 6 4 4 3 1 9 6 4 1 . 3 7 5 8 0 .1 2 1 7 6 8 3 8 8 3 7 . 2 5 1 2 1 . 3 4 9 2 2 3

10

15

20

25

En el grupo de administración intravenosa PBS + 

administración intraperitoneal de anticuerpo M30 (PBS + 
grupo de administración M30), el crecimiento del tumor se 

suprimió significativamente como se compara con el grupo de 

administración intravenosa PBS + administración 

intraperitoneal PBS (PBS + grupo de administración PBS) que 

sirve como el control negativo. Para ser más específico, el 

valor P para el PBS + grupo de administración M30 comparado 

con el PBS + grupo de administración PBS en términos del 

volumen del tumor en el día 36 fue P<0.05 (El valor P se 
calculó usando prueba t de Student.). Además, la relación 
de la inhibición del crecimiento del tumor (- 100

(volumen del tumor promedio en el PBS + grupo de 

administración M30) / (volumen del tumor promedio en el PBS

+ grupo de administración PBS) x 100) en el día 36 fue 

49.8% (Tabla 2).
Por otro lado, en el grupo de administración 

intravenosa de liposoma encapsulada de clodronato +

x<s
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administración intraperitoneal PBS (Clod lip (clodronato 

liposoma) + grupo de administración PBS) y el grupo de

administración intravenosa de liposoma encapsulada de 

clodronato + administración intraperitoneal de anticuerpo 
M30 (Clod lip + grupo de administración M30), la supresión

5
del crecimiento de tumor no se observó. Para ser más

especifico, los valores P para el Clod lip + grupo de

administración PBS y el Clod lip + grupo de administración 

M30 comparado con el PBS + grupo de administración PBS en 

términos del volumen del tumor en el dia 36 fueron P=0.52 y
10

P=l, respectivamente. (Los valores P se calcularon usando 

prueba t de Student). Además, las relaciones de inhibición 

del crecimiento del tumor (= 100 - (volumen del tumor

promedio en Clod lip + grupo de administración PBS o Clod 

lip + grupo de administración M30) / (volumen del tumor
15

promedio en PBS + grupo de administración PBS) x 100) en el 

día 36 fueron -21.2% y -1.4%, respectivamente (Tabla 2). 

Tabla 2

25

Relación de la 

inhibición del 

crecimiento del 

tumor (%)

En el 
dia 8

En el 

dia 15

En el 

día 22

En el 

día 29

En el 
día 36

Clod lip + grupo 

de

administración
PBS

-6.6 -39.4 -12.6 -3.5 -21.2

PBS + grupo de 

administración 

M30

17 . 5 36.4 52.8 49.7 49.8



Clod lip + grupo 

de
3.2 VO001 2.6 -6.6 -1. 4

administración

M30

10

15

20

De l^s resultadas de arriba, se mostró que el efecto 

antltumcr del anticuerpo M30 se suprimió al administrar 

llposomas encapsuladas de clodronato, y por lo tanto, se 

reveló que el efecto antltumor del anticuerpo M30 es 

principalmente un efecto mediado por macrófaqos.

Ejemplo 6. Clonación de cADN M30 de anticuerpo de ratón y 

determinación de secuencia
6)-l Determinación de las secuencias de aminoácidos de N-

terminal de cadenas llqeras y pesadas de M30 de anticuerpo de 

ratón

Con objeto de determinar las secuencias de aminoácidos 

de N-termlnal de las cadenas llqeras y pesadas del M30 de 

anticuerpo de ratón, el M30 de anticuerpo de ratón purificado 

en el Ejemplo se separó por 2D2-PACE. La proteina en el

qel se transfirió del qel después de la separación a una

membrana PVDE (tamaño del poro: 0.45 pm, fabricado por

Invltroqen Corporation). La membrana se lavó con una solución 

amortiguadora de lavado (NaCl 25 mM, solución amortiguadora 
de borato de sodio 10 mM pH 8.0), y después de eso se tiñó al 

sumergirse en una solución de pigmento (metanol al 50%, ácido 

acético 20%, azul brillante Coomassle 0.05%) durante 5 

minutos, seguido por desteñido con metanol al 90%. Se

extirparon las porciones de la banda corresponden a la cadena 

pesada (la banda con movilidad más pequeña) y la banda

corresponde a la cadena llqera (la banda con movilidad más

< p



grande) visualizadas en ia membrana PVOF.

La porción de ia banda correspondiente a ia cadena 

iigera se incubó a durante 30 minutos en una cantidad
pequeña de una solución de polivinilpirrolidona al 0.5%Bácido 

acético 100 mM, seguido por pozo de lavado con agua. 

Posteriormente, el residuo de N-terminal modificado se 

removió usando ^it de Aminopeptidasa de Piroglutamato Pfu 

(Ta^aPa 8io, Inc.), seguido por lavado con agua y secado con 
aire. Luego, se hizo un intento para identificar secuencias 
de aminoácidos de N-terminal respectivas por un método Edman 

automático (ver Edman et al. (1967) Eur. J. Biocñem. 1, 80)

usando Procise (marca registrada) Modelo Secuenciador de 

Proteina cLC 492cLC (Applied Biosystems, Inc.).
Como un resultado, la secuencia de aminoácidos de N- 

terminal de la banda correspondiente a la cadena pesada del 

M30 de anticuerpo de ratón se determinó para ser BVQLQQSCPB 

(5BQ 10 NC: 44 en el Listado de Secuencias), y la secuencia

de aminoácidos de N-terminal de la banda correspondiente a la 

cadena ligera de la misma se determinó para ser 

1VLSQSPT1LSASP (SEQ 10 NQ: 45 en el Listado de Secuencias).

6)-2 Preparación de mAPN de hbridoma gue produce M30 de 

anticuerpo de ratón

Con objeto de clonar cAONs gue codifican cada una de la 
cadena pesada y la cadena ligera del M30 de anticuerpo de 

ratón, mAPN se preparó a partir del hibridoma gue produce M30 

de anticuerpo de ratón usando ^it de Purificación mAPN Quick 

Prep (CE Healthcare Corporation).

6)-3 Clonación de cAON de anticuerpo M30 de ratón y 

determinación de secuencia

Con referencia a los hallazgos de gue los isotipos de
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las cadenas llqeras y pesadas del M30 de anticuerpo de ratón 

son y2a y  ̂ encontrados en el Ejemplo 3)-5, y las secuencias 

de aminoácidos de N-termlnal de las cadenas llqeras y pesadas 

determinadas en el Ejemplo 1-1), y la óase de datos de las 
secuencias de aminoácidos de anticuerpos (ver ^abat, E. A. et 

al., (1991) in Sequences ot Rrotelns ot Immunoloqlcal 

Interest Vol. 1 y 11, U.S. Department ot Health and Human 

Services), diversos cebadores de ollqonucleótldo que 

hlbrldlzan a cada una de la reqlón de terminal 5̂  de una 

reqlón que codifica el qen de anticuerpo y la reqlón de 

terminal de los mismos que comprende un codón de paro se 

sintetizaron, y un cADN que codifica la cadena pesada y un 

cADN que codifica la cadena llqera se amplificaron usando el 

mARN preparado en el Ejemplo 6-2) y ^lt RGR de ARN de una 

etapa Ta^aRa (AMV) (Ta^aRa 8lo, Inc.). Gomo un resultado, el 

cAON que codifica la cadena pesada del anticuerpo y el cAON 

que codifica la cadena llqera del anticuerpo pueden 

amplificarse por los slqulentes conjuntos de Gebador.

Gonjunto de cebador para la cadena pesada 

Gebador 16

5^-aaqaattcatqqaatqqaqttqqata-3^ (SEQ 10 NG: 46 en el Listado 

de Secuencias)
Gebador 17
5^-aaqatatctcatttacccqqaqtccqqqaqaa-3^ (SEQ 10 NG: 47 en el

Listado de Secuencias)

Gonjunto de cebador para la cadena llqera 

Gebador IB

5^-aaqaattcatqqattttctqqtqcaq-3^ (SEQ 10 NG: 4B en el Listado 

de Secuencias)

Gebador 19
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(SEQ 10 NQ: 49 en el

Listado de Secuencias)
Cada uno del cAON que codifica la cadena pesada y el 

cAON que codifica la cadena llqera amplificada por ROR se 

clonó usando ^lt de Expresión pEE6BV5^Hls TORO TA (invltroqen 

Corporation), y cada una las secuencias de nucleótldo de la 

cadena pesada y la cadena llqera clonada se determinó usando 

un analizador de secuencia de qen ("Analizador de AON AB1 
RR1SM 3700^ Applied Biosystems" o "Analizador 3730x1 Applied 
Biosystems^ Applied Biosystems"). En la reacción de 
procesamiento de secuencia, se usó CeneAmp 9700 (Applied 

Biosystems, Inc.).

La secuencia de nucleótldo determinada del cAON que 

codifica la cadena pesada del M30 de anticuerpo de ratón está 
representada por la SEQ 10 NO: 50 en el Listado de
Secuencias, y la secuencia de aminoácidos de la misma está 

representada por la SEQ 10 NQ: 51. Además, las secuencias de

SEQ 10 NQS: 50 y 51 se muestran en las Elqs. 21^1 a 21^2.

La secuencia de nucleótldo determinada del cAON que 

codifica la cadena llqera del M30 de anticuerpo de ratón está 

representada por la SEQ 10 NQ: 52 en el Listado de

Secuencias, y la secuencia de aminoácidos de la misma está 
representada por la SEQ 10 NO: 53 en el Listado de
Secuencias. Las secuencias de SEQ 10 NOS: 52 y 53 se muestran 

en las Elqs. 22^1 a 22^2.

Además, las secuencias de aminoácidos de la cadena 

pesada y la cadena llqera se analizaron por comparación 

usando ^aóatMan (ver BR0TE1NS: Structure, Eunctlon and

Oenetlcs, 25 (1996), 130^133), que es la base de datos de las 

secuencias de aminoácidos de los anticuerpos. Oomo un
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resultado, se encontró que en la cadena pesada del M30 de 

anticuerpo de ratón, la secuencia de aminoácidos representada 

por números de aminoácido 20 hasta 141 en la SEQ ID NO: 51 en 

el Listado de Secuencias es la región variable. También se 

encontró que en la cadena ligera del M30 de anticuerpo de
5

ratón, la secuencia de aminoácidos representada por números 

de aminoácido 23 hasta 130 en la SEQ ID NO: 53 en el Listado

de Secuencias es la región variable.
Ejemplo 7. Producción de M30 de anticuerpo quimérico

(anticuerpo cM30)
10

7) -1 Producción de vectores de expresión pEF6KCL y pEFIFCCU
# universales

7)-1-1 Construcción del vector de expresión pEFSKCL de cadena 

ligera humanizada y quimérica
Al realizar PCR usando un pEF6/V5-HisB plásmido

15
(Invitrogen Corporation) como una plantilla y también usando 

los siguientes cebadores, se obtuvo un fragmento de ADN de 

inmediatamente corriente debajo de BGHpA (Posición de la 

secuencia: 2174) para Smal (Posición de la secuencia: 2958)

(un fragmento de ADN que comprende el origen f 1 de^ 20
replicación y el promotor SV40 y origen, de aqui en adelante 

referido como "fragmento A") .

Cebador 20

5'-ccacgcgccctgtagcggcgcattaagc-3' (SEQ ID NO: 54 en el

Listado de Secuencias)
25

Cebador 21

5'-aaacccgggagctttttgcaaaagcctagg-3' (SEQ ID NO: 55 en el

Listado de Secuencias)

El fragmento A obtenido y un fragmento de ADN (SEQ ID 

NO: 56, dé aqui en adelante referido como "fragmento B", la
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secuencia de SEQ ID NO: 56 también se muestra en la Fig. 23) 
que comprende una secuencia de ADN que codifica una señal 

secretoria de cadena k  humana, una región constante de cadena 

k  humana, y una señal adicional de poli-A humana se ligaron 

una con la otra por PCR de extensión de traslape. El 

fragmento de ADN de esta manera obtenido en el cual el

fragmento A y el fragmento B se ligaron uno con el otro se
digirió con las enzimas de restricción Kpnl y Smal, que se
ligó a un pEF6/V5-HisB plásmido (Invitrogen Corporation) el 

cual se digirió con la enzimas de restricción Kpnl y Smal, 

por ello se construyó un vector de expresión pEF6KCL de

cadena ligera humanizado y quimérico que tiene una secuencia 

de señal, un sitio de clonación, una región constante de 

cadena k  humana, y una secuencia de señal adicional poli-A 

humana corriente abajo del promotor EF1.
7)-2 Construcción de pEFlKCL

Un fragmento de ADN obtenido al escindir el pEF6KCL 

obtenido por el método descrito arriba con las enzimas de 

restricción Kpnl y Smal se ligó a pEFl/myc-HisB (Invitrogen 

Corporation) que se digirió con Kpnl y Smal, por ello se 

construyó un pEFlKCL plásmido.
7)-3 Construcción del vector de expresión pEFIFCCU de cadena 

pesada humanizado y quimérico
Un fragmento de ADN (SEQ ID NO: 57, la secuencia de SEQ 

ID NO: 57 también se muestra en la Fig. 24) que comprende una 

secuencia de ADN que codifica los aminoácidos de una 

secuencia de señal y una región constante de IgGl humano se 

digirió con las enzimas de restricción Nhel y Pmel y se ligó 

al pEFlKCL plásmido que se digirió con Nhel y Pmel, por ello 

se construyó un vector de expresión pEFIFCCU de cadena pesada
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quimérico y humanizado que tiene una secuencia de señal, un 
sitio de clonación, una región constante de cadena pesada 

humana, y una secuencia de señal adicional poli-A humana 

corriente abajo del promotor.

7)-4 Construcción del vector de expresión de cadena ligera de
5

tipo quimera M30

Al usar el cADN que codifica la cadena ligera del M30 

de anticuerpo de ratón como una plantilla y también usando 
KOD-Plus- (TOYOBO, Co. , Ltd.) y el siguiente conjunto de 
cebador, se amplificó una región que comprende el cADN que

10
codifica la región de cadena ligera variable. Un fragmento de# ADN obtenido al escindir el producto amplificado con las 

enzimas de restricción Ndel y BsiWI se insertó en el vector 

de expresión de cadena ligera del anticuerpo humanizado y 
quimérico universal (pEF6KCL) en el sitio escindido con las

15
enzimas de restricción Ndel y BsiWI, por ello se construyó un 

vector de expresión de cadena ligera de tipo quimera M30. El 

vector de esta manera obtenido de expresión se nombró 

"pEF6KCL/M30L". La secuencia de nucleótido de la cadena 

ligera tipo quimera M30 está representada por la SEQ 10 NO:
0  20 58 en el Listado de Secuencias, y la secuencia de aminoácidos 

de la misma está representada por la SEQ ID NO: 59. Las

secuencias de SEQ ID NOS: 58 y 59 se muestran en las Figs.

25-1 a 25-2. Incidentalmente, un residuo de treonina en la 

posición 128 en la secuencia de aminoácidos de la cadena
25

ligera de anticuerpo cM30 representada por la SEQ ID NO: 59

en el Listado de Secuencias se ubica en la C-terminalarboxilo 

de la región variable de cadena ligera y corresponde a un 

residuo de alanina en la posición 130 en la secuencia de 

aminoácidos del anticuerpo M30 cadena ligera representada por



125

10

15

20

25

la SEQ ID NO: 53 en el Listado de Secuencias, sin embargo, en 

la secuencia de aminoácidos representada por la SEQ ID NO: 

59, el residuo ya se ha sustituido con un residuo de treonina 

derivado de una cadena ligera de anticuerpo humano.

Conjunto cebador para la cadena ligera 

Cebador 22

5'-aaacatatggccaaattgttctctcccagtctccaacaatcc-3' (SEQ ID NO: 

60 en el Listado de Secuencias)

Cebador 23

5'-aaacgtacgtttcagctccagcttggtcccagtaccg-3■' (SEQ ID NO: 61 en

el Listado de Secuencias)

7)-5 Construcción del vector de expresión de cadena pesada 

tipo quimera M30
Al usar el cADN que codifica la cadena pesada del M30 

de anticuerpo de ratón como una plantilla, un fragmento de 

ADN obtenido al realizar PCR usando KOD-Plus- (TOYOBO, Co., 

Ltd. ) y el siguiente conjunto de cebador A se ligó a un 

fragmento de ADN obtenido al realizar PCR usando el siguiente 

conjunto cebador B a través de la PCR de extensión de 

traslape usando el siguiente conjunto cebador C, por ello el 
Blpl en la región variable se removió y también una región 

que comprende el cADN que codifica la región variable de 

cadena pesada se amplificó. Un fragmento de ADN obtenido al 

escindir el producto amplificado con la enzima de restricción 

Blpl se insertó en el vector de expresión de cadena pesada de 

anticuerpo humanizado y quimérico universal (pEFIFCCU) en el 
sitio escindido con la enzima de restricción Blpl, por ello 

un vector de expresión de cadena pesada de tipo quimera M30 

se construyó. El vector de esta manera obtenido de expresión 

se nombró "pEFlFCCU/M30H".
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La secuencia de nucleótido de la cadena pesada de tio 

quimera M30 está representada por la SEQ ID NO: 62 en el

Listado de Secuencias, y la secuencia de aminoácidos de la 

misma está representada por la SEQ ID NO: 63. Además, las

secuencias de SEQ ID NOS: 62 y 63 se muestran en las Figs.
5

26-1 a 26-2.

Conjunto de Cebador A 
Cebador 24

5'-aaagctgagcgaggtccagctgcagcagtctggacctgag-3' (SEQ ID NO: 64

en el Listado de Secuencias)
10

Cebador 25# 5'-gaggtcaggctgctgagttccatgtaggctgtgctg-3' (SEQ ID NO: 65 en 

el Listado de Secuencias)
Conjunto de cebador B 

Cebador 26
15

5'-cagcacagcctacatggaactcagcagcctgacctc-3' (SEQ ID NO: 66 en 

el Listado de Secuencias)

Cebador 27

5'-aaagctgagctgactgtgagagtggtgccttggccccag-3' (SEQ ID NO: 67 

en el Listado de Secuencias)
20

Conjunto de cebador C 

Cebador 28

5'-aaagctgagcgaggtccagctgcagcagtctggacctgag-3' (SEQ ID NO: 68

en el Listado de Secuencias)

Cebador 29
25

5'-aaagctgagctgactgtgagagtggtgccttggccccag-3' (SEQ ID NO: 69 

en el Listado de Secuencias)

7)-6 Preparación de M30 de anticuerpo quimérico

7)-6-1 Producción de M30 de anticuerpo quimérico

Se sembraron 1.2 * 109 células de células FreeStyle
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293F (Invitrogen Corporation) en la fase de crecimiento

logarítmica en 1.2 L de medio de expresión FreeStyle 293
(Invitrogen Corporation) y cultivaron durante 1 hora al

agitar en 90 rpm a 37 °C en una incubadora de CO2 al 8%. Se 

disolvió 3.6 mg de polietilenimina (Polyscience #247 65) en 20 

mi de medio Opti-Pro SFM (Invitrogen Corporation).

Posteriormente, pEFlFCCU/M30H (0.4 mg) y pEF6KCL/M30L (0.8 

mg) preparados con Kit de plásmido PureLink HiPure

(Invitrogen Corporation) se suspendieron en 20 mi de medio 

Opti-Pro SFM. Luego, se agregó 20 mi de los vectores de

expresión obtenidos/liquido mezclado Opti-Pro SFM a 20 mi de 

la polietilenimina obtenida/liquido mezclado Opti-Pro SFM, y 

la mezcla resultante se agitó suavemente y luego se dejó

durante 5 minutos. Después de eso, la mezcla se agregó a las 

células FreeStyle 293F, y el cultivo de agitación en 90 rpm

se realizó durante 7 días a 37 °C en una incubadora de CO2 al

8%. El sobrenadante de cultivo resultante se filtró a través 

de un filtro de cápsula desechable (Advantec #CCS-045-ElH).

Un M30 de anticuerpo quimérico obtenido por una 

combinación de pEFlFCCU/M30H y pEF6KCL/M30L se nombró "cM30" 

o "anticuerpo cM30".

7)-6-2 Purificación de cM30

El sobrenadante de cultivo obtenido en el Ejemplo 7-1) 

se purificó por un proceso de dos etapas incluyendo 

cromatografía de afinidad de Proteína A (a 4 hasta 6°C) (GE 
Healthcare Japan Corporation) e hidroxiapatita cerámica (a 

temperatura ambiente). Una etapa de intercambio de solución 

amortiguadora después de la purificación por cromatografía de 

afinidad de Proteína A y después la purificación por 

hidroxiapatita cerámica se realizó a temperatura ambiente.
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Primero, 1100 hasta 1200 mi del sobrenadante de cultivo se 

aplicó a MabSelect SuRe (fabricado por GE Healthcare Bio- 

Sciences Corporation, dos columnas HiTrap (volumen: 1 mi)

conectado en serie) equilibrado con PBS. Después de que toda 

la solución de cultivo se vació en la columna, la columna se
5

lavó con 15 hasta 30 mi de PBS. Posteriormente, la elución se 

realizó con una solución de clorhidrato de arginina 2 M (pH 

4.0), y una fracción que contiene el anticuerpo se recolecto. 

La fracción se aplicó a una columna desalada (fabricado por 

GE Healthcare Bio-Sciences Corporation, dos columnas
10

desaladas HiTrap (volumen: 5 mi) conectadas en serie), por

ello la solución amortiguadora se intercambió con una 
solución amortiguadora que contiene fosfato de sodio 5 mM, 

MES 50 mM, y NaCl 20 mM en pH 6.5.

Además, la solución de anticuerpo sometida a
15

intercambio de solución amortiguadora se aplicó a una columna 

de hidroxiapatita cerámica (Japan Bio-Rad Laboratories, Inc., 

columna de hidroxiapatita Bio-Scale CHT2-1 (volumen: 2 mi) )

equilibrada con una solución amortiguadora que contiene NaPi 

5 mM, MES 50 mM, y NaCl 20 mM en pH 6.5. Luego, se realizó la

elución del gradiente de concentración lineal con cloruro de 

sodio, y una fracción que contiene el anticuerpo se 

recolectó. La fracción se aplicó a una columna desalada 
(fabricado por GE Healthcare Bio-Sciences Corporation, dos 

columnas desaladas HiTrap (volumen: 5 mi) conectadas en
25

serie) , por ello el liquido se intercambió con CBS (que 

contiene solución amortiguadora de citrato 10 mM y cloruro de 

sodio 140 mM, pH 6.0).

Finalmente, la solución resultante se concentró usando 

Dispositivo de Filtro UF Centrífugo VIVASP1N 20 (peso
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molecular -fracciona!: 30 K, Sartorius Co., Ltd., a 4 °C), y la 

concentración de IgG se ajustó hasta 1.0 mg/ml o más, y la 
solución de esta manera obtenida se usó como una muestra 

purificada.

Ejemplo 8. Actividad de anticuerpo cM30

8)-1 Actividad de enlace del anticuerpo cM30 a B7-H3

La afinidad entre el anticuerpo M30 o el anticuerpo 

cM30 y el antigeno B7-H3 se midió por un dispositivo de 

resonancia de plasmón de superficie (SPR, por sus siglas en 
inglés) (GE Healthcare Corporation). De acuerdo con 

procedimientos comunes, un IgG anti-ratón o un anticuerpo IgG 

anti-humano se inmovilizó en un chip de sensor, y luego, la 

muestra de anticuerpo M30 o el anticuerpo cM30 se enlazó a 

esto. Después de eso, un pollpéptldo de dominio extracelular 

de un antigeno de variante 2 B7-H3 recombinante (fabricado 

por R&D Systems, Inc., #2318-B3-050/CF) se agregó a esto en 

diferentes concentraciones, y la cantidad del antígeno 

enlazado al anticuerpo en una solución amortiguadora de 

corrida (solución amortiguadora de fosfato, SP20 0.05%) se 

midió con el paso del tiempo. La cantidad medida se analizó 

con software dedicado (BIAevaluation Versión 4.1, GE 

Healthcare Corporation) y una constante de disociación se 

calculó.
Como un resultado, el anticuerpo M30 y el anticuerpo 

cM30 se encontraron para tener enlace al antigeno B7-H3 

recombinante con una constante de disociación de 5.89 nM y 

3.43 nM, respectivamente. De estos resultados, se confirmó 

que el anticuerpo M30 y el anticuerpo cM30 enlazado al 

antigeno B7-H3 y sus afinidades de enlace fueron 

sustancialmente iguales.
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8)-2 Actividad ADCP de anticuerpo cM30

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) 
de un sujeto saludable se aislaron de acuerdo con

procedimientos comunes y suspendieron en FCS al RPMI-10%
(Invitrogen Corporation) y luego se sembraron en un matraz. 

Las células se cultivaron durante la noche en una incubadora 

C02. El sobrenadante de cultivo se removió, y se agregó a las 

células unidas al matraz, FCS al RPMI-10% complementado con 

M-CSF y GM-CSF (PeproTech, Inc.), y las células se cultivaron 

durante 2 semanas. Las células se separaron con TrypLE y

recolectaron. Luego, las células se agregaron a una placa de
24 pozos en 500 yl/pozo (1 x 105 células/pozo) y cultivaron

durante la noche a 37 °C. Las células de esta manera

preparadas se usaron as células efectoras.
El etiquetado de las células NC1-H322 a usarse como

células objetivo se realizó usando kit de etiquetado de 

pigmento PKH26 (Sigma Co. , Ltd.). Las células objetivo se

separaron con TrypLE y lavaron dos veces con PBS. Las células

se suspendieron en Diluyente C en 1 x 107 células/ml. Se

diluyó solución madre del pigmento PKH26 (1 mM) hasta 8 pM 

con diluyente C, e inmediatamente después de eso, la solución 

del pigmento diluido se agregó a esto en una cantidad igual a 
aquella dé la suspensión celular. La mezcla resultante se 

dejó a temperatura ambiente durante 5 minutos. Luego, 1 mi de 

suero se agregó a esto, y además, un medio con suero se

agregó a esto, y se realizó el lavado dos veces.

Cada uno del anticuerpo M30 y el anticuerpo cM30 se 

diluyó hasta 20 pg/ml con una solución de cultivo.

Posteriormente, las células objetivo se suministraron a 2 x

106 células/100 pl/tubo y mezclaron. La mezcla resultante se
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dejó reposar en hielo durante 30 minutos. El sobrenadante se 
removió, y las células se lavaron dos veces con una solución 

de cultivo y suspendieron en 500 jal de una solución de 

cultivo. El sobrenadante se removió de las células efectoras, 

y las células que se han tratado con el anticuerpo y
5

suspendieron en la solución de cultivo se agregaron a esto y 

mezclaron con esto. Luego, las células se cultivaron durante 

3 horas en una incubadora C02. Después de eso, las células se 
separaron con Tripsina-EDTA y recolectaron. A las células 

recolectadas, un anticuerpo CDllb anti-ratón etiquetado FITC
10

(Becton, Dickinson y Company, Ltd.) se agregó, y la mezcla
m

resultante se dejó reposar en hielo durante 30 minutos. El 

sobrenadante se removió, y las células se lavaron dos veces 

con una solución de cultivo. Las células recolectadas se 
suspendieron en 300 pl de un medio de cultivo y analizaron

15
por FACS Calibur (Becton, Dickinson and Company, Ltd.). En 

los macrófagos CDllb-positivos, una fracción PKH26-positiva 

se evaluó como células de fagocitosis-positivas.

Como un resultado, como se muestra en la Fig. 8, cuando 

el anticuerpo M30 y el anticuerpo cM30 se agregaron en 10
20

yg/ml, los fagocitosis de las células NCI-H322 por macrófagos 

se indujeron hasta 33 ± 1% y 35 ± 2%, respectivamente. En 

consecuencia, se mostró que el anticuerpo cM30 tiene una 

actividad ADCP contra las células NCI-H322 de la misma manera 

como el anticuerpo M30. Un resultado experimental similar se 

obtuvo también para una actividad ADCP contra células MDA-MB- 

231 (ATCC).

8)-3 Efecto antitumor in vivo del anticuerpo cM30

Las células MDA-MB-231 se separaron de un matraz de 

cultivo por un tratamiento de tripsina, y luego se
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suspendieron en RPM1 164 0 que contiene medio FBS al 10% 

(Invitrogen Corporation), seguido por centrifugación y el 

sobrenadante se removió. Las células se lavaron dos veces con 

el mismo medio, y luego se suspendieron en Matriz de Membrana 

BD Matrigel Basement (fabricado por BD Biosciences, Inc.). 

Luego, las células se implantaron subcutáneamente en la 

región axiliar de cada ratón (CB17/Icr-Prkdc[scid]/CrlCrlj, 

Charles River Laboratories Japan, Inc.) de 6 semanas de edad 

en una dosis de 5 x 106 células/ratón. El dia del implante se 

tomó como el dia 0, y en los días 14, 21, 28, 35, y 42, el

anticuerpo M30 o el anticuerpo cM30 se administró 

intraperitonealmente en una dosis de 500 ¡jg/ratón (alrededor 

de 25 mg/kg) . El volumen del tumor se midió en los días 14, 

18, 21, 25, 28, 32, 35, 39, 42, 46, 49, y 52, y el efecto
antitumor de la administración del anticuerpo se examinó.

Como un resultado, en los grupos de administración del 

anticuerpo M30 y cM30, el crecimiento del tumor se suprimió

significativamente como se compara con el grupo no tratado en

el cual el anticuerpo no se administró. Los valores P para el 

anticuerpo M30 y el anticuerpo cM30 comparados con el grupo 

no tratado en término del peso del tumor en el día 52 fueron 

ambos P<0.001. Los valores P se calcularon usando prueba de 

comparación múltiple de Dunnett.
Además, la relación de la inhibición del crecimiento 

del tumor (= 100 - (volumen del tumor promedio en el grupo de 

administración del anticuerpo) / (volumen del tumor promedio 

en el grupo no tratado) x 100) en el día 52 fue 71.3% en el

caso de el anticuerpo M30 y 71.7% en el caso del anticuerpo

cM30. En consecuencia, el anticuerpo cM30 se observó para 

tener un efecto antitumor muy fuerte in vivo de la misma
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manera como el anticuerpo M30 (Fig. 9).
Ejemplo 9. Diseño de anticuerpo humanizado de anticuerpo B7-

H3 anti-humano de ratón #M30

9)-1 Diseño de anticuerpo M30 humanizado

9)-1-1 Modelado molecular de las regiones variables M30

El modelado molecular de las regiones variables M30 se 

realizó de acuerdo con un método generalmente conocido como 

modelado de homología (Methods in Enzymology, 203, 121-153,

(1991)). Las secuencias primarias (estructuras

tridimensionales derivadas de las estructuras de cristal de 

rayos X están disponibles) de las regiones variables de la 

inmunoglobulina humana registrada en Protein Data Bank (Nuc. 

Acid Res. 35, D301-D303 (2007)) se compararon con las
regiones variables M30 determinadas en el Ejemplo 6-3).

Como un resultado, 3BKY se seleccionó como una

secuencia que tiene la homología de secuencia más alta con la 

región variable de cadena ligera M30 entre los anticuerpos 

que similarmente tienen una eliminación en la estructura. 

Además, se seleccionó 3DGG como una secuencia que tiene la 

homología de secuencia más alta con la región variable de 

cadena pesada M30.

La estructura tridimensional de una región de

estructura se preparó con base en un "modelo de estructura" 

al combinar los coordinados de 3BKY correspondiente a la 

cadena ligera M30 con los coordinados de 3DGG 

correspondientes a la cadena pesada M30. Como para las CDRs 

M30, como los coordinados que definen las conformaciones más 

similares a aquellas de CDRHl (SEQ ID NO: 92), CDRH2 (SEQ ID 

NO: 93), CDRH3 (SEQ ID NO: 94), CDRLl (SEQ ID NO: 95), CDRL2

(SEQ ID NO: 96), y CDRL3 (SEQ ID NO: 97) de acuerdo con la

V
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clasificación de Thornton et al. (J. Mol. Biol. , 263, 800-

815, (1996)) y las reglas H3 (FEBS letters 399, 1-8 (1996)),

2HOJ, 1BBD, 1Q90, 2FBJ, 1LNK, y 1TET ' se seleccionaron, 

respectivamente, e incorporaron en el modelo de estructura.

Finalmente, con objeto de obtener un modelo molecular 

posible de la región variable M30 en términos de energía, un 
cálculo de energía se realizó para excluir contacto 

interatómico desventajoso. El procedimiento de arriba se

llevó a cabo usando la el programa de predicción de

estructura terciaria de proteína comercialmente disponibles 

Prime y el programa de búsqueda coordenado MacroModel

(Schrodinger, LLC).

9)-1-2 Diseño de la secuencia de aminoácidos de M30 
humanizado

Un anticuerpo M30 humanizado se construyó de acuerdo 

con un método generalmente conocido como injerto CDR (Proc. 

Nati. Acad. Sci. EUA 86, 10029-10033 (1989)).

Un anticuerpo aceptador se seleccionó con base en la 

homología del aminoácido dentro de la región de estructura. 
La secuencia de la región de estructura de M30 se comparó con 

todas las secuencias de estructura humana en la base de datos 

Kabat (Nuc. Acid Res. 29, 205-206 (2001) ) de las secuencias

de aminoácidos de anticuerpo. Como un resultado, un 

anticuerpo mAb49'CL (GenBank en NCB1: D16838.1 y D16837.1) se 

seleccionó como un aceptador con base en una homología 

secuencia de 70% en la región de estructura.
Los residuos de aminoácido en la región de estructura 

de mAb49'CL se alinearon con los residuos de aminoácido de 

M30, y las posiciones donde diferentes aminoácidos se usaron 

fueron idénticas. Las posiciones de estos residuos se
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analizaron usando el modelo tridimensional de M30 construido 

arriba. Luego, los residuos donadores a ser injertados en el 

aceptador se seleccionaron de acuerdo con los criterios 

proporcionados por Queen et al. (Proc. Nati. Acad. Sci. EUA 

86, 10029-10033 (1989)). Al transferir algunos residuos

donadores seleccionados al anticuerpo aceptador, las

secuencias humanizadas se construyeron como se describe en el 

siguiente Ejemplo.

9)-2 Humanización de cadena pesada M30 

9)-2-1 Cadena pesada tipo M30-H1:
Una cadena pesada M30 humanizada diseñada al sustituir 

números de aminoácido 20 (ácido glutámico), 24 (glutamina),

28 (prolina), 30 (leucina), 31 (valina), 35 (alanina), 39

(metionina) , 57 (Usina) , 5 9 (Usina), 67 (isoleucina) , 86

(Usina), 87 (alanina), 89 (glutamina) , 91 (serina), 93

(Usina) , 95 (serina) , 106 (treonina) , 110 (serina) , 136

(treonina), y 137 (leucina) de la cadena pesada cM30

representada por la SEQ ID NO: 63 en el Listado de Secuencias 

con glutamina, valina, alanina, valina. Usina, serina, 

valina, arginina, alanina, metionina, arginina, valina,

isoleucina, alanina, ácido glutámico, treonina, arginina, 

treonina, leucina, y valina, respectivamente, se nombró 

"cadena pesada tipo M30-H1".
La secuencia de aminoácidos de la cadena pesada tipo 

M30-H1 está representada por la SEQ ID NO: 85.

9)-2-2 Cadena pesada tipo M30-H2:

Una cadena pesada M30 humanizada diseñada al sustituir 

números de aminoácido 20 (ácido glutámico), 24 (glutamina),

28 (prolina), 30 (leucina), 31 (valina), 35 (alanina), 39
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(metionina) , 57 (lisina) , 59 (Usina), 86 (Usina), 87

(alanina), 89 (glutamina), 91 (serina), 93 (lisina), 95

(serina), 106 (treonina), 110 (serina), 136 (treonina) , y 137 

(leucina) de la cadena pesada cM30 representada por la SEQ ID 
NO: 63 en el Listado de Secuencias con glutamina, valina,
alanina, valina, lisina, serina, valina, arginina, alanina,

arginina, valina, isoleucina, alanina, ácido glutámico,

treonina, arginina, treonina, leucina, y valina, 

respectivamente, se nombró "cadena pesada tipo M30-H2".

La secuencia de aminoácidos de la cadena pesada tipo

M30-H2 está representada por la SEQ ID NO: 87.
9)-2-3 Cadena pesada tipo M30-H3:

Una cadena pesada M30 humanizada diseñada al sustituir 

números de aminoácido 24 (glutamina), 28 (prolina), 30

(leucina), 31 (valina), 35 (alanina), 39 (metionina), 59

(lisina), 89 (glutamina), 91 (serina), 93 (lisina), 95

(serina), 106 (treonina), 110 (serina), 136 (treonina), y 137

(leucina) de la cadena pesada cM30 representada por la SEQ ID 
NO: 63 en el Listado de Secuencias con valina, alanina, valina, 

lisina, serina, valina, alanina, isoleucina, alanina, ácido

glutámico, treonina, arginina, treonina, leucina, y valina, 

respectivamente, se nombró "cadena pesada tipo M30-H3".

La secuencia de aminoácidos de la cadena pesada tipo

M30-H3 está representada por la SEQ ID NO: 89.
9)-2-4 Cadena pesada tipo M30-H4:

Una cadena pesada M30 humanizada diseñada al sustituir 

números de aminoácido 24 (glutamina), 28 (prolina), 30

(leucina), 31 (valina), 35 (alanina), 39 (metionina), 59

(lisina), 95 (serina), 106 (treonina), 110 (serina), 136

(treonina), y 137 (leucina) de la cadena pesada cM30

\
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representada por la SEQ ID NO: 63 en el Listado de Secuencias 

con valina, alanina, valina, lisina, serina, valina, alanina,

treonina, arginina, treonina, leucina, y valina, 
respectivamente, se nombró "cadena pesada tipo M30-H4".

La secuencia de aminoácidos de la cadena pesada tipo 

M30-H4 está representada por la SEQ ID NO: 91.

9)-3 Humanización de cadena ligera M30 

9)-3-1 Cadena ligera tipo M30-L1:

Una cadena ligera M30 humanizada diseñada al sustituir 

números de aminoácido 21 (glutamina) , 25 (serina), 29

(treonina), 30 (isoleucina), 33 (alanina), 38 (lisina), 39

(valina), 41 (metionina), 42 (treonina), 61 (serina), 62
(serina), 64 (lisina), 65 (prolina), 66 (triptofano), 77
(valina), 89 (serina), 90 (tlroslna), 91 (serina), 97

(valina), 99 (alanina), 102 (alanina), 104 (treonina), 119

(treonina), 123 (leucina), y 125 (leucina) de la cadena

ligera cM30 representada por la SEQ ID NO: 59 en el Listado
de Secuencias con ácido glutámico, treonina, alanina, 

treonina, leucina, arginina, alanina, leucina, serina, 

glutamina, alanina, arginina, leucina, leucina, isoleucina, 

ácido aspártico, fenilalanina, treonina, leucina, prolina, 

fenilalanina, valina, glutamina, valina, y isoleucina, 

respectivamente, se nombró "cadena ligera tipo M30-L1".
La secuencia de aminoácidos de la cadena ligera tipo 

M30-L1 está representada por la SEQ ID NO: 71.
9)-3-2 Cadena ligera tipo M30-L2:

Una cadena ligera M30 humanizada diseñada al sustituir 

números de aminoácido 21 (glutamina) , 25 (serina), 29

(treonina), 30 (isoleucina), 33 (alanina) , 38 (lisina), 39

(valina), 41 (metionina), 42 (treonina), 61 (serina), 62
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(serina), 64 (Usina), 65 (prollna), 77 (valina), 

(serina), 91 (serina), 97 (valina), 99 (alanina), 102

(alanina), 104 (treonina), 119 (treonina), 123 (leucina), y 

125 (leucina) de la cadena ligera c^30 representada per la 

2EQ 10 NO: 59 en el Listado de Secuencias con ácido

glutámico, treonina, alanina, treonina, leucina, arginina, 

alanina, leucina, serina, glutamina, alanina, arginina,

leucina, Isoleucina, ácido aspártico, treonina, leucina,

prollna, fenilalanina, valina, glutamina, valina, y 
Isoleucina, respectivamente, se nombró "cadena ligera tipo

^30-L2".
La secuencia de aminoácidos de la cadena ligera tipo ^30- 

L2 está representada por la SEQ 10 NO: 73.

9)-3-3 Oadena ligera tipo ^30-L3:

Una cadena ligera ^30 humanizada diseñada al sustituir 

números de aminoácido 29 (treonina), 30 (Isoleucina), 33 

(alanina), 3^ (Usina), 39 (valina), 41 (metionina), 62 
(serina), 65 (prollna), 77 (valina), 91 (serina), 97 (valina), 

99 (alanina), 102 (alanina), 104 (treonina), 119 (treonina), 123 

(leucina), y 125 (leucina) de la cadena ligera c^30 representada 

por la SEQ 10 NO: 59 en el Listado de Secuencias con alanina, 

treonina, leucina, arginina, alanina, leucina, alanina, leucina, 
Isoleucina, treonina, leucina, prollna, fenilalanina, valina, 

glutamina, valina, y Isoleucina, respectivamente, se nombró 

"cadena ligera tipo ^30-L3".

La secuencia de aminoácidos de la cadena ligera tipo 

^30-L3 está representada por la SEQ 10 NO: 75.

9)-3-4 Oadena ligera tipo ^30-L4:

Una cadena ligera ^30 humanizada diseñada al sustituir 

números de aminoácido 21 (glutamina), 25 (serina), 29
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(treonina), 30 (isoleucina), 33 (alanina), 38 (lisina), 39

(valina), 41 (metionina), 42 (treonina), 61 (serina), 62

(serina), 64 (lisina), 66 (triptofano), 77 (valina), 89

(serina), 90 (tlroslna), 91 (serina), 96 (arginina), 97

(valina), 99 (alanina), 102 (alanina), 104 (treonina), 119
5

(treonina), 123 (leucina), y 125 (leucina) de la cadena 

ligera cM30 representada por la SEQ ID NO: 59 en el Listado 

de Secuencias con ácido glutámico, treonina, alanina, 

treonina, leucina, arginina, alanina, leucina, serina, 
glutamina, alanina, arginina, leucina, isoleucina, ácido

10
aspártico, fenilalanina, treonina, serina, leucina, prolina,# fenilalanina, valina, glutamina, valina, y isoleucina, 

respectivamente, se nombró "cadena ligera tipo M30-L4".

La secuencia de aminoácidos de la cadena ligera tipo 

M30-L4 está representada por la SEQ ID NO: 77.
15

9)-3-5 Cadena ligera tipo M30-L5:
Una cadena ligera M30 humanizada diseñada al sustituir 

números de aminoácido 29 (treonina), 30 (isoleucina), 33 

(alanina), 38 (lisina), 39 (valina), 41 (metionina), 62

(serina), 77 (valina), 91 (serina), 97 (valina), 99
#  20

(alanina), 102 (alanina), 104 (treonina), 119 (treonina), 123

(leucina), y 125 (leucina) de la cadena ligera cM30
representada por la SEQ ID NO: 5 9 en el Listado de Secuencias 
con alanina, treonina, leucina, arginina, alanina, leucina, 

alanina, isoleucina, treonina, leucina, prolina,
25

fenilalanina, valina, glutamina, valina, y isoleucina, 

respectivamente, se nombró "cadena ligera tipo M30-L5".

La secuencia de aminoácidos de la cadena ligera tipo 

M30-L5 está representada por la SEQ ID NO: 79.

9)-3-6 Cadena ligera tipo M30-L6:
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Una cadena ligera ^30 humanizada diseñada al s^stlt^lr 

números de aminoácido 21 (glutamina), 25 (serina), 29

(treonina), 30 (isoleucina), 33 (alanina), 38 (Usina), 39 

(valina), 41 (metionina), 42 (treonina), 61 (serina), 62

(serina), 64 (Usina), 66 (triptofano), 77 (valina), 89
(serina), 90 (tlroslna), 91 (serina), 97 (valina), 99

(alanina), 102 (alanina), 104 (treonina), 119 (treonina), 123

(leucina), y 125 (leucina) de la cadena ligera c^30

representada por la 2EQ 10 NO: 59 en el Listado de Secuencias 

wlth ácido glutámico, treonina, alanina, treonina, leucina, 

arginina, alanina, leucina, serina, glutamina, alanina,

arginina, leucina, Isoleucina, ácido aspártico, fenilalanina, 

treonina, leucina, prollna, fenilalanina, valina, glutamina, 

valina, y isoleucina, respectivamente, se nombró "cadena 

ligera tipo ^30-L6".
La secuencia de aminoácidos de la cadena ligera tipo 

^30-L6 está representada por la SEQ 10 NO: 81.

9)-3-7 Oadena ligera tipo ^30-L7:

Una cadena ligera ^30 humanizada diseñada al s^stlt^lr 

números de aminoácido 21 (glutamina), 25 (serina), 29 

(treonina), 30 (isoleucina), 33 (alanina), 38 (Usina), 39 

(valina), 41 (metionina), 42 (treonina), 61 (serina), 62 

(serina), 64 (Usina), 66 (triptofano), 77 (valina), 89 

(serina), 91 (serina), 97 (valina), 99 (alanina), 102 (alanina),

104 (treonina), 119 (treonina), 123 (leucina), y 125 (leucina) 

de la cadena ligera c^30 representada por la SEQ 10 NO: 59 en el 

Listado de Secuencias con ácido glutámico, treonina, alanina,

treonina, leucina, arginina, alanina, leucina, serina,

glutamina, alanina, arginina, leucina, Isoleucina, ácido

aspártico, treonina, leucina, prollna, fenilalanina, valina.
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glutamina, valina, y isoleucina, respectivamente, se nombró 
"cadena ligera tipo M30-L7".

La secuencia de aminoácidos de la cadena ligera tipo 

M30-L7 está representada por la SEQ ID NO: 83.

(Ejemplo 10) Producción de anticuerpo humanizado
5

10)-1 Construcción de vectores de expresión de cadena ligera 

tipo M30-L1, M30-L2, M30-L3, M30-L4, M30-L5, M30-L6, y M30-L7 

Los ADNs que comprenden un gen que codifican una región 

variable de cadena ligera tipo M30-L1, M30-L2, M30-L3, M30-

L4, M30-L5 , M30-L6, o ]%30- L7 representada por números de

aminoácido 21 hasta 128 en la SEQ ID NO: 71, números de

aminoácido 21 hasta 128 en la SEQ ID NO: 73, números de

aminoácido 21 hasta 128 en la SEQ ID NO: 75, números de

aminoácido 21 hasta 128 en la SEQ ID NO: 77, números de

aminoácido 21 hasta 128 en la SEQ ID NO: 79, números de

aminoácido 21 hasta 128 en la SEQ ID NO: 81, o números de

aminoácido 21 hasta 128 en la SEQ ID NO: 83 en el Listado de

Secuencias se sintetizaron (GENEART, Inc. Artificial Gene 

Synthesis Service) con base en las SEQ ID NOS: 70, 72, 74,

76, 78, 80, y 82 de acuerdo con las secuencias de nucleótido
#  20

correspondientes a las SEQ ID NOS de arriba de acuerdo con 

las secuencias de aminoácidos. Luego, cada uno de los 

fragmentos de ADN obtenidos al escindir los ADNs sintetizados 
con las enzimas de restricción Ndel y BsiWI se insertó en el 

vector de expresión de cadena ligera de anticuerpo humanizado
25

y quimérico universal (pEE6KCL) en el sitio escindido con las 

enzimas de restricción Ndel y BsiWI, por ello se construyeron 

vectores de expresión de cadena ligera tipo M30-L1, M30-L2,

M30-L3, M30-L4, M30-L5, M30-L6, y M30-L7.

Los vectores de expresión de esta manera obtenidos se
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nombraron "pEF6KCL/M30-Ll", "pEF6KCL/M30-L2", "pEF6KCL/M30- 

L3'\ "pEF6KCL/M30-L4", "pEF6KCL/M30-L5", "pEF6KCL/M30-L6", y
"pEF6KCL/M30-L7", respectivamente.

10)-2 Construcción de vectores de expresión de cadena pesada 
tipo M30-H1, M30-H2, M30-H3, y M30-H4

5
Los ADNs que comprenden un gen que codifica una región 

variable de cadena pesada tipo M30-H1, M30-H2, M30-H3, o M30- 

H4 representada por números de aminoácido 20 hasta 141 en la 

SEQ ID NO: 85, números de aminoácido 20 hasta 141 en la SEQ

ID NO: 87, números de aminoácido 20 hasta 141 en la SEQ ID
10

NO: 89, o números de aminoácido 20 hasta 141 en la SEQ ID NO: 

v'~ 91 en el Listado de Secuencias se sintetizaron (GENEART, Inc.

Artificial Gene Synthesis Service) con base en la SEQ ID NO: 

84, 86, 88, y 90 de acuerdo con las secuencias de nucleótido

correspondientes a las SEQ ID NOS de arriba de acuerdo con
15

las secuencias de aminoácidos. Luego, cada uno de los 
fragmentos de ADN obtenidos al escindir los ADNs sintetizados 

con la enzima de restricción Blpl se insertó en el vector de 

expresión de cadena pesada de anticuerpo humanizado universal 

(pEFIFCCU) en el sitio escindido con la enzima de restricción@ 20
Blpl, por ello se construyeron vectores de expresión de 

cadena pesada tipo M30-H1, M30-H2, M30-H3, y M30-H4.

Los vectores de expresión de esta manera obtenidos se 

nombraron "pEFlFCCU/M30-Hl", ''pEFlFCCU/M30-H2",

"pEFIFCCU/M30-H3", y "pEFlFCCU/M30-H4", respectivamente.
25

10)-3 Producción de anticuerpo humanizado
Se sembraron 1.2 % 109 células de células FreeStyle 293F 

(Invitrogen Corporation) en la fase de crecimiento logarítmico 

en 1.2 L de Medio de Expresión FreeStyle 293 fresco (Invitrogen 

Corporation) y se cultivaron durante 1 hora por agitación en 90
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rpm a 37^0 en una Incubadora de al 8%. Se disolvieron 3.6

mg de polietilenimina (Polyscience #24765) en 20 mi de medio 

Opti-Pro SFM (Invitrogen Corporation). Posteriormente, un 
vector de expresión de cadena pesada (0.4 mg) y un vector de 

expresión de cadena ligera (0.8 mg) preparados con el Klt de 

plásmido PureLink HiPure (Invitrogen Corporation) se 

suspendieron en 20 mi de medio Cptl-Pro SFM. Luego, 20 mi de 
los vectores de expresión oótenldosBllguldo mezclado con Cptl- 

Pro SFM se agregó a 20 mi de la polietilenimina 

obtenldaBllguldo mezclado con Cptl-Pro SFM, y la mezcla 

resultante se agitó suavemente y luego se dejó durante 5 

minutos. Después de eso, la mezcla se agregó a las células 

FreeStyle 293F, y el cultivo de agitación en 90 rpm se realizó 

durante 7 días a 37^C en una incubadora de al 8%. F1

sobrenadante de cultivo resultante se filtró a través de un 

filtro de cápsula desechable (Advantec #CCS-045-FlH).

Un anticuerpo humanizado de M30 obtenido por una 

combinación de pFFlFCCUBM30-Hl y pFF6KCLBM30-Ll se nombró

"M30-H1-L1", un anticuerpo humanizado de M30 obtenido por una 
combinación de pFFlFCCUBM30-Hl y pFF6KCLBM30-L2 se nombró

"M30-H1-L2", un anticuerpo humanizado de M30 obtenido por una 

combinación de pFFlFCCUBM30-Hl y pFF6KCLBM30-L3 se nombró

"M30-H1-L3", un anticuerpo humanizado de M30 obtenido por una 
combinación de pFFlFCCUBM30-Hl y pFF6KCLBM30-L4 se nombró

"M30-H1-L4", un anticuerpo humanizado de M30 obtenido por una 

combinación de pFFlFCCUBM30-H4 y pFF6KCLBM30-Ll se nombró

"M30-H4-L1", un anticuerpo humanizado de M30 obtenido por una 

combinación de pFFlFCCUBM30-H4 y pFF6KCLBM30-L2 se nombró

"M30-H4-L2", un anticuerpo humanizado de M30 obtenido por una 

combinación de pFFlFCCUBM30-H4 y pFF6KCLBM30-L3 se nombró
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"M30-H4-L3", un anticuerpo humanizado de M30 obtenido por una 

combinación de pEFlFCCUBM30-H4 y pEF6KCLBM30-L4 se nombró 

"M30-H4-L4", un anticuerpo humanizado de M30 obtenido por una 

combinación de pEFlFCCUBM30-Hl y pEF6KCLBM30-L5 se nombró 

"M30-H1-L5", un anticuerpo humanizado de M30 obtenido por una 

combinación de pEFlFCCUBM30-Hl y se nombró

"M30-H1-L6", y un anticuerpo humanizado de M30 obtenido por 

una combinación de pEFlFCCUBM30-Hl y se nombró
"M30-81-1B7".
10)-4 Purificación de anticuerpo humanizado

El sobrenadante de cultivo obtenido en el Ejemplo 6-1) 

se purificó por un proceso de dos etapas que Incluye 

cromatografía por afinidad de Protelna A (a 4 hasta 6^0) e 
hidroxiapatita cerámica (a temperatura ambiente). Un 

Intercambio de la etapa de solución amortiguadora después de 
la purificación por cromatografía de afinidad de rProtelna A 

y después de la purificación por hidroxiapatita cerámica se 

realizó a temperatura ambiente.

Primero, 1100 hasta 1200 mi del sobrenadante de cultivo 

se aplicó a MabSelect SuRe (fabricado por GE Healthcare 81o- 
Sciences Go., Ltd., dos columnas HiTrap (volumen: 1 mi)

conectado en serle) equilibrado con P8S. Después de que toda 

la solución de cultivo se vació en la columna, la columna se 

lavó con 15 hasta 30 mi de P8S. Posteriormente, la elución se 

realizó con una solución de clorhidrato de arginina 2 M (pH 

4.0), y una fracción que contiene el anticuerpo se recolectó. 
La fracción se aplicó a una columna desalada (fabricado por 

GE Healthcare 8lo-Sclences Go., Ltd., dos columnas desaladas 

HiTrap (volumen: 5 mi) conectadas en serle), por ello la

solución amortiguadora se Intercambió con una solución

(46
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amortiguadora guo contiene fosfato de sodio 5 mM, MES 50 mM, 
y NaGi 20 mM en pH 6.5.

Además, ia solución de anticuerpo sometida a 

intercambio de solución amortiguadora se aplicó a una columna 

de hidroxiapatita cerámica (Japan Bio-Rad Laboratories, Inc.,
5

columna de hidroxiapatita GHT2-1 Bio-Scale (volumen: 2 mi))

equilibrada con una solución amortiguadora que contiene NaRi 

5 mM, MES 50 mM, y NaGl 20 mM e pH 6.5. Luego, se realizó la 
elución de gradiente de concentración lineal con cloruro de 

sodio, y una fracción que contiene el anticuerpo se
10

recolectó.

La fracción se aplicó a una columna desalada (fabricado 

por GE Healthcare Bio-Sciences Go., Ltd., dos columnas desaladas 
HiTrap (volumen: 5 mi) conectadas en serie), por ello el liquido 

se intercambió con GBS (que contiene solución amortiguadora de
15

citrato 10 mM y cloruro de sodio 140 mM, pH 6.0).

Finalmente, la solución resultante se concentró usando 

Dispositivo de Filtro JF Gentrifugo VTVASR1N 20 (peso 

molecular fraccional: 30 K, Sartorius Go., Ltd., a 4^G), y la 

concentración de IgG se ajustó hasta 1.0 mgBml o más, y la^ 20
^ solución de esta manera obtenida se usó como una muestra

purificada.
10)-5 Propiedad de enlace del anticuerpo humanizado a 

antigeno B7-H3

La propiedad de enlace del anticuerpo M30 humanizado a
25

B7-H3 humano que es un antigeno se midió por un dispositivo 

de resonancia de plasmón de superficie (SPR) (Biacore, Inc.). 

De acuerdo con procedimientos comunes, un anticuerpo IgG 

anti^-humano se inmovilizó en un chip de sensor, y luego, 

cada una de las muestras purificadas de los anticuerpos M30
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humanizados obtenidos en ei 10)-4 de arriba se enlazó a esto. 

Después de eso, un pollpéptldo de dominio extraoelular del 

antigeno de variante 2 (fabricado por Systems,

Inc., #2318-83-050BGF) se agregó a esto en diferentes

concentraciones, y la cantidad del antigeno enlazado al
5

anticuerpo en una solución amortiguadora de corrida (solución 

amortiguadora de fosfato, SP20 al 0.05%) se midió con el paso 

del tiempo. La cantidad medida se analizó con software 

dedicado (BIAevaluation) y se calculó una constante de 
disociación (Kd ^ ) .  La medición se realizó usando el

10
anticuerpo cM30 como un control positivo para cada operación 

de medición. Los resultados son como se muestran en la Tabla

3. Todos de los anticuerpos M30 humanizados tienen actividad 

de enlace contra el antigeno 

Tabla 3
15

#  20

25

Ejemplo 11. Medición de las actividades inhibidoras

Kd [M]

M30-H1-L1 8.7E-08

M30-H1-L2 1.0E-07

M30-H1-L3 1.0E-07

M30-H1-L4 1.6E-08

M30-H4-L1 1.3E-07

M30-H4-L2 1.4E-07

M30-H4-L3 1.6E-07

M30-H4-L4 1.2E-08

M30-H1-L5 1.9E-09

M30-H1-L6 3.4E-09

M30-H1-L7 2.7E-09

cM30 7.3E-10
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competitivas de anticuerpo cM30 y anticuerpo M30 humanizado 

contra el anticuerpo M30 para el enlace a antigeno B7-H3

Las actividades inhibidoras competitivas del anticuerpo 

cM30 y el anticuerpo M30 humanizado (anticuerpo M30-H1-L4) 

contra el anticuerpo M30 para el enlace a la variante 1 y 
variante 2 B7-H3 se midieron por el siguiente método.

Al usar kit de biotinilación EZ-Link Sulfo-NHS-LC 

(fabricado por Thermo Scientific Corporation, #21435) y de 

acuerdo con el protocolo anexo, los anticuerpos monoclonales 

M30 de ratón respectivos se biotinilaron (de aqui en adelante 

los anticuerpos M30 biotinilados respectivos se refirieron 

como "bM30"). Además, como una solución amortiguadora a 
usarse en el siguiente método ELISA, se usó BD OPTI EIA (BD 

Biosciences, Inc., #550536) en todos los casos.

Cada uno del polipéptido de dominio extracelular de la 

variante 1 B7-H3 (fabricado por R&D Systems, Inc., #1949-B3- 

050/CF) y el polipéptido de dominio extracelular de la

variante 2 B7-H3 (fabricado por R&D Systems, Inc., #2318-63- 

050/CF) se diluyó hasta 0.5 jjg/ml con una solución 

amortiguadora de recubrimiento y la solución resultante se 

dosificó en 100 pL/pozo en una inmunoplaca (fabricado por 

Nunc, Inc., #442404). Luego, la placa se dejó reposar durante

la noche a 4 °C, por ello la proteina se adsorbió a la placa.
Al siguiente dia, un diluyente de ensayo se dosificó en 200 

jjL/pozo, y la placa se dejó reposar a temperatura ambiente

durante 4 horas.
Después de que la solución en cada pozo se removió, una 

solución mezclada del anticuerpo biotinilado en 5 jjg/ml y un 

anticuerpo no etiquetado en cada concentración (0 pg/ml, 1

pg/ral, 5 jag/ml, 25 jag/ml, 50 pg/ml, o 125 pg/ml) se dosificó

(44
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en 100 pL/pozo en un diluyente de ensayo, y la placa se dejó 
reposar a temperatura ambiente durante 1 hora.

Después de que cada pozo se lavó dos veces con una

solución amortiguadora de lavado, un conjugado de peroxidasa 

de raiz de rábano de estreptavidina (fabricado por GE
5

Healthcare Bio-Sciences Corporation, #RPN1231V) diluido hasta 

500 veces con un diluyente de ensayo se agregó a 100 pL/pozo, 

y la placa se dejó reposar a temperatura ambiente durante 1 

hora.
Después de que la solución en cada pozo se removió y

10
cada pozo se lavó dos veces con una solución amortiguadora de 
lavado, una solución de sustrato se agregó a 100 pL/pozo, y 

una reacción de desarrollo de color se permitió para proceder 
mientras se agita la mezcla de reacción. Después de la 
terminación del desarrollo de color, una solución

15
. amortiguadora de bloqueo se agregó a esto en 100 jjl/pozo para 
detener la reacción de desarrollo de color. Luego, una 

absorbancia en 450 nm se midió usando un lector de placa.

Como un resultado, la absorbancia del pozo para la cual 

sólo bM30 se agregó fue 2.36 ± 0.05 (desviación media ±
20

estándar (n=12) ) en la placa a la cual el polipéptido del 

dominio extracelular de la variante 1 B7-H3 se unió, y 1.90 + 

0.20 (desviación media ± estándar (n=12)) en la placa a la 
cual el polipéptido del dominio extracelular de la variante 2 

B7-H3 se unió.25
Las absorbancias en las gráficas de las Figs. 10-1 a

10-2 son cada una expresadas como una desviación media ± 

estándar (n=3). El IgG de control no inhibe el enlace de bM30 

a B7-H3.

Por otro lado, se mostró que el enlace de bM30 a B7-H3

\5D
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se inhibe por el anticuerpo M30 por si mismo, el anticuerpo 
cM30, que es un anticuerpo quimérico del anticuerpo M30, y el 
M30-H1-L4, que es un anticuerpo humanizado, en ambos de la

placa al cual el polipéptido del dominio extracelular de la
variante 1 B7-H3 se unió y la placa a la cual el polipéptido

5
del dominio extracelular de la variante 2 B7-H3 se unió.

Esto es, se mostró que el anticuerpo cM30 y el
anticuerpo humanizado (anticuerpo M30-H1-L4) reconocen el

mismo epitopo del antigeno B7-H3 como el anticuerpo M30. 

Ejemplo 12. Actividad del anticuerpo M30 humanizado
10

12)-1 Actividad ADCP de anticuerpo M30 humanizado# Los PBMCs de un sujeto saludable se aislaron de
zacuerdo con procedimientos comunes y suspendieron en RPMI- 

FCS al 10% y luego sembraron en un matraz. Las células se 

cultivaron durante la noche en una incubadora CO2. El
15

sobrenadante de cultivo se removió, y se agregó a las 
células unidas al matraz, RPMI-FCS al 10% complementado 

con M-CSF y GM-CSF (PeproTech, Inc.), y las células se 

cultivaron durante 2 semanas. Las células se separaron con 

TrypLE y recolectaron. Luego, las células se agregaron a0  20
una placa de 24 pozos en 500 pl/pozo (1 x 105 

células/pozo) y se cultivaron durante la noche a 37 °C. Las 

células de esta manera preparadas se usaron como células 

electoras.
El etiquetado de las células NCI-H322 a usarse como

25
células objetivo se realizó usando kit de etiquetado de 

pigmento PKH26 (Sigma C o . , Ltd.). Las células objetivo se 

separaron con TrypLE y lavaron dos veces con PBS. Las 

células se suspendieron en Diluyente C en 1 x 107 

células/mi. Se diluyó solución madre de pigmento PKH26 (1
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hasta 8 con diluyente C, e Inmediatamente después 

de eso, la solución del pigmento diluido se agregó a esto 

en una cantidad Igual a la de la suspensión celular. La 
mezcla resultante se dejó a temperatura ambiente durante 5 
minutos. Luego, 1 mi de suero se agregó a esto, y además, 

un medio con suero se agregó a esto, y se realizó el 

lavado dos veces.
Cada uno del anticuerpo ^30, el anticuerpo c^30, y 

el anticuerpo ^30 humanizado (anticuerpo ^30-Hl-L4) se 
diluyó hasta 20 pgBml con al 10% (Invltrogen

Corporation). Posteriormente, las células objetivo (^Cl-

H322 células) se suministraron a 2 x 10^ célulasBlOO 

plBtubo y mezclaron. La mezcla resultante se dejó reposar 

en hielo durante 30 minutos. El sobrenadante se removió, y 
las células se lavaron dos veces con una solución de 

cultivo y suspendieron en 500 pl de una solución de 

cultivo.

El sobrenadante se removió de las células electoras, 

y las células gue se han tratado con el anticuerpo ^30, el 

anticuerpo c^30, o el anticuerpo ^30 humanizado 

(anticuerpo ^30-Hl-L4) y suspendieron en la solución de
cultivo se agregaron a esto y mezclaron con esto. Luego, 

las células se cultivaron durante 3 horas en una

Incubadora CC^.

Después de eso, las células se separaron con

Trlpslna-EOTA y se recolectaron.

A las células recolectadas, se agregó un anticuerpo 

CDllb antl-ratón etiquetado E1TC (Becton, Dlcklnson and 

Company, Ltd.), y la mezcla resultante se dejó reposar en 

hielo durante 30 minutos.
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El sobrenadante se removió, y las células se lavaron 

dos veces con una solución de cultivo.

Las células recolectadas se suspendieron en 300 pl 

de un medio de cultivo y analizaron por EAC5 Callbur 

(Becton, Olcklnson and Company, Ltd.). En los macrótaqos 

COllb-posltlvos, una fracción P^H26-posltlva se evaluó 

como células de faqocltosls-posltlvas.

Los resultados se muestran en la Elq. 11.

En el qrupo con la adición del anticuerpo ^30 

humanizado (anticuerpo ^30-Hl-L4), actividad AOCP contra 

las células ^Cl-H322 se observó de la misma manera como en 

los grupos con la adición del anticuerpo ^30 o el 

anticuerpo c^30.

12)-2 Actividad AOCC de anticuerpo ^30 humanizado

Los P8^Cs de un sujeto saludable se aislaron de acuerdo 

con procedimientos comunes y suspendieron en RP^1-EC2 al 10% 

y lueqo se sembraron en un matraz. Las células se cultivaron 

durante la noche en una Incubadora

Las células flotantes se recolectaron, seguido por un 

procedimiento de lavado, y las células resultantes se 

usaron como llnfocltos de sanare periférica (PBLs). Los 

PBLs obtenidos se suspendieron en RP^l 1640 libre de rojo 

fenol (fabricado por Invltroqen Corporation) que contiene 
suero de bovino Eetal al 10% (fabricado por Invltroqen 

Corporation) (de aquí en adelante abreviado como ^medlo 

AOCC^), y la suspensión celular se pasó a través de un 

colador de células (tamaño del poro^ 40 pm, fabricado por 

80 Biosciences, Ltd.). Lueqo, las células viables se 

contaron por un ensayo de exclusión de plqmento azul de 
trlptano. Oespués de que se centrifugó la suspensión
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celular del bazo, el medio se removió, y las células se 

volvieron a suspender en el medio AOCC a una densidad 

celular viable de 2.5 x 10^ célulasBml y usaron como 

células electoras.
Se trataron células ^Cl-H322 con tripsina, y las

5
células tratadas se lavaron con 1640 que contiene FBS

al 10^ y lueqo se volvieron a suspender en 1640 que

contiene FBS al 10^. Las células (4 x 10^ células) se 
mezclaron con cromlo-51 (5550 kBq) esterilizado a través 
de un filtro de 0.22 pm, y se realizó el etiquetado

10
durante 1 hora bajo las condiciones de y al 5^.

Las células etiquetadas se lavaron tres veces con el medio 

AOCC, y las células se volvieron a suspender en 2 x 10^ 
célulasBml en el medio AOCC y usaron como células 

objetivo.
15

Las células objetivo en una densidad celular de 2 x 

10^ célulasBml se suministraron a 50 plBpozo en una 

mlcroplaca de fondo en forma de ^ de ^6 pozos. 50 pl de 

cada uno del anticuerpo c^30 y los anticuerpos ^30 

humanizados (^30-Hl-L4, ^30-H4-L4, ^30-Hl-L5, ^30-Hl-L6, y^ 20
^30-Hl-L7) se aqreqó a esto, diluido con el medio AOCC de 

manera que la concentración final del anticuerpo después 

de aqreqar las células efectoras fue 1, 10, 100, o 1000

nqBml. Lueqo, 100 pl de las células efectoras en una 

densidad celular de 2.5 x 10^ célulasBml se aqreqaron a
25

esto, y las células se cultivaron durante 4 horas bajo las 
condiciones de 37^0 y al 5^. El sobrenadante se

recolectó en un LumaPlate (fabricado por PerklnElmer, 

Inc.), y la radiación qamma emitida de ahí se midió usando 

un contador qamma. El porcentaje de llsls celular
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provocada por la actividad AOCC se calculó de acuerdo con 
la siguiente ecuación.

Porcentaje de llsls celular ^ B x 100
Conteo de radiación del pozo de muestra

8^ Conteo de emisión de radiación espontanea promedio 

(de pozos a los cuales el anticuerpo y las células 

efectoras no se a^re^aron) (n^3). El mismo procedimiento

como a^uel para el pozo de muestra se realizó excepto ^ue

el medio AOCC se a^re^ó en una cantidad de 50 pl al 
momento de a^re^ar el anticuerpo y en una cantidad de 100 

pl al momento de a^re^ar las células efectoras.

Conteo de emisión de radiación máximo promedio (de 

los pozos en los cuales las células objetivo se 

disolvieron con un tensoactlvo) (n^3). El mismo
procedimiento como a^uel para el pozo de muestra se 

realizó excepto ^ue 50 pl del medio AOCC se a^re^ó al

momento de a^re^ar el anticuerpo y 100 pl del medio AOCC 

^ue contiene Tritón ^-100 al 2^ (vBv) se a^re^ó al momento 

de a^re^ar las células efectoras.
Los resultados se muestran en la Tabla 4 y El^. 12.

Los datos mostrados son un promedio de mediciones en 

triplicado, y las barras de error representan desviaciones 

estándares. El valor P se calculó usando prueba t de Student.
En el ^rupo con la adición del anticuerpo ^30-Hl-L4, la 

actividad AOCC se observó de la misma manera como en el ^rupo 

con la adición del anticuerpo c^30. También otros anticuerpos 

^30 humanizados (^30-H4-L4, ^30-Hl-L5, ^30-Hl-L6, y ^30-Hl-

L7) se observaron para tener actividad AOCC de la misma 

manera.

Tabla 4
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5

1 ng/mL 10 ng/mL 100 ng/mL 1000 ng/mL

Promedio

(%)

Desvia­

ción

estándar

Promedio

(%)

Desvia­

ción

estándar

Promedio

(%)

Desvia­

ción

estándar

Promedio

(%)

Desvia­

ción

estándar

IgG humano 3 . 8 1.6 6 .8 1.5 3 .9 1.4 6.5 0.5

cM30 11.1 1.2 40.5 2.7 84 .3 2.3 88 .2 4.0

M30-H1-L4 11.5 1.0 43.1 0.1 8 3 .6 0.7 84 .7 1.0

M30-H4-L4 7.6 1.1 26 . 6 1.6 CTi CO VD 2 . 6 81.7 1.5

M30-H1-L5 9 . 6 1.1 3 0 .5 2 . 0 67 .8 5.0 78 .8 3.0

M30-H1-L6 9 .8 1.6 3 2 .0 2 . 2 74 .7 4.0 81.3 2.0

M30-H1-L7 8 .3 0.7 29 .4 0.7 71.7 2 .0 80 .7 0.7
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12)-3 Efecto antitumor in vivo de anticuerpo M30 humanizado

Las células MDA-MB-231 se separaron de un matraz de 

cultivo por un tratamiento de tripsina, y luego se 
suspendieron en RPMI 164 0 que contiene medio FBS al 10% (Life 
Technologies Corporation), seguido por centrifugación y el 
sobrenadante se removió. Las células se lavaron dos veces con 

el mismo medio, y luego se suspendieron en Matriz de Membrana 

BD Matrigel Basement (fabricado por BD Biosciences, Inc.). 

Luego, las células se implantaron subcutáneamente en la 

región axiliar de cada uno de un grupo de ratones (FOX CHASE

SCID C.B.17/Icr-scid/scidJcl, CLEA Japan, Inc.) de 6 semanas

de edad en una dosis de 5 x 106 células/ratón. El dia del 

implante se tomó como el día 0, y en los dias 14, 21, 28, 35, 

y 42, el anticuerpo M30 humanizado (anticuerpo M30-H1-L4) se 

administró intraperitonealmente en una dosis de 10, 1, 0.1, o 

0.01 mg/kg (alrededor de 200, 20, 2, o 0.2 p.g/mouse,

respectivamente) . El volumen del tumor se midió en los dias

14, 18, 21, 25, 28, 31, 35, 39, 42, 45, y 49, y el efecto

antitumor de la administración del anticuerpo se examinó.

Como un resultado, en los grupos de administración del 

anticuerpo M30 humanizado (anticuerpo M30-H1-L4) en 10, 1, y

\££>
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0.1 mg/kg, el crecimiento del tumor se suprimió 

significativamente como se compara con el grupo no tratado en 

el cual el anticuerpo no se administró. En los grupos de 

administración del anticuerpo M30 humanizado (anticuerpo M30- 

H1-L4) en 10, 1, y 0.1 mg/kg, la relación de la inhibición

del crecimiento del tumor (= 100 - (peso del tumor promedio 

en el grupo de administración del anticuerpo) / (peso del 
tumor promedio en el grupo no tratado) x 100) comparado con 

el grupo no tratado en término del peso de tumor en el día 4 9 

fue 67, 54, y 51%, respectivamente, y los valores P fueron

todos PcO.OOOl. Los valores P se calcularon usando prueba de 

comparación múltiple de Dunnett.
Además, la relación de la inhibición del crecimiento 

del tumor (%) (= 100 - (volumen del tumor promedio en el

grupo de administración del anticuerpo) / (volumen del tumor 

promedio en el grupo no tratado) x 100) del anticuerpo M30- 

H1-L4 en el día 49 en los grupos de administración de 10, 1,

0.1, y 0.01 mg/kg fue 84, 68, 61, y 30%, respectivamente. En

consecuencia, el anticuerpo M30 humanizado (anticuerpo M30- 

H1-L4) se observó para tener un efecto antitumor muy fuerte 

in vivo de la misma manera como el anticuerpo M30 y el 

anticuerpo cM30, y se confirmó que el efecto se exhibió en 

una manera de respuesta de dosis (Fig. 38).

Aplicabilidad Industrial
El anticuerpo anti-B7-H3 de la invención tiene 

actividad antitumor, y una composición farmacéutica que 

comprende el anticuerpo anti-B7-H3 puede ser un agente 

anticáncer.

Listado de Secuencias Libre de Texto 

SEO ID NO: 1: PCR cebador 1

\9r



156

10

15

20

25

SEQ ID NO:

SEO ID NO:

SEO ID NO:

SEO ID NO:

SEO ID NO:

SEO ID NO:

SEO ID NO:

SEO ID NO:

SEO ID NO:

SEO ID NO:

SEO ID NO:

SEO ID NO:

SEO ID NO:

SEO ID NO:

SEO ID NO:

SEO ID NO:

SEO ID NO:

SEO ID NO:

SEO ID NO:

SEO ID NO:

SEO ID NO:

SEO ID NO:

SEO ID NO:

SEO ID NO:
SEQ ID NO:

SEO ID NO:

SEO ID NO:

SEO ID NO:

SEO ID NO:

SEQ ID NO:

2: 

3: 

4 : 

5: 

6:

7 :

8 : 

9: 

10 

11 

12

13
14

15

16
17

18

19

20 
21 

22

23

24

25

26
27

28

29

30

31

PCR cebador 2

cebador promotor CMV: cebador 3

cebador inverso BGH: cebador 4

secuencia de nucleótido de variante 1 B7-H3

secuencia de aminoácidos de variante 1 B7-H3

PCR cebador 5
PCR cebador 6
secuencia de nucleótido de variante 2 B7-H3 

secuencia de aminoácidos de variante 2 B7-H3 

PCR cebador 7 

PCR cebador 8 

PCR cebador 9 
PCR cebador 10 

PCR cebador 11 
PCR cebador 12 

PCR cebador 13 

PCR cebador 14 

PCR cebador 15
secuencia de nucleótido de B7-H3 IgVl 

secuencia de aminoácidos de B7-H3 IgVl 

secuencia de nucleótido de B7-H3 IgCl 

secuencia de aminoácidos de B7-H3 IgCl 

secuencia de nucleótido de B7-H3 IgV2 

secuencia de aminoácidos de B7-H3 IgV2 

secuencia de nucleótido de B7-H3 IgC2 
secuencia de aminoácidos de B7-H3 IgC2 
secuencia de nucleótido de B7-H3 IgCl-V2-C2 

secuencia de aminoácidos de B7-H3 IgCl-V2-C2 

secuencia de nucleótido de B7-H3 IgV2-C2 

secuencia de aminoácidos de B7-H3 IgV2-C2

\ í £ >
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SEQ ID NO: 32: secuencia de nucleótido de B7RP-1

SEO ID NO: 33: secuencia de aminoácidos de B7RP-1

SEO ID NO: 34: secuencia de nucleótido de B7-H1

SEO ID NO: 35: secuencia de aminoácidos de B7-H1

SEO ID NO: 36: secuencia de nucleótido de B7-DC

SEO ID NO: 37 : secuencia de aminoácidos de B7-DC

SEO ID NO: 38: secuencia de nucleótido de CD80

SEO ID NO: 39: secuencia de aminoácidos de CD80

SEO ID NO: 40: secuencia de nucleótido de CD86

SEO ID NO: 41: secuencia de aminoácidos de CD86

SEO ID NO: 42: secuencia de nucleótido de B7-H4

SEO ID NO: 43: secuencia de aminoácidos de B7-H4

SEO ID NO : 44 : secuencia de aminoácidos de N

cadena pesada M30 de anticuerpo de ratón

SEQ ID NO: 45: secuencia de aminoácidos de N-terminal de

cadena ligera M30 de anticuerpo de ratón

SEQ ID NO: 46: PCR cebador 16

SEQ ID NO: 47: PCR cebador 17
SEQ ID NO: 48: PCR cebador 18

SEQ ID NO: 49: PCR cebador 19

SEQ ID NO: 50: secuencia de nucleótido de cADN que codifica

la cadena pesada de anticuerpo M30
SEQ ID NO: 51: secuencia de aminoácidos de cadena pesada de

anticuerpo M30
SEQ ID NO: 52: secuencia de nucleótido de cADN que codifica

cadena ligera de anticuerpo M30

SEQ ID NO: 53: secuencia de aminoácidos de cadena ligera de

anticuerpo M30

SEQ ID NO: 54: PCR cebador 20

SEQ ID NO: 55: PCR cebador 21
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SEQ ID NO: 56: señal secretoria de cadena k  humana que

codifica la secuencia de ADN, región constante de cadena k  

humana, y señal adicional de poli-A humano

SEQ ID NO: 57: fragmento de ADN que comprende la secuencia de
ADN que codifica los aminoácidos de la secuencia de señal y

5
región constante de IgGl humano
SEQ ID NO: 58: secuencia de nucleótido de cADN que codifica

la cadena ligera de tipo guimera de anticuerpo M30 

SEQ ID NO: 59: secuencia de aminoácidos de cadena ligera de

tipo quimera de anticuerpo M30
10

SEO ID NO: 60: PCR cebador 22
SEO ID NO: 61: PCR cebador 23
SEQ ID NO: 62: secuencia de nucleótido de cADN que codifica

la cadena pesada de tipo quimera de anticuerpo M30

SEQ ID NO: 63: secuencia de aminoácidos de cadena pesada de
15

tipo quimera de anticuerpo M30

SEQ ID NO: 64 : PCR cebador 24

SEQ ID NO: 65: PCR cebador 25

SEQ ID NO: 66: PCR cebador 26

SEQ ID NO: 67 : PCR cebador 27

SEQ ID NO: 68: PCR cebador 28

SEQ ID NO: 69: PCR cebador 29

SEQ ID NO: 70: secuencia de nucleótido de cadena ligera tipo

M30-L1
SEQ ID NO: 71: secuencia de aminoácidos de cadena ligera tipo

25
M30-L1

SEQ ID NO: 72: secuencia de nucleótido de cadena ligera tipo 

M30-L2

SEQ ID NO: 73: secuencia de aminoácidos de cadena ligera tipo 

M30-L2
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2EQ 10 NO: 74: secuencia de nuclectldc de cadena ligera tipo 
M30-L3

SEQ 10 NO: 75: secuencia de aminoácidos de cadena ligera tipo 

M30-L3

SEO 10 NO: 76: secuencia de nucleótido de cadena ligera tipo
M30-L4

SEQ 10 NO: 77: secuencia de aminoácidos de cadena ligera tipo 

M30-L4

SEQ 10 NO: 78: secuencia de nucleótido de cadena ligera tipo 

M30-L5
SEQ 10 NO: 79: secuencia de aminoácidos de cadena ligera tipo 

M30-L5

SEQ 10 NO: 80: secuencia de nucleótido de cadena ligera tipo

M30-66

SEQ 10 NO: 81: secuencia de aminoácidos de cadena ligera tipo 

M30-L6
SEQ 10 NO: 82: secuencia de nucleótido de cadena ligera tipo
M30-L7

SEQ 10 NO: 83: secuencia de aminoácidos de cadena ligera tipo 

M30-67

SEQ 10 NO: 84: secuencia de nucleótido de cadena pesada tipo

M30-H1
SEQ 10 NO: 85: secuencia de aminoácidos de cadena pesada tipo 
M30-H1

SEQ 10 NO: 86: secuencia de nucleótido de cadena pesada tipo

M30-H2

SEQ 10 NO: 87: secuencia de aminoácidos de cadena pesada tipo 

M30-H2

SEQ 10 NO: 88: secuencia de nucleótido de cadena pesada tipo 

M30-H3
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SEQ ID NO: 89: secuencia de aminoácidos de cadena pesada tipo 

M30-H3

SEQ ID NO: 90: secuencia de nucleótido de cadena pesada tipo 
M30-H4
SEQ ID NO: 91: secuencia de aminoácidos de cadena pesada tipo 

M30-H4

SEQ ID NO: 92: secuencia de aminoácidos de CDRH1 de

anticuerpo. M30

SEQ ID NO: 93: secuencia de aminoácidos de CDRH2 de

anticuerpo M30
SEQ ID NO: 94: secuencia de aminoácidos de CDRH3 de

anticuerpo M30

SEQ ID NO: 95: secuencia de aminoácidos de CDRL1 de

anticuerpo M30

SEQ ID NO: 96: secuencia de aminoácidos de CDRL2 de

anticuerpo M30
SEQ ID NO: 97: secuencia de aminoácidos de CDRL3 de

anticuerpo M30 

Se

25



1. On anticuerpo caracterizado porque tiene las 
siguientes propiedades de:

(a) enlazarse específicamente a

(b) que tiene una actividad de fagocitosis mediada por 

célula dependiente del anticuerpo y

(c) gue tiene una actividad antltu^or ín vivo, 

o un fragmento funcional del anticuerpo.
2. El anticuerpo o un fragmento funcional del

10
anticuerpo de conformidad con la reivindicación 1, 

caracterizado porque es una molécula que comprende una

secuencia de aminoácidos representada por la 2EQ 10 NO: 6 o

10.

3. El anticuerpo o un fragmento funcional del
15

anticuerpo de conformidad con la reivindicación 1 o 2, 

caracterizado porque se enlaza a IgOl yBo lg02 cada uno de 

los cuales es un dominio de

4. El anticuerpo o un fragmento funcional del

anticuerpo de conformidad con la reivindicación 3,
^  20

caracterizado porque IgOl es un dominio que comprende una 

secuencia de aminoácidos representada por números de 

aminoácido 140 hasta 244 en la SEO 10 NO: 6, e lg02 es un
dominio que comprende una secuencia de aminoácidos

representada por números de aminoácido 358 hasta 456 en la
25

SEO 10 NO: 6.

5. El anticuerpo o un fragmento funcional del

anticuerpo de conformidad con cualquiera de las 

reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque tiene una 

actividad inhibidora competitiva contra el anticuerpo M30
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para el enlace a

6. El anticuerpo o un fragmente funcional del

anticuerpo de conformidad con cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque tiene una 
actividad de cltotoxlcldad celular dependiente del anticuerpo 

(AOCC) yBo una actividad de cltotoxlcldad dependiente del 

complemento (COC).

7. El anticuerpo o un fragmento funcional del

anticuerpo de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque el tu^or es 
cáncer.

8. El anticuerpo o un fragmento funcional del

anticuerpo de conformidad con la reivindicación 7,

caracterizado porque el cáncer es cáncer de pulgón, cáncer de 

^a^a, cáncer de próstata, cáncer pancreático, cáncer
colorrectal, un ^elano^a, cáncer de hlqado, cáncer de 

orarlos, cáncer de ^ejlqa, cáncer de estómago, cáncer

esófago, o cáncer renal.

9. El anticuerpo o un fragmento funcional del

anticuerpo de conformidad con cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque comprende C0RH1 

que consiste de una secuencia de aminoácidos representada por 
la 2EQ 10 NO: 92, C0RH2 que consiste de una secuencia de
aminoácidos representada por la SEQ 10 NQ: 93, y C0RH3 que

consiste de una secuencia de aminoácidos representada por la 

SEQ 10 NQ: 94 co^o reglones que determinan la

co^ple^entarledad de la cadena pesada y comprende C0RL1 que 

consiste de una secuencia de aminoácidos representada por la 

SEQ 10 NQ: 95, C0RL2 que consiste de una secuencia de

aminoácidos representada por la SEQ 10 NQ: 96, y C0RL3 que
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consiste de una secuencia de aminoácidos representada por la 

SEQ 10 NQ: 97 co^o reglones gue determinan la

co^ple^entarledad de la cadena ligera.

10. El anticuerpo o un fragmento funcional del

anticuerpo de conformidad con cualquiera de las
5

reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porgue comprende una 

reglón variable de cadena pesada gue consiste de una

secuencia de aminoácidos representada por números de

aminoácido 20 hasta 141 en la SEQ 10 NC: 51 y una reglón

variable de cadena ligera gue consiste de una secuencia de
10

aminoácidos representada por números de aminoácido 23 hasta

130 en la SEQ 10 NO: 53.

11. El anticuerpo o un fragmento funcional del

anticuerpo de conformidad con cualquiera de las 

reivindicaciones 1 a 10, caracterizado porque una reglón
15

constante es una reglón constante derivada humana.
12. El anticuerpo o un fragmento funcional del

anticuerpo de conformidad con la reivindicación 11, 

caracterizado porque comprende una cadena pesada que consiste 

de una secuencia de aminoácidos representada por la SEQ 10^ 20
NQ: 63 y una cadena ligera gue consiste de una secuencia de

aminoácidos representada por la SEQ 10 NO: 59.
13. El anticuerpo o un fragmento funcional del

anticuerpo de conformidad con cualquiera de las 

reivindicaciones 1 a 12, caracterizado porque es humanizado.
25

14. El anticuerpo o un fragmento funcional del

anticuerpo de conformidad con la reivindicación 13, 

caracterizado porque comprende: una reglón variable cadena

pesada que consiste de una secuencia de aminoácidos 

seleccionada del grupo que consiste de (a) una secuencia de
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aminoácidos representada por números de aminoácido 20 hasta
141 en la SEQ 10 85, (b) una secuencia de aminoácidos
representada por números de aminoácido 20 hasta 141 en la SEQ 

10 87, (c) una secuencia de aminoácidos representada por

números de aminoácido 20 hasta 141 en la SEQ 10 89, (d)

una secuencia de aminoácidos representada por números de

aminoácido 20 hasta 141 en la SEQ 10 91, (e) una

secuencia de aminoácidos que tiene una homología de al menos
95% o más de cualquiera de las secuencias (a) hasta (d), y 
(f) una secuencia de aminoácidos en donde uno o darlos 

aminoácidos se eliminan, sustituyen o agregan en cualquiera 

de las secuencias (a) hasta (d)^ y una reglón variable de

cadena ligera que consiste de una secuencia de aminoácidos

seleccionada del grupo gue consiste de (g) una secuencia de 

aminoácidos representada por números de aminoácido 21 hasta
128 en la SEQ 10 71, (h) una secuencia de aminoácidos

representada por números de aminoácido 21 hasta 128 en la SEQ

ID NO: 73, (i) una secuencia de aminoácidos representada por

números de aminoácido 21 hasta 128 en la SEQ ID NO: 75, (j)
una secuencia de aminoácidos representada por números de

aminoácido 21 hasta 128 en la SEQ ID NO: 77, (k) una

secuencia de aminoácidos representada por números de

aminoácido 21 hasta 128 en la SEQ ID NO: 79, (1) una

secuencia de aminoácidos representada por números de

aminoácido 21 hasta 128 en la SEQ ID NO: 81, (m) una

secuencia de aminoácidos representada por números de

aminoácido 21 hasta 128 en la SEQ ID NO: 83, (n) una

secuencia de aminoácidos que tiene una homología de al menos 

95% o más con cualquiera de las secuencias (g) hasta (m) , y 

(o) una secuencia de aminoácidos en donde uno o varios
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aminoácidos se eliminan, sustituyen o agregan en cualquiera 

de las secuencias (g) hasta (m).

15. El anticuerpo o un fragmento funcional del 

anticuerpo de conformidad con la reivindicación 14, 

caracterizado porque comprende una región variable de cadena 

pesada y una región variable de cadena ligera seleccionada 

del grupo que consiste de: una región variable de cadena

pesada que consiste de una secuencia de aminoácidos 

representada por números de aminoácido 20 hasta 141 en la SEQ 

ID NO: 85 y una región variable de cadena ligera gue consiste 

de una secuencia de aminoácidos representada por números de 

aminoácido 21 hasta 128 en la SEQ ID NO: 71; una región

variable de cadena pesada gue consiste de una secuencia de 

aminoácidos representada por números de aminoácido 20 hasta 

141 en la SEQ ID NO: 85 y una región variable de cadena

ligera que consiste de una secuencia de aminoácidos 

representada por números de aminoácido 21 hasta 128 en la SEQ 

ID NO: 73; una región variable de cadena pesada que consiste

de una secuencia de aminoácidos representada por números de 

aminoácido 20 hasta 141 en la SEQ ID NO: 85 y una región

variable de cadena ligera que consiste de una secuencia de 
aminoácidos representada por números de aminoácido 21 hasta 

128 en la SEQ ID NO: 75; una región variable de cadena pesada 

que consiste de una secuencia de aminoácidos representada por 

números de aminoácido 20 hasta 141 en la SEQ ID NO: 85 y una 

región variable de cadena ligera gue consiste de una 

secuencia de aminoácidos representada por números de

aminoácido 21 hasta 128 en la SEQ ID NO: 77; una región

variable de cadena pesada que consiste de una secuencia de 

aminoácidos representada por números de aminoácido 20 hasta
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141 en la SEQ ID NO: 85 y una región variable de cadena
ligera que consiste de una secuencia de aminoácidos
representada por números de aminoácido 21 hasta 128 en la SEQ 

ID NO: 79; una región variable de cadena pesada que consiste 

de una secuencia de aminoácidos representada por números de 

aminoácido 20 hasta 141 en la SEQ ID NO: 85 y una región

variable de cadena ligera gue consiste de una secuencia de 

aminoácidos representada por números de aminoácido 21 hasta 
128 en la SEQ ID NO: 81; una región variable de cadena pesada 
que consiste de una secuencia de aminoácidos representada por 

números de aminoácido 20 hasta 141 en la SEQ ID NO: 85 y una 

región variable de cadena ligera que consiste de una 

secuencia de aminoácidos representada por números de 

aminoácido 21 hasta 128 en la SEQ ID NO: 83; una región
variable de cadena pesada gue consiste de una secuencia de 

aminoácidos representada por números de aminoácido 20 hasta 

141 en la SEQ ID NO: 91 y una región variable de cadena

ligera que consiste de una secuencia de aminoácidos

representada por números de aminoácido 21 hasta 128 en la SEQ 

ID NO: 71; una región variable de cadena pesada que consiste 

de una secuencia de aminoácidos representada por números de 
aminoácido 20 hasta 141 en la SEQ ID NO: 91 y una región

variable de cadena ligera que consiste de una secuencia de 

aminoácidos representada por números de aminoácido 21 hasta 

128 en la SEQ ID NO: 73; una región variable de cadena pesada 

gue consiste de una secuencia de aminoácidos representada por 

números de aminoácido 20 hasta 141 en la SEQ ID NO: 91 y una 

región variable de cadena ligera que consiste de una 

secuencia de aminoácidos representada por números de 

aminoácido 21 hasta 128 en la SEQ ID NO: 75; y una región
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variable de cadena pecada que con^l^te de una secuencia de 

aminoácidos representada per números de aminoácido 20 hasta 

141 en la SEQ 10 NO: 91 y una reglón variable de cadena

ligera gue consiste de una secuencia de aminoácidos

representada por números de aminoácido 21 hasta 128 en la SEQ 

10 NQ: 77.

16. El anticuerpo o un fragmento funcional del 

anticuerpo de conformidad con la reivindicación 14 o 15, 

caracterizado porgue comprende una cadena pesada y una cadena 
ligera seleccionada del grupo gue consiste de: una cadena

pesada gue consiste de una secuencia de aminoácidos

representada por números de aminoácido 20 hasta 471 en la SEQ 

10 NQ: 85 y una cadena ligera gue consiste de una secuencia

de aminoácidos representada por números de aminoácido 21 

hasta 233 en la SEQ 10 NO: 71; una cadena pesada gue consiste 

de una secuencia de aminoácidos representada por números de 

aminoácido 20 hasta 471 en la SEQ 10 NQ: 85 y una cadena

ligera gue consiste de una secuencia de aminoácidos

representada por números de aminoácido 21 hasta 233 en la SEQ 

10 NO: 73; una cadena pesada gue consiste de una secuencia de 

aminoácidos representada por números de aminoácido 20 hasta 

471 en la SEQ 10 NO: 85 y una cadena ligera gue consiste de

una secuencia de aminoácidos representada por números de 

aminoácido 21 hasta 233 en la SEQ 10 NO: 75; una cadena

pesada gue consiste de una secuencia de aminoácidos

representada por números de aminoácido 20 hasta 471 en la SEQ 

10 NO: 85 y una cadena ligera gue consiste de una secuencia

de aminoácidos representada por números de aminoácido 21 

hasta 233 en la SEQ 10 NO: 77; una cadena pesada gue consiste 

de una secuencia de aminoácidos representada por números de
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aminoácido 20 471 en la 2EQ 10 NO: 85 y una cadena

ligera gue con^l^te de una secuencia de aminoácidos
representada por números de aminoácido 21 ha^ta 233 en la 2EQ 

10 NO: 79; una cadena pecada gue con^l^te de una secuencia de 

aminoácidos representada por números de aminoácido 20 ha^ta 

471 en la 5E0 10 NO: 85 y una cadena ligera gue con^l^te de
una secuencia de aminoácidos representada por números de 

aminoácido 21 ha^ta 233 en la SEO 10 NO: 81; una cadena

pecada gue con^l^te de una secuencia de aminoácidos

representada por números de aminoácido 20 ha^ta 471 en la SEO 

10 NO: 85 y una cadena ligera gue con^l^te de una secuencia

de aminoácidos representada por números de aminoácido 21 

ha^ta 233 en la SEO 10 NO: 83; una cadena pecada gue con^l^te 
de una secuencia de aminoácidos representada por números de 

aminoácido 20 ha^ta 471 en la SEO 10 NO: 91 y una cadena
ligera gue con^l^te de una secuencia de aminoácidos

representada por números de aminoácido 21 ha^ta 233 en la SEQ 

10 NO: 71; una cadena pecada gue con^l^te de una secuencia de 

aminoácidos representada por números de aminoácido 20 ha^ta 

471 en la SEO 10 NO: 91 y una cadena ligera gue con^l^te de

una secuencia de aminoácidos representada por números de 

aminoácido 21 ha^ta 233 en la SEO 10 NO: 73; una cadena
pecada gue con^l^te de una secuencia de aminoácidos

representada por números de aminoácido 20 ha^ta 471 en la SEQ 

10 NO: 91 y una cadena ligera gue con^l^te de una secuencia

de aminoácidos representada por números de aminoácido 21 
ha^ta 233 en la SEQ 10 NO: 75; y una cadena pecada gue

con^l^te de una secuencia de aminoácidos representada por

números de aminoácido 20 ha^ta 471 en la SEQ 10 NO: 91 y una 

cadena ligera gue con^l^te de una secuencia de aminoácidos
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representada por números de aminoácido 21 ha^ta 233 en la 5EQ 

10 NO: 77.
17. El anticuerpo o un fragmento funcional del 

anticuerpo de conformidad con cualquiera de la5

reivindicaciones 14 a 16, caracterizado porque comprende una 

cadena pecada y una cadena ligera seleccionada del grupo gue 

con^l^te de: una cadena pecada gue con^l^te de una secuencia 

de aminoácidos representada por la SEQ 10 NC: 85 y una cadena 

ligera gue con^l^te de una secuencia de aminoácidos

representada por la 5EQ 10 NO: 71; una cadena pecada gue

con^l^te de una secuencia de aminoácidos representada por la 

SEO 10 NO: 85 y una cadena ligera que con^l^te de una

secuencia de aminoácidos representada por la SEO 10 NO: 73;

una cadena pecada que con^l^te de una secuencia de

aminoácidos representada por la SEO 10 NO: 85 y una cadena
ligera gue con^l^te de una secuencia de aminoácidos

representada por la SEO 10 NO: 75; una cadena pecada gue

con^l^te de una secuencia de aminoácidos representada por la 

SEO 10 NO: 85 y una cadena ligera que con^l^te de una

secuencia de aminoácidos representada por la SEO 10 NO: 77;

una cadena pecada que con^l^te de una secuencia de

aminoácidos representada por la SEO 10 NO: 85 y una cadena
ligera gue con^l^te de una secuencia de aminoácidos

representada por la SEO 10 NO: 79; una cadena pecada gue

con^l^te de una secuencia de aminoácidos representada por la 

SEO 10 NO: 85 y una cadena ligera gue con^l^te de una

secuencia de aminoácidos representada por la SEO 10 NO: 81;

una cadena pecada gue con^l^te de una secuencia de

aminoácidos representada por la SEO 10 NO: 85 y una cadena

ligera gue con^l^te de una secuencia de aminoácidos
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por la SEQ 10 NO: 83; una cadena pecada qu^

con^l^te de una secuencia de aminoácidos representada por la 

SEQ 10 NO: 91 y una cadena ligera gue con^l^te de una

secuencia de aminoácidos representada por la SEQ 10 NQ: 71;

una cadena pecada gue con^l^te de una secuencia de 

aminoácidos representada por la SEQ 10 NO: 91 y una cadena

ligera gue con^l^te de una secuencia de aminoácidos 
representada por la SEQ 10 NO: 73; una cadena pecada gue
con^l^te de una secuencia de aminoácidos representada por la 

SEQ 10 NO: 91 y una cadena ligera gue con^l^te de una
10

secuencia de aminoácidos representada por la SEQ 10 NO: 75; y 

a cadena pecada gue con^l^te de una secuencia de aminoácidos 
representada por la SEQ 10 NO: 91 y una cadena ligera gue

con^l^te de una secuencia de aminoácidos representada por la 

SEQ 10 NO: 77.
15

18. El fragmento funcional del anticuerpo de 

conformidad con cualquiera de la^ reivindicaciones 1 a 17, 

caracterizado porgue el fragmento funcional e^ seleccionado 

del grupo gue con^l^te de Eab, E(ab)2, Eab^ y Ev.

19. ^n pollnucleótldo caracterizado porgue codifica el
^  20 anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de

conformidad con cualgulera de la^ reivindicaciones 1 a 18.

20. El pollnucleótldo de conformidad con la

reivindicación 19, caracterizado porgue comprende una 

secuencia de nucleótido representada por I05 números de
25

nucleótido 58 ha^ta 423 en la SEQ 10 NO: 50 y una secuencia

de nucleótido representada por I05 números de nucleótido 67 

ha^ta 390 en la SEQ 10 NO: 52.

21. El pollnucleótldo de conformidad con la

reivindicación 19 o 20, caracterizado porgue comprende una
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secuencia de nucleótido representada por la SEQ ID NO: 62 y

una secuencia de nucleótido representada por la SEQ ID NO: 

58.

22. El pollnucleótldo de conformidad con la 

reivindicación 19 o 20, caracterizado porque comprende: una
secuencia de nucleótido seleccionada del grupo que consiste 

de (a) una secuencia de nucleótido representada por los 

números de nucleótido 58 hasta 423 en la SEQ ID NO: 84, (b)

una secuencia de nucleótido representada por los números de 

nucleótido 58 hasta 423 en la SEQ ID NO: 86, (c) una

secuencia de nucleótido representada por los números de
nucleótido 58 hasta 423 en la SEQ ID NO: 88, (d) una

secuencia de nucleótido representada por los números de

nucleótido 58 hasta 423 en la SEQ ID NO: 90, y (e) una

secuencia de nucleótido gue comprende un polinucleótido que 

hibridiza a un pollnucleótldo que consiste de una secuencia 

de nucleótido complementario para cualquiera de las
secuencias de nucleótido (a) hasta (d) bajo condiciones 

severas; y una secuencia de nucleótido seleccionada del grupo 

gue consiste de (f) una secuencia de nucleótido representada 

por los números de nucleótido 61 hasta 384 en la SEQ ID NO: 
70, (g) una secuencia de nucleótido representada por los

números de nucleótido 61 hasta 384 en la SEQ ID NO: 72, (h)

una secuencia de nucleótido representada por los números de 

nucleótido 61 hasta 384 en la SEQ ID NO: 74, (i) una
secuencia de nucleótido representada por los números de

nucleótido. 61 hasta 384 en la SEQ ID NO: 7 6, (j) una

secuencia de nucleótido representada por los números de

nucleótido 61 hasta 384 en la SEQ ID NO: 78, (k) una

secuencia de nucleótido representada por los números de
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nucleótido 61 hasta 384 en la SEQ ID NO: 80, (1) una

secuencia de nucleótido representada por los números de 

nucleótido 61 hasta 384 en la SEQ ID NO: 82, y (m) una

secuencia de nucleótido que comprende un polinúcleotido que 

hibridiza a un polinucleótido que consiste de una secuencia
5

de nucleótido complementaria a cualquiera de las secuencias 

de nucleótido (f) hasta (1) bajo condiciones estrictas.

23. El polinucleótido de conformidad con la 

reivindicación 22, caracterizado porque comprende secuencias 

de nucleótido seleccionadas del grupo que consiste de: una
10

secuencia de nucleótido representada por los números de
#̂  nucleótido 58 hasta 423 en la SEQ ID NO: 84 y una secuencia

de nucleótido representada por los números de nucleótido 61 

hasta 384 en la SEQ ID NO: 70; una secuencia de nucleótido
representada por los números de nucleótido 58 hasta 423 en la

15
SEQ ID NO: 84 y una secuencia de nucleótido representada por

los números de nucleótido 61 hasta 384 en la SEQ ID NO: 72;

una secuencia de nucleótido representada por los números de 
nucleótido 58 hasta 423 en la SEQ ID NO: 84 y una secuencia

de nucleótido representada por los números de nucleótido 610  20
hasta 384 en la SEQ ID NO: 74; una secuencia de nucleótido

representada por los números de nucleótido 58 hasta 423 en la 

SEQ ID NO: 84 y una secuencia de nucleótido representada por

los números de nucleótido 61 hasta 384 en la SEQ ID NO: 76; 
una secuencia de nucleótido representada por los números de

25
nucleótido 58 hasta 423 en la SEQ ID NO: 84 y una secuencia

de nucleótido representada por los números de nucleótido 61 

hasta 384 en la SEQ ID NO: 78; una secuencia de nucleótido

representada por los números de nucleótido 58 hasta 423 en la 

SEQ ID NO: 84 y una secuencia de nucleótido representada por
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los números de nucleótido 61 hasta 384 en la 2EQ 10 NO: 80;
una seouenola de nucleótido representada por los números de

nucleótido 58 hasta 423 en la 2EQ 10 NO: 84 y una secuencia

de nucleótido representada por los números de nucleótido 61 

hasta 384 en la SEO 10 NO: 82; una secuencia de nucleótido
representada por los números de nucleótido 58 hasta 423 en la 

SEO 10 NO: ^0 y una secuencia de nucleótido representada por

los números de nucleótido 61 hasta 384 en la SEO 1^ ^0: 70;
una secuencia de nucleótido representada por los números de

nucleótido 58 hasta 423 en la SEO 10 NO: ^0 y una secuencia

de nucleótido representada por los números de nucleótido 61 

hasta 384 en la SEO 10 NO: 72; una secuencia de nucleótido

representada por los números de nucleótido 58 hasta 423 en la 

SEO 10 NO: ^0 y una secuencia de nucleótido representada por 

los números de nucleótido 61 hasta 384 en la SEO 10 NO: 74; y 

una secuencia de nucleótido representada por los números de 

nucleótido 58 hasta 423 en la SEO 10 NO: ^0 y una secuencia

de nucleótido representada por los números de nucleótido 61 

hasta 384 en la SEO 10 NO: 76.

24. El polinucleótido de conformidad con la 

reivindicación 22 o 23, caracterizado porque comprende 

secuencias de nucleótido seleccionadas del grupo que consiste 

de: una secuencia de nucleótido representada por los números 

de nucleótido 58 hasta 1413 en la SEO 10 NO: 84 y una
secuencia de nucleótido representada por los números de 

nucleótido 61 hasta 6 ^  en la SEQ 10 NO: 70; una secuencia de 

nucleótido representada por los números de nucleótido 58 

hasta 1413 en la SEQ 10 NO: 84 y una secuencia de nucleótido 

representada por los números de nucleótido 61 hasta 6 ^  en la 

SEO 10 NO: 72; una secuencia de nucleótido representada por
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los números de nucleótido 58 hasta 1413 en la 2EQ 10 NQ: 84 y 

una secuencia de nucleótido representada por los números de 

nucleótido 61 hasta 6 ^  en la SEQ 10 NQ: 74; una secuencia de 

nucleótido representada por los números de nucleótido 58
hasta 1413 en la SEQ 10 NQ: 84 y una secuencia de nucleótido 

representada por los números de nucleótido 61 hasta 6 ^  en la 
SEQ 10 NO: 76; una secuencia de nucleótido representada por

los números de nucleótido 58 hasta 1413 en la SEQ 10 NQ: 84 y 

una secuencia de nucleótido representada por los números de 

nucleótido 61 hasta 6 ^  en la SEQ 10 NQ: 78; una secuencia de 
nucleótido representada por los números de nucleótido 58

hasta 1413 en la SEQ 10 NO: 84 y una secuencia de nucleótido

representada por los números de nucleótido 61 hasta 6 ^  en la 
SEQ 10 NQ: 80; una secuencia de nucleótido representada por 

los números de nucleótido 58 hasta 1413 en la SEQ 10 NQ: 84 y 

una secuencia de nucleótido representada por los números de 

nucleótido 61 hasta 6 ^  en la SEQ 10 NQ: 82; una secuencia de 

nucleótido representada por los números de nucleótido 58

hasta 1413 en la SEQ 10 NQ: ^0 y una secuencia de nucleótido 

representada por los números de nucleótido 61 hasta 6 ^  en la 

SEQ 10 NQ: 70; una secuencia de nucleótido representada por 

los números de nucleótido 58 hasta 1413 en la SEQ 10 NQ: ^0 y 

una secuencia de nucleótido representada por los números de 

nucleótido 61 hasta 6 ^  en la SEQ 10 NO: 72; una secuencia de 
nucleótido representada por los números de nucleótido 58
hasta 1413 en la SEQ 10 NQ: ^0 y una secuencia de nucleótido

representada por los números de nucleótido 61 hasta 6 ^  en la 

SEQ 10 NQ: 74; y una secuencia de nucleótido representada por 

los números de nucleótido 58 hasta 1413 en la SEQ 10 NQ: ^0 y 

una secuencia de nucleótido representada por los números de



175

nucleótido 61 hasta 6 ^  en la 2EQ 10 NO: 76.

25. El polinucleótido de conformidad con cualquiera de 

las reivindicaciones 22 a 24, caracterizado porque comprende 
secuencias de nucleótido seleccionadas del qrupo que consiste 

de: una secuencia de nucleótido representada por la 5EQ 10
5

NO: 84 y una secuencia de nucleótido representada por la 2E0

10 NO: 70; una secuencia de nucleótido representada por la

2E0 10 NO: 84 y una secuencia de nucleótido representada por

la 2EQ 10 NO: 72; una secuencia de nucleótido representada
por la 2E0 10 NO: 84 y una secuencia de nucleótido

10
representada por la 2EQ 10 NO: 74; una secuencia de

nucleótido representada por la 2E0 10 NO: 84 y una secuencia 

de nucleótido representada por la 2E0 10 NO: 76; una
secuencia de nucleótido representada por la 10 NO: 84 y

una secuencia de nucleótido representada por la 2E0 10 NO:
15

78; una secuencia de nucleótido representada por la 5E0 10 

NO: 84 y una secuencia de nucleótido representada por la 2E0 

10 NO: 80; una secuencia de nucleótido representada por la

5EQ 10 NO: 84 y una secuencia de nucleótido representada por 

la 2E0 10 NO: 82; una secuencia de nucleótido representada0  20
por la 2E0 10 NO: ^0 y una secuencia de nucleótido

representada por la 2E0 10 NO: 70; una secuencia de 

nucleótido representada por la 2EQ 10 NO: ^0 y una secuencia

de nucleótido representada por la 2E0 10 NO: 72; una

secuencia de nucleótido representada por la 2EQ 10 NO: ^0 y
25

una secuencia de nucleótido representada por la 2E0 10 NO: 
74; y una secuencia de nucleótido representada por la 5EQ 10 

NO: ^0 y una secuencia de nucleótido representada por la 2EQ 

10 NO: 76.

26. ^n vector de expresión caracterizado porque
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comprende un polinucleótido de conformidad con cualquiera de 

las reivindicaciones 1^ a 25.

27. Îna célula hospedera, caracterizada porque se

transforma con el vector de expresión de conformidad con la 

reivindicación 26.
5

28. l̂ a célula hospedera de conformidad con la

reivindicación 27, caracterizada porque es una célula 

eucarlota.

2^. ^n método para producir un anticuerpo o un

fragmento funcional del anticuerpo, caracterizado porque al
10

comprender una etapa de cultivo la célula hospedera de 

conformidad con la reivindicación 27 o 28, y una etapa de 

recolectar un anticuerpo deseado o un fragmento funcional del 
anticuerpo de un producto cultivado obtenido en la etapa de 

cultivo.
15

30. ^n anticuerpo o un fragmento funcional del

anticuerpo, caracterizado porque se obtiene por el método de 

producción de conformidad con la reivindicación 2^.
31. El fragmento funcional del anticuerpo de

conformidad con la reivindicación 30, caracterizado porque el^ 20
fragmento funcional se selecciona del grupo que consiste de 

Eab, E^ab^2, Eab^ y Ev.

32. El anticuerpo o un fragmento funcional del
anticuerpo de conformidad con cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 18, 30, y 31, caracterizado porque la

25
modificación de un gllcano se regula para aumentar una 

actividad cltotó^lca celular dependiente del anticuerpo.

33. ^na composición farmacéutica caracterizada porque

al comprender al menos uno de los anticuerpos o fragmentos 

funcionales de los anticuerpos de conformidad con las
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reivindicaciones 1 a 18, y 30 a 32.

34. l̂ a composición farmacéutica de conformidad con la 

reivindicación 33, caracterizada porque es para tratar el 

tumor.

35. ^na composición farmacéutica para tratar el tumor
5

caracterizado porque comprende al menos uno de los 
anticuerpos o fragmentos funcionales de los anticuerpos de 

conformidad con las reivindicaciones 1 a 18 y 30 a 32 y al 

menos un agente terapéutico para cáncer.

36. l̂ a composición farmacéutica de conformidad con la
10

reivindicación 34 o 35, caracterizada porque el tumor es

37. composición farmacéutica óe conformidad con ia

reivindicación 36, caracterizada porque ei cáncer es cáncer 

pulmonar, cáncer de mama, cáncer de próstata, cáncer 

pancreático, cáncer colorrectal, un melanoma, cáncer de

hiqado, cáncer de ovarios, cáncer de vejiga, cáncer de 

estómago, cáncer esofágico, o cáncer renal.

38. l̂n método para tratar un tumor, caracterizado

porgue se administra al menos uno de los anticuerpos de 

conformidad con las reivindicaciones 1 a 18 y 30 32 a un

individuo.

3^. ^n método para tratar un tumor, caracterizado

porgue se administra al menos uno de los anticuerpos o 

fragmentos funcionales de los anticuerpos de conformidad con
25

las reivindicaciones 1 a 18 y 30 a 32 y al menos un agente 
terapéutico para cáncer simultáneamente, separadamente, o 

secuencialmente a un individuo.

40. El método de tratamiento de conformidad con la 

reivindicación 38 o 3^, caracterizado porgue el tumor es
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cáncer.

41. El método de tratamiento de conformidad con la 

reivindicación 40, caracterizado porque el cáncer es cáncer 

pulmonar, cáncer de mama, cáncer de próstata, cáncer 

pancreático, cáncer colorrectal, un melanoma, cáncer de 

hlqado, cáncer de ovarlos, cáncer de vejlqa, cáncer de 

estómago, cáncer esofágico, o cáncer renal.

10

15
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invención actuai se refiere a un anticuerpo que 

tiene un efecto terapéutico en un tumor. Esto es^ ia 

invención se refiere a un anticuerpo que se eniaza a 

para exhibir una actividad antitumor.
5

^n objetivo de ia invención es proporcionar un 

farmacéutico que tiene un efecto terapéutico en un tumor.

obtener un anticuerpo anti^87^3 que se eniaza a 87^ 

para exhibir una actividad antitumor^ se obtuvo una 

composición farmacéutica para tratar ei tumor que comprende
iO

ei anticuerpo y similares.
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Fig. 13-1

atgctgcgtcggcggggcagccctggcatgggtgtgcatgtgggtgcagccctgggagcac
tgtggttctgcctcacaggagccctggaggtccaggtccctgaagacccagtggtggcact
ggtgggcaccgatgccaccctgtgctgctccttctcccctgagcctggcttcagcctggca
cagctcaacctcatctggcagctgacagataccaaacagctggtgcacagctttgctgagg
gccaggaccagggcagcgcctatgccaaccgcacggccctcttcccggacctgctggcaca
gggcaacgcatccctgaggctgcagcgcgtgcgtgtggcggacgagggcagcttcacctgc
ttcgtgagcatccgggatttcggcagcgctgccgtcagcctgcaggtggccgctccctact
cgaagcccagcatgaccctggagcccaacaaggacctgcggccaggggacacggtgaccat
cacgtgctccagctaccagggctaccctgaggctgaggtgttctggcaggatgggcagggt
gtgcccctgactggcaacgtgaccacgtcgcagatggccaacgagcagggcttgtttgatg
tgcacagcatcctgcgggtggtgctgggtgcaaatggcacctacagctgcctggtgcgcaa
ccccgtgctgcagcaggatgcgcacagctctgtcaccatcacaccccagagaagccccaca
ggagccgtggaggtccaggtccctgaggacccggtggtggccctagtgggcaccgatgcca
ccctgcgctgctccttctcccccgagcctggcttcagcctggcacagctcaacctcatctg
gcagctgacagacaccaaacagctggtgcacagtttcaccgaaggccgggaccagggcagc
gcctatgccaaccgcacggccctcttcccggacctgctggcacaaggcaatgcatccctga
ggctgcagcgcgtgcgtgtggcggacgagggcagcttcacctgcttcgtgagcatccggga
tttcggcagcgctgccgtcagcctgcaggtggccgctccctactcgaagcccagcatgacc
ctggagcccaacaaggacctgcggccaggggacacggtgaccatcacgtgctccagctacc
ggggctaccctgaggctgaggtgttctggcaggatgggcagggtgtgcccctgactggcaa
cgtgaccacgtcgcagatggccaacgagcagggcttgtttgatgtgcacagcgtcctgcgg
gtggtgGtgggtgcgaatggcacctaGagctgcctggtgcgcaacGGGgtgGtgGagGagg
atgcgcacggctGtgtcacGatcacagggcagGctatgacattcGCCGcagaggGCGtgbg
ggtgaGGgtggggctgtGtgtGtgtGtGattgGaGtgGtggtggGGGtggGtttGgtgtgc
tggagaaagatGaaacagagGtgtgaggaggagaatgcaggagGtgaggaGGaggatgggg
agggagaaggctccaagacagccctgcagcctctgaaacactctgacagcaaagaagatga
t g g a c a a g a a a t a g c c t g a g c g g c G g c G a c t g t g c t g g a t a t c t g c a g a a t t G G a G c a c a c

tggactagtggatccgagctcggtaccaagcttaagtttaaaccgctgatcagcctcgact
gtgccttctagttgccagccatctgttgtttgcccctcccccgtgccttccttgaccctgg
aaggtgccactcccactgtcctttcctaataaaatgaggaaattgc
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F i g .  1 3 - 2

MLRRRGSPGMGVHVGAALGALWFCLTGALEVQVPEDPWALVGTDATLCCSFSPEPGFSLA 

QLNLIWQLTDTKQLVHS FAEGQDQGSAYANRTALFPDLLAQGNASLRLQRVRVADEGS PTC 

FVSIRDFGSAAVSLQVAAPYSKPSMTLEPNKDLRPGDTVTITCSSYQGYPEAEVFWQDGQG 

VPLTGNVTTS QMANEQGLFDVHSILRWLGANGTYSCLVRNPVLQQDAHS SVTITPQ RSPT  

GAVEVQVPEDPWALVGTDATLRCSFSPEPGFSLAQLNLIWQLTDTKQLVHSFTEGRDQGS 

AYANRTALFPDLLAQGNASLRLQRVRVADEGSFTCFVSIRDFGSAAVSLQVAAPYSKPSMT 

LEPNKDLRPGDTVTITCSSYRGYPEAEVFWQDGQGVPLTGNVTTSQMANEQGLFDVHSVLR 

WLGANGTY SCLVRNPVLQQDAHGSVTITGQPMTFPPEALWVTVGLSVCLIALLVALAFVC 

WRKIKQSCEEENAGAEDQDGEGEGSKTALQPLKHSDS KEDDGQEIA

#
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Fig. 14-1

atgctgcgtcggcggggcagccctggcatgggtgtgcatgtgggtgcagccctgggagcac
tgtggttGtgcctcacaggagccctggaggtccaggtccctgaagacccagtggtggcact
ggtgggcaccgatgccaccctgtgctgctccttctcccctgagcctggcttcagcctggca
cagctcaacctcatctggcagctgacagataccaaacagctggtgcacagctttgctgagg
gccaggaccagggcagcgcctatgccaaccgcacggccctcttcccggacctgctggcaca
gggcaacgcatccctgaggctgcagcgcgtgcgtgtggcggacgagggcagcttcacctgc
ttcgtgagcatccgggatttcggcagcgctgccgtcagcctgcaggtggccgctccctact
cgaagcccagcatgaccctggagcccaacaaggacctgcggccaggggacacggtgaccat
cacgtgctccagctaccggggctaccctgaggctgaggtgttctggcaggatgggcagggt
gtgcccctgactggcaacgtgaccacgtcgcagatggccaacgagcagggcttgtttgatg
tgcacagcgtcctgcgggtggtgctgggtgcgaatggcacctacagctgcctggtgcgcaa
ccccgtgctgcagcaggatgcgcacggctctgtcaccatcacagggcagcctatgacattc
cccccagaggccctgtgggtgaccgtggggctgtctgtctgtctcattgcactgctggtgg
ccctggctttcgtgtgctggagaaagatcaaacagagctgtgaggaggagaatgcaggagc
tgaggaGGaggatggggagggagaaggGtccaagacagccctgcagcctctgaaacactct
gacagcaaagaagatgatggaGaagaaatagcG

F i g .  1 4 - 2

MLRRRGSPGMGVHVGAALGALWFCLTGALEVQVPEDPWALVGTDATLCCSFSPEPGFSLA

QLNLIWQLTDTKQLVHSFAEGQDQGSAYANRTALFPDLLAQGNASLRLQRVRVADEGSFTC

FVSIRDFGSAAVSLQVAAPYSKPSMTLEPNKDLRPGDTVTITCSSYRGYPEAEVFWQDGQG

VPLTGNVTTSQMANEQGLFDVHSVLRWLGANGTYSCLVRNPVLQQDAHGSVTITGQPMTF

PPEALWVTVGLSVCLIALLVALAFVCWRKIKQSCEEENAGAEDQDGEGEGSKTALQPLKHS

DSKEDDGQEIA
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Fig. 15-1

GGAGCCCTGGAGGTCCAGGTCCCTGAAGACCCAGTGGTGGCACTGGTGGGCACCGATGCCA

CCCTGTGCTGCTCCTTCTCCCCTGAGCCTGGCTTCAGCCTGGCACAGCTCAACCTCATCTG

GCAGCTGACAGATACCAAACAGCTGGTGCACAGCTTTGCTGAGGGCCAGGACCAGGGCAGC

GCCTATGCCAACCGCACGGCCCTCTTCCCGGACCTGCTGGCACAGGGCAACGCATCCCTGA

GGCTGCAGCGCGTGCGTGTGGCGGACGAGGGCAGCTTCACCTGCTTCGTGAGCATCCGGGA

TTTCGGCAGCGCTGCCGTCAGCCTGCAGGTGGCCGGGCAGCCTATGACATTCCCCCCAGAG

GCCCTGTGGGTGACCGTGGGGCTGTCTGTCTGTCTCATTGCACTGCTGGTGGCCCTGGCTT

TCGTGTGCTGGAGAAAGATCAAACAGAGCTGTGAGGAGGAGAATGCAGGAGCTGAGGACCA

GGATGGGGAGGGAGAAGGCTCCAAGACAGCCCTGCAGCCTCTGAAACACTCTGACAGCAAA

GAAGATGATGGACAAGAAATAGCCTGA

F i g .  1 5 - 2

GALEVQVPEDPWALVGTDATLCCSFSPEPGFSLAQLNLIWQLTDTKQLVHSFAEGQDQGS 

AYANRTALFPDLLAQGNASLRLQRVRVADEGSFTCFVSIRDFGSAAVSLQVAGQPMTFPPE 

ALWVTVGLSVCLIALLVALAFVCWRKIKQSCEEENAGAEDQDGEGEGSKTALQPLKHSDSK 

EDDGQEIA

#

m
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Fig. 16-1

GCTCCCTACTCGAAGCCCAGCATGACCCTGGAGCCCAACAAGGACCTGCGGCCAGGGGACA

CGGTGACCATCACGTGCTCCAGCTACCAGGGCTACCCTGAGGCTGAGGTGTTCTGGCAGGA

TGGGCAGGGTGTGCCCCTGACTGGCAACGTGACCACGTCGCAGATGGCCAACGAGCAGGGC

TTGTTTGATGTGCACAGCATCCTGCGGGTGGTGCTGGGTGCAAATGGCACCTACAGCTGCC

TGGTGCGCAACCCCGTGCTGCAGCAGGATGCGCACAGCTCTGTCACCATCACACCCCAGAG

AAGCCCCACAGGGCAGCCTATGACATTCCCCCCAGAGGCCCTGTGGGTGACCGTGGGGCTG

TCTGTCTGTCTCATTGCACTGCTGGTGGCCCTGGCTTTCGTGTGCTGGAGAAAGATCAAAC

AGAGCTGTGAGGAGGAGAATGCAGGAGCTGAGGACCAGGATGGGGAGGGAGAAGGCTCCAA

GACAGCCCTGCAGCCTCTGAAACACTCTGACAGCAAAGAAGATGATGGACAAGAAATAGCC

TGA

e
F i g .  1 6 - 2

APYSKPSMTLEPNKDLRPGDTVTITCSSYQGYPEAEVFWQDGQGVPLTGNVTTSQMANEQG

LFDVHSILRWLGANGTYSCLVRNPVLQQDAHSSVTITPQRSPTGQPMTFPPEALWVTVGL

SVCLIALLVALAFVCWRKIKQSCEEENAGAEDQDGEGEGSKTALQPLKHSDSKEDDGQEIA

e

200
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Fig. 17-1

GGAGCCGTGGAGGTCCAGGTCCCTGAGGACCCGGTGGTGGCCCTAGTGGGCACCGATGCCA

CCCTGCGCTGCTCCTTCTCCCCCGAGCCTGGCTTCAGCCTGGCACAGCTCAACCTCATCTG

GCAGCTGACAGACACCAAACAGCTGGTGCACAGTTTCACCGAAGGCCGGGACCAGGGCAGC

GCCTATGCCAACCGCACGGCCCTCTTCCCGGACCTGCTGGCACAAGGCAATGCATCCCTGA

GGCTGCAGCGCGTGCGTGTGGCGGACGAGGGCAGCTTCACCTGCTTCGTGAGCATCCGGGA

TTTCGGCAGCGCTGCCGTCAGCCTGCAGGTGGCCGGGCAGCCTATGACATTCCCCCCAGAG

GCCCTGTGGGTGACCGTGGGGCTGTCTGTCTGTCTCATTGCACTGCTGGTGGCCCTGGCTT

TCGTGTGCTGGAGAAAGATCAAACAGAGCTGTGAGGAGGAGAATGCAGGAGCTGAGGACCA

GGATGGGGAGGGAGAAGGCTCCAAGACAGCCCTGCAGCCTCTGAAACACTCTGACAGCAAA

GAAGATGATGGACAAGAAATAGCCTGA

#
F i g .  1 7 - 2

GAVEVQVPEDPWALVGTDATLRCSFSPEPGFSLAQLNLIWQLTDTKQLVHSFTEGRDQGS 

AYANRTALFPDLLAQGNASLRLQRVRVADEGSFTCFVSIRDFGSAAVSLQVAGQPMTFPPE 

ALWVTVGLSVCLIALLVALAFVCWRKIKQSCEEENAGAEDQDGEGEGSKTALQPLKHSDSK 

EDDGQEIA

#
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Fig. 18-1

GCTCCCTACTCGAAGCCCAGCATGACCCTGGAGCCCAACAAGGACCTGCGGCCAGGGGACA

CGGTGACCATCACGTGCTCCAGCTACCGGGGCTACCCTGAGGCTGAGGTGTTCTGGCAGGA

TGGGCAGGGTGTGCCCCTGACTGGCAACGTGACCACGTCGCAGATGGCCAACGAGCAGGGC

TTGTTTGATGTGCACAGCGTCCTGCGGGTGGTGCTGGGTGCGAATGGCACCTACAGCTGCC

TGGTGCGCAACCCCGTGCTGCAGCAGGATGCGCACGGCTCTGTCACCATCACAGGGCAGCC

TATGACATTCCCCCCAGAGGCCCTGTGGGTGACCGTGGGGCTGTCTGTCTGTCTCATTGCA

CTGCTGGTGGCCCTGGCTTTCGTGTGCTGGAGAAAGATCAAACAGAGCTGTGAGGAGGAGA

ATGCAGGAGCTGAGGACCAGGATGGGGAGGGAGAAGGCTCCAAGACAGCCCTGCAGCCTCT

GAAACACTCTGACAGCAAAGAAGATGATGGACAAGAAATAGCCTGA

e
Fig. 18-2

APYSKPSMTLEPNKDLRPGDTVTITCSSYRGYPEAEVFWQDGQGVPLTGNVTTSQMANEQG 

LFDVHSVLRWLGANGTYS CLVRNPVLQQDAHGSVTITGQPMTF PPEALWVTVGLSVCLIA 

LLVALAFVCWRKIKQSCEEENAGAEDQDGEGEGSKTALQPLKHSDSKEDDGQEIA

#

IXfL
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Fig. 19-1

GCTCCCTACTCGAAGCCCAGCATGACCCTGGAGCCCAACAAGGACCTGCGGCCAGGGGACA

CGGTGACCATCACGTGCTCCAGCTACCAGGGCTACCCTGAGGCTGAGGTGTTCTGGCAGGA

TGGGCAGGGTGTGCCCCTGACTGGCAACGTGACCACGTCGCAGATGGCCAACGAGCAGGGC

TTGTTTGATGTGCACAGCATCCTGCGGGTGGTGCTGGGTGCAAATGGCACCTACAGCTGCC

TGGTGCGCAACCCCGTGCTGCAGCAGGATGCGCACAGCTCTGTCACCATCACACCCCAGAG

AAGCCCCACAGGAGCCGTGGAGGTCCAGGTCCCTGAGGACCCGGTGGTGGCCCTAGTGGGC

ACCGATGCCACCCTGCGCTGCTCCTTCTCCCCCGAGCCTGGCTTCAGCCTGGCACAGCTCA

ACCTCATCTGGCAGCTGACAGACACCAAACAGCTGGTGCACAGTTTCACCGAAGGCCGGGA

CCAGGGCAGCGCCTATGCCAACCGCACGGCCCTCTTCCCGGACCTGCTGGCACAAGGCAAT

GCATCCCTGAGGCTGCAGCGCGTGCGTGTGGCGGACGAGGGCAGCTTCACCTGCTTCGTGA

GCATCCGGGATTTCGGCAGCGCTGCCGTCAGCCTGCAGGTGGCCGCTCCCTACTCGAAGCC

CAGCATGACCCTGGAGCCCAACAAGGACCTGCGGCCAGGGGACACGGTGACCATCACGTGC

TCCAGCTACCGGGGCTACCCTGAGGCTGAGGTGTTCTGGCAGGATGGGCAGGGTGTGCCCC

TGACTGGCAACGTGACCACGTCGCAGATGGCCAACGAGCAGGGCTTGTTTGATGTGCACAG

CGTCCTGCGGGTGGTGCTGGGTGCGAATGGCACCTACAGCTGCCTGGTGCGCAACCCCGTG

CTGCAGCAGGATGCGCACGGCTCTGTCACCATCACAGGGCAGCCTATGACATTCCCCCCAG

AGGCCCTGTGGGTGACCGTGGGGCTGTCTGTCTGTCTCATTGCACTGCTGGTGGCCCTGGC

TTTCGTGTGCTGGAGAAAGATCAAACAGAGCTGTGAGGAGGAGAATGCAGGAGCTGAGGAC

CAGGATGGGGAGGGAGAAGGCTCCAAGACAGCCCTGCAGCCTCTGAAACACTCTGACAGCA

AAGAAGATGATGGACAAGAAATAGCCTGA

Fig. 19-2

APYSKPSMTLEPNKDLRPGDTVTITCSSYQGYPEAEVFWQDGQGVPLTGNVTTSQMANEQG 

LFDVHS ILRWLGANGTYSCLVRNPVLQQDAHSSVTITPQRSPTGAVEVQVPEDPWALVG  

TDATLRCSFSPEPGFSLAQLNLIWQLTDTKQLVHSFTEGRDQGSAYANRTALFPDLLAQGN 

ASLRLQRVRVADEGSFTCFVSIRDFGSAAVSLQVAAPYSKPSMTLEPNKDLRPGDTVTITC  

SSYRGYPEAEVFWQDGQGVPLTGNVTTSQMANEQGLFDVHSVLRWLGANGTYSCLVRNPV 

LQQDAHGSVTITGQPMTFPPEALWVTVGLSVCLIALLVALAFVCWRKIKQS CEEENAGAED 

QDGEGEGSKTALQPLKHSDSKEDDGQEIA

Z03
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Fig. 20-1

GGAGCCGTGGAGGTCCAGGTCCCTGAGGACCCGGTGGTGGCCCTAGTGGGCACCGATGCCA

CCCTGCGCTGCTCCTTCTCCCCCGAGCCTGGCTTCAGCCTGGCACAGCTCAACCTCATCTG

GCAGCTGACAGACACCAAACAGCTGGTGCACAGTTTCACCGAAGGCCGGGACCAGGGCAGC

GCCTATGCCAACCGCACGGCCCTCTTCCCGGACCTGCTGGCACAAGGCAATGCATCCCTGA

GGCTGCAGCGCGTGCGTGTGGCGGACGAGGGCAGCTTCACCTGCTTCGTGAGCATCCGGGA

TTTCGGCAGCGCTGCCGTCAGCCTGCAGGTGGCCGCTCCCTACTCGAAGCCCAGCATGACC

CTGGAGCCCAACAAGGACCTGCGGCCAGGGGACACGGTGACCATCACGTGCTCCAGCTACC

GGGGCTACCCTGAGGCTGAGGTGTTCTGGCAGGATGGGCAGGGTGTGCCCCTGACTGGCAA

CGTGACCACGTCGCAGATGGCCAACGAGCAGGGCTTGTTTGATGTGCACAGCGTCCTGCGG

GTGGTGCTGGGTGCGAATGGCACCTACAGCTGCCTGGTGCGCAACCCCGTGCTGCAGCAGG

ATGCGCACGGCTCTGTCACCATCACAGGGCAGCCTATGACATTCCCCCCAGAGGCCCTGTG

GGTGACCGTGGGGCTGTCTGTCTGTCTCATTGCACTGCTGGTGGCCCTGGCTTTCGTGTGC

TGGAGAAAGATCAAACAGAGCTGTGAGGAGGAGAATGCAGGAGCTGAGGACCAGGATGGGG

AGGGAGAAGGCTCCAAGACAGCCCTGCAGCCTCTGAAACACTCTGACAGCAAAGAAGATGA

TGGACAAGAAATAGCCTGA

Fig. 20-2

GAVEVQVPEDPWALVGTDATLRCSFSPEPGFSLAQLNLIWQLTDTKQLVHSFTEGRDQGS 

AYANRTALFPDLLAQGNASLRLQRVRVADEGSFTCFVSIRDFGSAAVSLQVAAPYSKPSMT 

LEPNKDLRPGDTVTITCSSYRGYPEAEVFWQDGQGVPLTGNVTTSQMANEQGLFDVHSVLR 

WLGANGTY S CLVRNPVLQQDAHGSVTITGQPMTFPPEALWVTVGLSVCLIALLVALAFVC 

WRKIKQS CEEENAGAEDQDGEGEGS KTALQPLKHSDS KEDDGQEIA
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Fig. 21-1

atggaatggagttggatatttctctttctcctgtcaggaactgcaggtgtccactctgagg
tccagctgcagcagtctggacctgagctggtaaagcctggggcttcagtgaagatgtcctg
caaggcttctggatacacattcactaactatgttatgcactgggtgaagcagaagcctggg
GagggcGttgagtggattggatatattaatccttacaatgatgatgttaagtacaatgaga
agttcaaaggcaaggccacacagacttcagacaaatcctccagcacagcctacatggagct
cagcagcctgacctctgaggactctgcggtctattactgtgcaagatgggggtactacggt
agtcccttatactactttgactactggggccaaggcaccactctcacagtctcctcagcca
aaacaacagccccatcggtctatccactggcccctgtgtgtggagatacaactggctcctc
ggtgactctaggatgcctggtcaagggttatttccctgagccagtgaccttgacctggaac
tctggatccctgtccagtggtgtgcacaccttcccagctgtcctgcagtctgacctctaca
ccctcagcagctcagtgactgtaacctcgagcacctggcccagccagtccatcacctgcaa
tgtggcccacccggcaagcagcaccaaggtggacaagaaaattgagcccagagggcccaca
atcaagccctgtcctccatgcaaatgcccagcacctaacctcttgggtggaccatccgtct
tcatcttccctccaaagatcaaggatgtactcatgatctccctgagccccatagtcacatg
tgtggtggtggatgtgagcgaggatgacccagatgtccagatcagctggtttgtgaacaac
gtggaagtacacacagctcagacacaaacccatagagaggattacaacagtactctccggg
tggtcagtgccctccccatccagcaccaggactggatgagtggcaaggagttcaaatgcaa
ggtcaacaacaaagacctcccagcgcccatcgagagaaccatctcaaaacccaaagggtca
gtaagagctccacaggtatatgtcttgcctccaccagaagaagagatgactaagaaacagg
tcactctgacctgcatggtcacagacttcatgcctgaagacatttacgtggagtggaccaa
caacgggaaaacagagctaaactacaagaacactgaaccagtcctggactctgatggttct
tacttcatgtacagcaagctgagagtggaaaagaagaactgggtggaaagaaatagctact
cctgttcagtggtccacgagggtctgcacaatcaccacacgactaagagcttctcccggac
tccgggtaaa

Fig. 21-2

MEWSWIFLFLLSGTAGVHSEVQLQQSGPELVKPGASVKMSCKASGYTFTNYVMHWVKQKPG
QGLEWIGYINPYNDDVKYNEKFKGKATQTSDKSSSTAYMELSSLTSEDSAVYYCARWGYYG
SPLYYFDYWGQGTTLTVSSAKTTAPSVYPLAPVCGDTTGSSVTLGCLVKGYFPEPVTLTWN
SGSLSSGVHTFPAVLQSDLYTLSSSVTVTSSTW PSQSITCNVAHPASSTKVDKKIEPRGPT
IKPCPPCKCPAPNLLGGPSVFIFPPKIKDVLM ISLSPIVTCVW DVSEDDPDVQISW FVNN
VEVHTAQTQTHREDYNSTLRWSALPIQHQDWMSGKEFKCKVNNKDLPAPIERTISKPKGS
VRAPQVYVLPPPEEEMTKKQVTLTCMVTDFMPEDIYVEWTNNGKTELNYKNTEPVLDSDGS
YFMYSKLRVEKKNWVERNSYSCSWHEGLHNHHTTKSFSRTPGK

Z05
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Fig. 22-1

atggattttctggtgcagattttcagcttcctgctaatcagtgcttcagtcataatgtcca
gaggacaaattgttctctcccagtctccaacaatcctgtctgcatctccaggggagaaggt
cacaatgacttgcagggccagctcaagactaatttacatgcattggtatcagcagaagcca
ggatcctcccccaaaccctggatttatgccacatccaacctggcttctggagtccctgctc
gcttcagtggcagtgggtctgggacctcttactctctcacaatcagcagagtggaggctga
agatgctgccacttattactgccagcagtggaatagtaacccacccacgttcggtactggg
accaagctggagctgaaacgggctgatgctgcaccaactgtatccatcttcccaccatcca
gtgagcagttaacatctggaggtgcctcagtcgtgtgcttcttgaacaacttctaccccaa
agacatcaatgtcaagtggaagattgatggcagtgaacgacaaaatggcgtcctgaacagt
tggactgatcaggacagcaaagacagcacctacagcatgagcagcaccctcacgttgacca
aggacgagtatgaacgacataacagctatacctgtgaggccactcacaagacatcaacttc
acccattgtcaagagcttcaacaggaatgagtgt

Fig. 22-2

MDFLVQIFSFLLISASVIMSRGQIVLSQSPTILSASPGEKVTMTCRASSRLIYMHWYQQKP

GSSPKPWIYATSNLASGVPARFSGSGSGTSYSLTISRVEAEDAATYYCQQWNSNPPTFGTG

TKLELKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASWCFLNNFYPKDINVKWKIDGSERQNGVLNS

WTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSFNRNEC

Z06
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Fig. 23

ggtaccacccaagctggctaggtaagcttgctagcgccaccatggtgctgcagacccaggt
gttcatctccctgctgctgtggatctccggcgcatatggcgatatcgtgatgattaaacgt
acggtggccgccccctccgtgttcatcttccccccctccgacgagcagctgaagtccggca
ccgcctccgtggtgtgcctgctgaataacttctaccccagagaggccaaggtgcagtggaa
ggtggacaacgccctgcagtccgggaactcccaggagagcgtgaccgagcaggacagcaag
gacagcacctacagcctgagcagcaccctgaccctgagcaaagccgactacgagaagcaca
aggtgtaGgGCtgcgaggtgacccaccagggcctgagctcccccgtcaccaagagcttcaa
caggggggagtgttaggggcccgtttaaacgggtggcatccctgtgacccctccccagtgc
ctctcctggccctggaagttgccactccagtgcccaccagccttgtcctaataaaattaag
ttgcatcattttgtctgactaggtgtccttctataatattatggggtggaggggggtggta
tggagcaaggggcaagttgggaagacaacctgtagggcctgcggggtctattgggaaccaa
gctggagtgcagtggcacaatcttggctcactgcaatctccgcctcctgggttcaagcgat
tctcctgcctcagcctcccgagttgttgggattccaggcatgcatgaccaggctcacctaa
tttttgtttttttggtagagacggggtttcaccatattggccaggctggtctccaactcct
aatctcaggtgatctacccaccttggcctcccaaattgctgggattacaggcgtgaaccac
tgctccacgcgccctgtagcggcgcattaagcgcggcgggtgtggtggttacgcgcagcgt
gaccgctacacttgccagcgccctagcgcccgctcctttcgctttcttcccttcctttctc
gccacgttcgccggctttccccgtcaagctctaaatcgggggctccctttagggttccgat
ttagtgctttacggcacctcgaccccaaaaaacttgattágggtgatggttcacgtagtgg
gccatcgccctgatagacggtttttcgccctttgacgttggagtccacgttctttaatagt
ggactcttgttccaaactggaacaacactcaaccctatctcggtctattcttttgatttat
aagggattttgccgatttcggcctattggttaaaaaatgagctgatttaacaaaaatttaa
cgcgaattaattctgtggaatgtgtgtcagttagggtgtggaaagtccccaggctccccag
caggcagaagtatgcaaagcatgcatctcaattagtcagcaaccaggtgtggaaagtcccc
aggctccccagcaggcagaagtatgcaaagcatgcatctcaattagtcagcaaccatagtc
ccgcccctaactccgcccatcccgcccctaactccgcccagttccgcccattctccgcccc
atggctgactaattttttttatttatgcagaggccgaggccgcctctgcctctgagctatt
ccagaagtagtgaggaggcttttttggaggcctaggcttttgcaaaaagctcccggg
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Fig. 24

tgctagcgccaccatgaaacacctgtggttcttcctcctgctggtggcagctcccagatgg 
gtgctgagccaggtgcaattgtgcaggcggttagctcagcctccaccaagggcccaagcgt 
cttccccctggcaccctcctccaagagcacctctggcggcacagccgccctgggctgcctg 
gtcaaggactacttccccgaacccgtgaccgtgagctggaactcaggcgccctgaccagcg 
gcgtgcacaccttccccgctgtcctgcagtcctcaggactctactccctcagcagcgtggt 
gaccgtgccctccagcagcttgggcacccagacctacatctgcaacgtgaatcacaagccc 
agcaacaccaaggtggacaagagagttgagcccaaatcttgtgacaaaactcacacatgcc 
caccctgcccagcacctgaactcctggggggaccctcagtcttcctcttccccccaaaacc 
caaggacaccctcatgatctcccggacccctgaggtcacatgcgtggtggtggacgtgagc 
cacgaagaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgcca 
agacaaagccccgggaggagcagtacaacagcacgtaccgggtggtcagcgtcctcaccgt 
cctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagccctc 
ccagcccccatcgagaaaaccatctccaaagccaaaggccagccccgggaaccacaggtgt 
acaccctgcccccatcccgggaggagatgaccaagaaccaggtcagcctgacctgcctggt 
caaaggcttctatcccagcgacatcgccgtggagtgggagagcaatggccagcccgagaac 
aactacaagaccacccctcccgtgctggactccgacggctccttcttcctctacagcaagc 
tcaccgtggacaagagcaggtggcagcagggcaacgtcttctcatgctccgtgatgcatga 
ggctctgcacaaccactacacccagaagagcctctccctgtctcccggcaaatgagatatc 
gggcccgt 11aaacgggtggea

ZC0
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Fig. 25-1

atggtgctgcagacccaggtgttcatctccctgctgctgtggatctccggcgcatatggcc
aaattgttctctcccagtctccaacaatcctgtctgcatctccaggggagaaggtcacaat
gacttgcagggccagctcaagactaatttacatgcattggtatcagcagaagccaggatcc
tcccccaaaccctggatttatgccacatccaacctggcttctggagtccctgctcgcttca
gtggcagtgggtctgggacctcttactctctcacaatcagcagagtggaggctgaagatgc
tgccacttattactgccagcagtggaatagtaacccacccacgttcggtactgggaccaag
ctggagctgaaacgtacggtggccgccccctccgtgttcatcttccccccctccgacgagc
agctgaagtccggcaccgcctccgtggtgtgcctgctgaataacttctaccccagagaggc
caaggtgcagtggaaggtggacaacgccctgcagtccgggaactcccaggagagcgtgacc
gagcaggaeagcaaggacagcaectacagcctgagcagcaccctgaccctgageaaagceg
actacgagaageacaaggtgtacgcctgcgaggtgacccaccagggcctgagcteccccgt
caecaagagettcaacaggggggagtgt

Fig. 25-2

MVLQTQVFISLLLWISGAYGQIVLSQSPTILSASPGEKVTMTCRASSRLIYMHWYQQKPGS

SPKPWIYATSNLASGVPARFSGSGSGTSYSLTISRVEAEDAATYYCQQWNSNPPTFGTGTK

LELKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASWCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVT

EQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

e

2 0 ^
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Fig. 26-1

atgaaacacctgtggttcttcctcctgctggtggcagctcccagatgggtgctgagcgagg
tccagctgcagcagtctggacctgagctggtaaagcctggggcttcagtgaagatgtcctg
caaggcttctggatacacattcactaactatgttatgcactgggtgaagcagaagcctggg
cagggccttgagtggattggatatattaatccttacaatgatgatgttaagtacaatgaga
agttcaaaggcaaggccacacagacttcagacaaatcctccagcacagcctacatggaact
cagcagcctgacctctgaggactctgcggtctattactgtgcaagatgggggtactacggt
agtcccttatactactttgactactggggccaaggcaccactctcacagtcagctcagcct
ccaccaagggcccaagcgtcttccccctggcaccctcctccaagagcacctctggcggcac
agccgccctgggctgcctggtcaaggactacttccccgaacccgtgaccgtgagctggaac
tcaggGgcicGtgaccagcggcgtgcacaccttccccgctgtcctgcagtcctcaggactct
actccctcagcagcgtggtgaccgtgccctccagcagcttgggcacccagacctacatctg
caacgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagagagttgagcccaaatcttgt
gacaaaactcacacatgcccaccctgcccagcacctgaactcctggggggaccctcagtct
tcctcttccccccaaaacccaaggacaccctcatgatctcccggacccctgaggtcacatg
cgtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggc
gtggaggtgcataatgccaagacaaagccccgggaggagcagtacaacagcacgtaccggg
tggtcagcgtcctcaccgtcctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaa
ggtctccaacaaagccctcccagcccccatcgagaaaaccatctccaaagccaaaggccag
ccccgggaaccacaggtgtacaccctgcccccatcccgggaggagatgaccaagaaccagg
tcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctatcccagcgacatcgccgtggagtgggagag
caatggccagcccgagaacaactacaagaccacccctcccgtgctggactccgacggctcc
ttcttcctctacagcaagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcagggcaacgtcttct
catgctccgtgatgcatgaggctctgcacaaccactacacccagaagagcctctccctgtc
tcccggcaaa

Fig. 26-2

MKHLWFFLLLVAAPRWVLSEVQLQQSGPELVKPGASVKMSCKASGYTFTNYVMHWVKQKPG
QGLEWIGYINPYNDDVKYNEKFKGKATQTSDKSSSTAYMELSSLTSEDSAVYYCARWGYYG
SPLYYFDYWGQGTTLTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSW TVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSC
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVWDVSHEDPEVKFNWYVDG
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRWSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS
FFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

X-tD
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Fig. 27-1

sitggtgctgcagacccaggtgttcatctccctgctgctgtggatctccggcgcatatggcg
agatcgtgctgacccagagccccgccaccctgtctctgagccctggcgagagagccaccct
gagctgcagagccagcagccgcctgatctacatgcactggtatcagcagaagcccggccag
gcccccagactgctgatctacgccaccagcaacctggccagcggcatccccgccagatttt
ctggcagGggcagcggcaccgacttcaccctgaccatctctcggctggaacccgaggactt
cgccgtgtactactgccagcagtggaacagcaacccccccaccttcggccagggcaccaag
gtcgaaatcaagcgtacggtggccgccccctccgtgttcatcttccccccctccgacgagc
agGtgaagtccggcaccgcctccgtggtgtgcctgctgaataacttctaccccagagaggc
caaggtgcagtggaaggtggacaacgccctgcagtccgggaactcccaggagagcgtgacc
gagcaggacagcaaggacagcacctacagcctgagcagcaccctgaccctgagcaaagccg
actacgagaagcacaaggtgtacgcctgcgaggtgacccaccagggcctgagctcccccgt
caccaagagcttcaacaggggggagtgt

Fig. 27-2

MVLQTQVFISLLLWISGAYGEIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASSRLIYMHWYQQKPGQ

APRLLIYATSNLASGIPARFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQWNSNPPTFGQGTK

VEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASWCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVT

EQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

2-iA
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Fig. 28-1

atggtgctgcagacccaggtgttcatctccctgctgctgtggatctccqgcgcatatggcg
agatcgtgctgacccagagccccgccaccctgtctctgagccctggcgagagagccaccct
gagctgcagagccagcagcaggctgatctacatgcactggtatcagcagaagcccggccag
gcccccagactgtggatctacgccaccagcaacctggccagcggcatccccgccagatttt
Gtggcagcggcagcggcaccgactacaccctgaccatcagccgcctggaacccgaggactt
cgccgtgtactactgccagcagtggaacagcaacccccccaccttcggccagggcaccaag
gtcgaaatcaagcgtacggtggccgccccctccgtgttcatcttccccccctccgacgagc
agGtgaagtccggcaccgcctccgtggtgtgcctgctgaataacttctaccccagagaggc
caaggtgcagtggaaggtggacaacgccctgcagtccgggaactcccaggagagcgtgacc
gagcaggacagcaaggacagcacctacagcctgagcagcaccctgaccctgagcaaagccg
actacgagaagcacaaggtgtacgcctgcgaggtgacccaccagggcctgagctcccccgt
caccaagagcttcaacaggggggagtgt

Fig. 28-2

MVLQTQVFISLLLWISGAYGEIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASSRLIYMHWYQQKPGQ 

APRLWIYATSNLASGIPARFSGSGSGTDYTLTISRLEPEDFAVYYCQQWNSNPPTFGQGTK  

VEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASWCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVT 

EQDS KDSTYSLS STLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLS S PVTKS FNRGEC
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Fig. 29-1

atggtgctgcagacccaggtgttcatctccctgctgctgtggatctccggcgcatatggcc
agatcgtgctgtcccagagccccgccaccctgtctctgagccctggcgagagagccaccct
gacctgcagagccagcagcaggctgatctacatgcactggtatcagcagaagcccggcagc
gcccccaagctgtggatctacgccaccagcaacctggccagcggcatccccgccagatttt
ctggcagcggcagcggcaccagctacaccctgaccatctcccgcctggaacccgaggactt
cgccgtgtactactgccagcagtggaacagcaacccccccaccttcggccagggcaccaag
gtcgaaatcaagcgtacggtggccgccccctccgtgttcatcttccccccctccgacgagc
agctgaagtccggcaccgcctccgtggtgtgcctgctgaataacttctaccccagagaggc
caaggtgcagtggaaggtggacaacgccctgcagtccgggaactcccaggagagcgtgacc
gagcaggacagcaaggacagcacctacagcctgagcagcaccctgaccctgagcaaagccg
actacgagaagcacaaggtgtacgcctgcgaggtgacccaccagggcctgagctcccccgt
caccaagagcttcaacaggggggagtgt

Fig. 29-2

MVLQTQVFISLLLWISGAYGQIVLSQS PATLSLS PGERATLTCRAS SRLIYMHWYQQKPGS 

APKLWIYATSNLASGIPARFSGSGSGTSYTLTISRLEPEDFAVYYCQQWNSNPPTFGQGTK  

VEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASWCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVT  

EQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

7Xb
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Fig. 30-1

atggtgcrtgcagaGccaggtgttcatctccctgctgctgtggatctccggcgcatatggcg
agatcgtgctgacccagagccccgccaccctgtctctgagccctggcgagagagccaccct
gagctgcagagccagcagccgcctgatctacatgcactggtatcagcagaagcccggccag
gcccccagacctctgatctacgccaccagcaacctggccagcggcatccccgccagatttt
ctggcagcggcagcggcaccgacttcaccctgaccatcagcagcctggaacccgaggactt
cgccgtgtactactgccagcagtggaacagcaacccccccaccttcggccagggcaccaag
gtcgaaatcaagcgtacggtggccgccccctccgtgttcatcttccccccctccgacgagc
agctgaagtccggGacGgcctGGgtggtgtgcctgctgaataacttctaccccagagaggc
caaggtgcagtggaaggtggacaacgccctgcagtccgggaactcccaggagagcgtgacc
gagcaggacagcaaggacagcacctacagcctgagcagcaccctgaccctgagcaaagccg
actacgagaagcacaaggtgtacgcctgcgaggtgacccaccagggcctgagctcccccgt
caccaagagcttcaacaggggggagtgt

Fig. 30-2

MVLQTQVFISLLLWISGAYGEIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASSRLIYMHWYQQKPGQ  

APRPLIYATSNLASGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQW NSNPPTFGQGTK  

VEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASWCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVT  

EQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKS FNRGEC
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Fig. 31-1

atggtgctgcagacccaggtgttcatctccctgctgctgtggatctccggcgcatatggcc
agatcgtgctgtcccagagccccgccaccctgtctctgagccctggcgagagagccaccct
gacctgcagagccagcagcaggctgatctacatgcactggtatcagcagaagcccggcagc
gcccccaagccttggatctacgccaccagcaacctggccagcggcatccccgccagatttt
ctggcagcggcagcggcaccagctacaccctgaccatctcccgcctggaacccgaggactt
cgccgtgtactactgccagcagtggaacagcaacccccccaccttcggccagggcaccaag
gtcgaaatcaagcgtacggtggccgccccctccgtgttcatcttccccccctccgacgagc
agctgaagtccggcaccgcctccgtggtgtgcctgctgaataacttctaccccagagaggc
caaggtgcagtggaaggtggacaacgccctgcagtccgggaactcccaggagagcgtgacc
gagcaggacagcaaggacagcacctacagcctgagcagcaccctgaccctgagcaaagccg
actacgagaagcacaaggtgtacgcctgcgaggtgacccaccagggcctgagctcccccgt
caccaagagcttcaacaggggggagtgt

Fig. 31-2

MVLQTQVFISLLLWISGAYGQIVLSQSPATLSLSPGERATLTCRASSRLIYMHWYQQKPGS 

APKPWIYATSNLASGIPARFSGSGSGTSYTLTISRLEPEDFAVYYCQQWNSNPPTFGQGTK  

VEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASWCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVT  

EQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

< 1 X 5
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Fig. 32-1

atggtgctgcagacccaggtgttcatctccctgctgctgtggatctccggcgcatatggcg
agatcgtgctgacccagagccccgccaccctgtctctgagccctggcgagagagccaccct
gagctgcagagccagcagccgcctgatctacatgcactggtatcagcagaagcccggccag
gcccccagacctctgatctacgccaccagcaacctggccagcggcatccccgccagatttt
ctggcagcggcagcggcaccgacttcaccctgaccatcagccgcctggaacccgaggactt
cgccgtgtactactgccagcagtggaacagcaacccccccaccttcggccagggcaccaag
gtcgaaatcaagcgtacggtggccgccccctccgtgttcatcttccccccctccgacgagc
agctgaagtccggcaccgcctccgtggtgtgcctgctgaataacttctaccccagagaggc
caaggtgcagtggaaggtggacaacgccctgcagtccgggaactcccaggagagcgtgacc
gagcaggacagcaaggacagcacctacagcctgagcagcaccctgaccctgagcaaagccg
actacgagaagcacaaggtgtacgcctgcgaggtgacccaccagggcctgagctcccccgt
caccaagagcttcaacaggggggagtgt

Fig. 32-2

MVLQTQVFISLLLWISGAYGEIVLTQS PATLSLSPGERATLSCRAS SRLIYMHWYQQKPGQ 

APRPLIYATSNLASGIPARFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQWNSNPPTFGQGTK  

VEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASWCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVT  

EQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
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Fig. 33-1

atggtgctgcagacccaggtgttcatctccctgctgctgtggatctccggcgcatatggcg
agatcgtgctgacccagagccccgccaccctgtctctgagccctggcgagagagccaccct
gagctgcagagccagcagccgcctgatctacatgcactggtatcagcagaagcccggccag
gcccccagacctctgatctacgccaccagcaacctggccagcggcatccccgccagatttt
ctggcagcggcagcggcaccgactacaccctgaccatcagccgcctggaacccgaggactt
cgccgtgtactactgccagcagtggaacagcaacccccccaccttcggccagggcaccaag
gtcgaaatcaagcgtacggtggccgccccctccgtgttcatcttccccccctccgacgagc
agctgaagtccggcaccgcctccgtggtgtgcctgctgaataacttctaccccagagaggc
caaggtgcagtggaaggtggacaacgccctgcagtccgggaactcccaggagagcgtgacc
gagcaggacagcaaggacagcacctacagcctgagcagcaccctgaccctgagcaaagccg
actacgagaagcacaaggtgtacgcctgcgaggtgacccaccagggcctgagctcccccgt
caccaagagcttcaacaggggggagtgt

Fig. 33-2

MVLQTQVFISLLLWISGAYGEIVLTQS PATLSLSPGERATLS CRAS SRLIYMHWYQQKPGQ 

APRPLIYATSNLASGIPARFSGSGSGTDYTLTISRLEPEDFAVYYCQQWNSNPPTFGQGTK  

VEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASWCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVT 

EQDS KDSTYSLS STLTLS KADYEKHKVYACEVTHQGLSS PVTKS FNRGEC

#
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Fig. 34-1

atgaaacacctgtggttcttcctcctgctggtggcagctcccagatgggtgctgagccagg
tgcagctggtgcagtctggcgccgaagtgaagaaacccggcagcagcgtgaaggtgtcctg
caaggccagcggctacaccttcaccaactacgtgatgcactgggtgcgccaggcccctggg
GagggaGtggaatggatgggctacatcaacccctacaacgacgacgtgaagtacaacgaga
agttcaagggcagagtgaccatcaccgccgacgagagcaccagcaccgcctacatggaact
gagcagcctgcggagcgaggacaccgccgtgtactactgcgccagatggggctactacggc
agccccctgtactacttcgactactggggccagggcaccctggtgacagtcagctcagcct
ccaccaagggcccaagcgtcttccccctggcaccctcctccaagagcacctctggcggcac
agccgccctgggctgcctggtcaaggactacttccccgaacccgtgaccgtgagctggaac
tcaggcgccctgaccagcggcgtgcacaccttccccgctgtcctgcagtcctcaggactct
actccctcagcagcgtggtgaccgtgccctccagcagcttgggcacccagacctacatctg
caacgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagagagttgagcccaaatcttgt
gacaaaactcacacatgcccaccctgcccagcacctgaactcctggggggaccctcagtct
tcctcttccccccaaaacccaaggacaccctcatgatctcccggacccctgaggtcacatg
Ggtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggc
gtggaggtgcataatgccaagacaaagccccgggaggagcagtacaacagcacgtaccggg
tggtcagcgtcctcaccgtcctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaa
ggtctccaacaaagccctcccagcccccatcgagaaaaccatctccaaagccaaaggccag
ccccgggaaccacaggtgtacaccctgcccccatcccgggaggagatgaccaagaaccagg
tcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctatcccagcgacatcgccgtggagtgggagag
caatggccagcccgagaacaactacaagaccacccctcccgtgctggactccgacggctcc
ttcttcctctacagcaagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcagggcaacgtcttct
catgctccgtgatgcatgaggctctgcacaaccactacacccagaagagcctctccctgtc
tcccggcaaa

Fig. 34-2

MKHLWFFLLLVAAPRWVLSQVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTNYVMHWVRQAPG 
QGLEWMGYINPYNDDVKYNEKFKGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARWGYYG 

0 ^  SPLYYFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSW TVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSC  
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVWDVSHEDPEVKFNWYVDG  
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRWSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQ 
PREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS 
FFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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Fig. 35-1

atgaaacacctgtggttcttcctcctgctggtggcagctcccagatgggtgctgagccagg
tgcagctggtgcagtctggcgccgaagtgaagaaacccggcagcagcgtgaaggtgtcctg
caaggccagcggctacaccttcaccaactacgtgatgcactgggtgcgccaggcccctggg
Gagggactggaatggatcggctacatcaacccctacaacgacgacgtgaagtacaacgaga
agttcaagggcagagtgaccatcaccgccgacgagagcaccagcaccgcctacatggaact
gagcagcctgcggagcgaggacaccgccgtgtactactgcgccagatggggctactacggc
agccccctgtactacttcgactactggggccagggcaccctggtgacagtcagctcagcct
ccaccaagggcccaagcgtcttccccctggcaccctcctccaagagcacctctggcggcac
agccgccctgggctgcctggtcaaggactacttccccgaacccgtgaccgtgagctggaac
tcaggcgccctgaccagcggcgtgcacaccttccccgctgtcctgcagtcctcaggactct
actccctcagcagcgtggtgaccgtgccctccagcagcttgggcacccagacctacatctg
caacgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagagagttgagcccaaatcttgt
gacaaaactcacacatgcccaccctgcccagcacctgaactcctggggggaccctcagtct
tcctcttccccccaaaacccaaggacaccctcatgatctcccggacccctgaggtcacatg
Ggtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggc
gtggaggtgcataatgccaagacaaagccccgggaggagcagtacaacagcacgtaccggg
tggtcagcgtcctcaccgtcctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaa
ggtctccaacaaagccctcccagcccccatcgagaaaaccatctccaaagccaaaggccag
ccccgggaaccacaggtgtacaccctgcccccatcccgggaggagatgaccaagaaccagg
tcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctatcccagcgacatcgccgtggagtgggagag
caatggccagcccgagaacaactacaagaccacccctcccgtgctggactccgacggctcc
ttcttcctctacagcaagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcagggcaacgtcttct
catgctccgtgatgcatgaggctctgcacaaccactacacccagaagagcctctccctgtc
tcccggcaaa

Fig. 35-2

MKHLWFFLLLVAAPRWVLSQVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTNYVMHWVRQAPG
QGLEWIGYINPYNDDVKYNEKFKGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARWGYYG
SPLYYFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSW TVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSC
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVWDVSHEDPEVKFNWYVDG
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRWSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS
FFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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Fig. 36-1

atgaaacacctgtggttcttcctcctgctggtggcagctcccagatgggtgctgagcgagg
tgcagctggtgGagtctggGgGcgaagtgaagaaacccggcagcagcgtgaaggtgtcctg
caaggccagcggctacaccttcaccaactacgtgatgcactgggtgaaacaggcccctggg
Gagggcctggaatggatcggctacatcaacccctacaacgacgacgtgaagtacaacgaga
agttcaagggcaaggccaccatcaccgccgacgagagcaccagcaccgcctacatggaact
gagcagcctgcggagcgaggacaccgccgtgtactactgcgccagatggggctactacggc
agccccctgtactacttcgactactggggccagggcaccctggtgacagtcagctcagcct
ccaccaagggcccaagcgtcttccccctggcaccctcctccaagagcacctctggcggcac
agccgccctgggctgcctggtcaaggactacttccccgaacccgtgaccgtgagctggaac
tcaggcgccctgaccagcggcgtgcacaccttccccgctgtcctgcagtcctcaggactct
actccctcagcagcgtggtgaccgtgccctccagcagcttgggcacccagacctacatctg
caacgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagagagttgagcccaaatcttgt
gacaaaactcacacatgcccaccctgcccagcacctgaactcctggggggaccctcagtct
tcctcttccccccaaaacccaaggacaccctcatgatctcccggacccctgaggtcacatg
cgtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggc
gtggaggtgcataatgccaagacaaagccccgggaggagcagtacaacagcacgtaccggg
tggtcagcgtcctcaccgtcctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaa
ggtctccaacaaagccctcccagcccccatcgagaaaaccatctccaaagccaaaggccag
ccccgggaaccacaggtgtacaccctgcccccatcccgggaggagatgaccaagaaccagg
tcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctatcccagcgacatcgccgtggagtgggagag
caatggccagcccgagaacaactacaagaccacccctcccgtgctggactccgacggctcc
ttcttcctctacagcaagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcagggcaacgtcttct
catgctccgtgatgcatgaggctctgcacaaccactacacccagaagagcctctccctgtc
tcccggcaaa

Fig. 36-2

MKHLWF'FLLLVAAPRWVLSEVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTNYVMHWVKQAPG 
QGLEWIGYINPYNDDVKYNEKFKGKATITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARWGYYG 
SPLYYFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN 
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSW TVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSC  
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVWDVSHEDPEVKFNWYVDG  
VEVHNAKTKPREEQYNS TYRWSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAL PAPIEKTISKAKGQ  
PREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS 
FFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

2 2 0
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Fig. 37-1

atgaaacacctgtggttcttcctcctgctggtggcagctcccagatgggtgctgagcgagg
tgcagctggtgcagtctggcgccgaagtgaagaaacccggcagcagcgtgaaggtgtcctg
caaggccagcggctacaccttcaccaactacgtgatgcactgggtcaagcaggcccctggg
cagggcctggaatggatcggctacatcaacccctacaacgacgacgtgaagtacaacgaga
agttcaagggcaaggccacccagaccagcgacaagagcaccagcaccgcctacatggaact
gagcagcctgcggagcgaggacaccgccgtgtactactgcgccagatggggctactacggc
agccccctgtactacttcgactactggggccagggcaccctggtcaccgtcagctcagcct
ccaccaagggcccaagcgtcttccccctggcaccctcctccaagagcacctctggcggcac
agccgccctgggctgcctggtcaaggactacttccccgaacccgtgaccgtgagctggaac
tcaggcgccctgaccagcggcgtgcacaccttccccgctgtcctgcagtcctcaggactct
actccctcagcagcgtggtgaccgtgccctccagcagcttgggcacccagacctacatctg
caacgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagagagttgagcccaaatcttgt
gacaaaactcacacatgcccaccctgcccagcacctgaactcctggggggaccctcagtct
tcctcttccccccaaaacccaaggacaccctcatgatctcccggacccctgaggtcacatg
Ggtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggc
gtggaggtgcataatgccaagacaaagccccgggaggagcagtacaacagcacgtaccggg
tggtcagcgtcctcaccgtcctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaa
ggtctccaacaaagccctcccagcccccatcgagaaaaccatctccaaagccaaaggccag
ccccgggaaccacaggtgtacaccctgcccccatcccgggaggagatgaccaagaaccagg
tcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctatcccagcgacatcgccgtggagtgggagag
caatggccagcccgagaacaactacaagaccacccctcccgtgctggactccgacggctcc
ttcttcctctacagcaagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcagggcaacgtcttct
catgctccgtgatgcatgaggctctgcacaaccactacacccagaagagcctctccctgtc
tcccggcaaa

2Z-\
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Fig. 37-2

MKHLWFFLLLVAAPRWVLSEVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTNYVMHWVKQAPG

QGLEWIGYINPYNDDVKYNEKFKGKATQTSDKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARWGYYG

SPLYYFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN

SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSW TVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSC

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVWDVSHEDPEVKFNWYVDG

VEVHNAKTKPREEQYNSTYRWSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQ

PREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS

FFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

2 2 a
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Fig. 38

■ Control 

«O-M 30-H1-L4 (10 mg/kg) 

-C— M30-H1-L4 (1 mg/kg) 

-<^M 30-H 1-L4 (0.1 m g/kg) 

M30-H1-L4 (0.01 mg/kg)
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Daiichi Sankyo Company Limited 
Takahashi, S.
Matsuoka, T.
Murakami, K.
Takizawa, T .
Hirotani, K.
Urano, A.
Fukuchi, K.
Yazawa, M.

<120>anticuerpo Anti B7-H3

< 1 3 0 >  D A I S A N - 1 - 3 9 2 3 3

< 1 5 0 >  P C T / J P 1 2 / 0 6 0 9 0 4
< 1 5 1 >  2 0 1 2 - 0 4 - 2 4

< 1 50 >  JP 2 0 1 1 - 0 9 7 6 4 5  
<151> 2 0 1 1 - 0 4 - 2 5

< 1 5 0 >  US 6 1 / 4 7 8 8 7 8  
< 1 5 1 >  2 0 1 1 - 0 4 - 2 5

< 1 6 0 >  97

<170> Patentln versión 3.4

<210> 1 
< 2 1 1 >  46
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>
<223>Cebador PCR 

< 4 0 0 >  1
ctatagggag acccaagctg gctagcatgc tgcgtcggcg gggcag

<210> 2 
<211> 66 
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>
< 2 2 3 > C e b a d o r  PCR 

< 4 0 0 >  2
aacgggccct ctagactcga gcggccgctc aggctatttc ttgtccatca tcttctttgc 60

tgtcag 66

< 2 1 0>  3
<211> 21 
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>
< 2 2 3 > C e b a d o r  PCR 

< 4 0 0 >  3
cgcaaatggg cggtaggcgt g 21
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18

60

120

180

240

3 00

3 60

420

480

540

600

660

7 20

78 0
840

900

960

1020

10 80

1 1 4 0

1200

1 2 6 0

1 3 2 0

1 3 8 0

1440

1500

2

< 2 1 0 >  4
< 2 11 >  18  
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>
< 2 2 3 > C e b a d o r  PCR 

< 4 0 0 >  4
tagaaggcac agtcgagg

< 2 1 0 >  5
<211> 1815 
<212>ADN
<213> Home> sapiens

< 4 0 0 >  5
atgctgcgtc g g c g g g g c a g ccctggcatg ggtgtgcatg tgggtgcagc cctgggagca

ctgtggttct gcctcacagg agccctggag gtccaggtcc ctgaagaccc agtggtggca

ctggtgggca c c g a t g c c a c cctgtgctgc tccttctccc ctgagcctgg cttcagcctg

gcacagctca acctcatctg g c a g c t g a c a gataccaaac agctggtgca cagctttgct

gagggccagg accagggcag cgcctatgcc aaccgcacgg ccctcttccc ggacctgctg

gcacagggca acgcatccct gaggctgcag cgcgtgcgtg tggcggacga gggcagcttc

acctgcttcg tgagcatccg g g a t t t c g g c agcgctgccg tcagcctgca ggtggccgct

ccctactcga agcccagcat gaccctggag cccaacaagg acctgcggcc aggggacacg

gtgaccatca c g t g c t c c a g ctaccagggc taccctgagg ctgaggtgtt ctggcaggat

g g g c a g g g t g tgcccctgac tggcaacgtg accacgtcgc agatggccaa cgagcagggc

ttgtttgatg tgcacagcat cctgcgggtg gtgctgggtg caaatggcac ctacagctgc

ctggtgcgca a c c c c g t g c t gcagcaggat gcgcacagct ctgtcaccat cacaccccag

agaagcccca
ggcaccgatg

caggagccgt
ccaccctgcg

ggaggtccag
ctgctccttc

gtccctgagg
tcccccgagc

acccggtggt
ctggcttcag

ggccctagtg
cctggcacag

ctcaacctca tctggcagct gacagacacc aaacagctgg tgcacagttt caccgaaggc

cgggaccagg gcagcgccta tgccaaccgc acggccctct tcccggacct gctggcacaa

ggcaatgcat ccctgaggct gcagcgcgtg cgtgtggcgg acgagggcag cttcacctgc

ttcgtgagca tccgggattt cggcagcgct gccgtcagcc tgcaggtggc cgctccctac

tcgaagccca gcatgaccct ggagcccaac aaggacctgc ggccagggga cacggtgacc

atcacgtgct ccagctaccg gggctaccct gaggctgagg tgttctggca ggatgggcag

ggtgtgcccc tgactggcaa cgtgaccacg tcgcagatgg ccaacgagca gggcttgttt

gatgtgcaca gcgtcctgcg g g t g g t g c t g ggtgcgaatg gcacctacag ctgcctggtg

cgcaaccccg tgctgcagca ggatgcgcac ggctctgtca ccatcacagg gcagcctatg

acattccccc cagaggccct gtgggtgacc gtggggctgt ctgtctgtct cattgcactg

ctggtggccc tggctttcgt gtgctggaga aagatcaaac agagctgtga ggaggagaat



3

1 0

gcaggagctg aggaccagga t g g g g a g g g a gaaggctcca agacagccct gcagcctctg 15 60

aaacactctg acagcaaaga agatgatgga caagaaatag cctgagcggc cgccactgtg 1 6 2 0

ctggatatct gcagaattcc accacactgg actagtggat ccgagctcgg taccaagctt 1 6 8 0

aagtttaaac cgctgatcag cctcgactgt gccttctagt tgccagccat ctgttgtttg 1740

cccctccccc gtgccttcct tgaccctgga aggtgccact cccactgtcc tttcctaata 1800

aaatgaggaa attgc 1815

<210> 6
15 <211> 534

< 2 1 2 >  PRT
<213> Homo sapiens

#

20

25

< 4 0 0 >  6

Met Leu Arg Arg Arg Gly Ser Pro Gly Met Gly Val His Val Gly Ala
1 5 10 15

Ala Leu Gly Ala Leu Trp Phe Cys Leu Thr Gly Ala Leu Glu Val Gln
20  25 30

Val Pro Glu Asp Pro Val Val Ala Leu Val Gly Thr Asp Ala Thr Leu
35 40 45

30  Cys Cys Ser Phe Ser Pro Glu Pro Gly Phe Ser Leu Ala Gln Leu Asn
50 55 60

Leu lie Trp Gln Leu Thr Asp Thr Lys Gln Leu Val His Ser Phe Ala
65 70  75 80

35 Glu Gly Gln Asp Gln Gly Ser Ala Tyr Ala Asn Arg Thr Ala Leu Phe
85  90 95

40

Pro Asp Leu Leu Ala Gln Gly Asn Ala Ser Leu Arg Leu Gln Arg Val
100 105 110

Arg Val Ala Asp Glu Gly Ser Phe Thr Cys Phe Val Ser lie Arg Asp
1 15  1 2 0  125

45
Phe Gly Ser Ala Ala Val Ser Leu Gln Val Ala Ala Pro Tyr Ser Lys 

130  135  140

Pro Ser Met Thr Leu Glu Pro Asn Lys Asp Leu Arg Pro Gly Asp Thr
145 150 155 160

50 Val Thr lie Thr Cys Ser Ser Tyr Gln Gly Tyr Pro Glu Ala Glu Val
165 170 175

55

Phe Trp Gln Asp Gly Gln Gly Val Pro Leu Thr Gly Asn Val Thr Thr
180  1 8 5  190

Ser Gln Met Ala Asn Glu Gln Gly Leu Phe Asp Val His Ser lie Leu
195  2 0 0  205

60
Arg Val Val Leu Gly Ala Asn Gly Thr Tyr Ser Cys Leu Val Arg Asn 

2 1 0  2 15  2 20

Pro Val Leu Gln Gln Asp Ala His Ser Ser Val Thr lie Thr Pro Gln
2 2 5  2 3 0  2 3 5  2 4 0

65 Arg Ser Pro Thr Gly Ala Val Glu Val Gln Val Pro Glu Asp Pro Val
2 4 5  2 5 0  25 5

2SZb
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Val Ala Leu Val Gly Thr Asp Ala Thr Leu Arg Cys Ser Phe Ser Pro
2 6 0  2 6 5  2 70

Glu Pro Gly Phe Ser Leu Ala Gln Leu Asn Leu lie Trp Gln Leu Thr
2 7 5  2 8 0  28 5

Asp Thr Lys Gln Leu Val His Ser Phe Thr Glu Gly Arg Asp Gln Gly
2 9 0  2 9 5  3 00

Ser Ala Tyr Ala Asn Arg Thr Ala Leu Phe Pro Asp Leu Leu Ala Gln
3 05  3 1 0  3 15  320

Gly Asn Ala Ser Leu Arg Leu Gln Arg Val Arg Val Ala Asp Glu Gly
3 2 5  3 30  335

Ser Phe Thr Cys Phe Val Ser lie Arg Asp Phe Gly Ser Ala Ala Val
3 4 0  3 45  3 5 0

Ser Leu Gln Vcil A l 3 
3 55

Ala Pro Tyr Ser Lys 
360

Pro Ser Met Thr Leu Glu 
365

Pro Asn 
3 70

Ser Tyr 
385

Lys Asp Leu 

Arg Gly Tyr

Arg

Pro
390

Pro Gly Asp Thr 
3 75

Glu Ald Glu V3 I

Val Thr 
3 8 0

Phe Trp 
395

lie Thr Cys Ser

Gln Asp Gly Gln 
400

Gly Val 

Gln Gly 

Asn Gly

Pro Leu Thr 
405

Leu Phe Asp 
420

Thr Tyr Ser 
435

Gly

Val

Cys

Asn Val Thr Thr Ser Gln 
410

Met Ala Asn Glu 
415

His Ser Val Leu 
425

Leu Val Arg Asn 
440

Arg Val Val Leu Gly Ala 
430

Pro Val Leu Gln Gln Asp 
445

Ala His 
450

Glu Ala 
465

Gly Ser Val 

Leu Trp Val

Thr

Thr
470

lie Thr Gly Gln 
455

Val Gly Leu Ser

Pro Met 
4 60

Val Cys 
475

Thr Phe Pro Pro

Leu lie Ala Leu 
480

Leu Val Ala Leu Ala Phe Val Cys Trp Arg Lys lie 
485  490

Glu Glu Glu Asn Ala Gly Ala Glu Asp Gln Asp  Gly 
5 0 0  5 0 5

Ser Lys Thr Ala Leu Gln Pro Leu Lys His Ser Asp 
51 5  52 0

Lys Gln Ser Cys 
495

Glu Gly Glu Gly 
510

Ser Lys Glu Asp 
525

Asp Gly 
530

Gln Glu lie Ala

< 2 1 0>  7
< 2 1 1 >  59
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>
<223>Cebador PCR 

< 4 0 0 >  7
ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctt caccatgctg cgtcggcggg gcagccctg 59
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<210> 8 
< 2 1 1 >  43
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>
< 2 2 3 > C e b a d o r  PCR 

< 4 0 0 >  8
ggggaccact ttgtacaaga aagctgggtc

< 2 1 0 >  9 
< 2 1 1 >  948  
<212>ADN
<213> Homo sapiens

< 4 0 0 >  9
atgctgcgtc ggcggggcag ccctggcatg

ctgtggttct gcctcacagg agccctggag

ctggtgggca ccgatgccac cctgtgctgc

gcacagctca acctcatctg gcagctgaca

gagggccagg accagggcag cgcctatgcc

gcacagggca acgcatccct gaggctgcag

acctgcttcg tgagcatccg ggatttcggc

ccctactcga agcccagcat gaccctggag

gtgaccatca cgtgctccag ctaccggggc

gggcagggtg tgcccctgac tggcaacgtg

ttgtttgatg tgcacagcgt cctgcgggtg

ctggtgcgca accccgtgct gcagcaggat

cctatgacat tccccccaga ggccctgtgg

gcactgctgg tggccctggc tttcgtgtgc

gagaatgcag gagctgagga ccaggatggg

cctctgaaac actctgacag caaagaagat

<210> 10 
< 2 1 1 >  3 1 6
< 2 1 2 >  PRT
<213> Homo sapiens

< 4 0 0 >  10

Met Leu Arg Arg Arg Gly Ser Pro 
1 5

Ala Leu Gly Ala Leu Trp Phe Cys 
20

Val Pro Glu Asp Pro Val Val Ala 
35 40

ggctatttct tgt

ggtgtgcatg tgggtgcagc cctgggagca

gtccaggtcc ctgaagaccc agtggtggca

tccttctccc ctgagcctgg cttcagcctg

gataccaaac agctggtgca cagctttgct

aaccgcacgg ccctcttccc ggacctgctg

cgcgtgcgtg tggcggacga gggcagcttc

agcgctgccg tcagcctgca ggtggccgct

cccaacaagg acctgcggcc aggggacacg

taccctgagg ctgaggtgtt ctggcaggat

accacgtcgc agatggccaa cgagcagggc

gtgctgggtg cgaatggcac ctacagctgc

gcgcacggct ctgtcaccat cacagggcag

gtgaccgtgg ggctgtctgt ctgtctcatt

tggagaaaga tcaaacagag ctgtgaggag

gagggagaag gctccaagac agccctgcag

gatggacaag aaatagcc

Gly Met Gly Val His Val Gly Ala 
10 15

Leu Thr Gly Ala Leu Glu Val Gln 
25 30

Leu Val Gly Thr Asp Ala Thr Leu 
45
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Cys Cys Ser Phe Ser Pro Glu Pro Gly Phe Ser Leu Ala Gln Leu Asn
50  55 60

Leu lie Trp Gln Leu Thr Asp Thr Lys Gln Leu Val His Ser Phe Ala
65 70  75  80

Glu Gly Gln Asp Gln Gly Ser Ala Tyr Ala Asn Arg Thr Ala Leu Phe
85 90 95

Pro Asp Leu Leu Ala Gln Gly Asn Ala Ser Leu Arg Leu Gln Arg Val
100 105 110

Arg Val Ala Asp Glu Gly Ser Phe Thr Cys Phe Val Ser lie Arg Asp
115 120 125

Phe Gly Ser Ala Ala Val Ser Leu Gln Val Ala Ala Pro Tyr Ser Lys
130 135 140

Pro Ser Met Thr Leu Glu Pro Asn Lys Asp Leu Arg Pro Gly Asp Thr
145 150 155 160

Val Thr lie Thr Cys Ser Ser Tyr Arg Gly Tyr Pro Glu Ala Glu Val
165  170  175

Phe Trp Gln Asp Gly Gln Gly Val Pro Leu Thr Gly Asn Val Thr Thr
1 80  1 8 5  190

Ser Gln Met Ala Asn Glu Gln Gly Leu Phe Asp Val His Ser Val Leu
1 95  2 0 0  20 5

Arg Val Val Leu Gly Ala Asn Gly Thr Tyr Ser Cys Leu Val Arg Asn
21 0  2 1 5  2 2 0

Pro Val Leu Gln Gln Asp Ala His Gly Ser Val Thr lie Thr Gly Gln
2 2 5  2 3 0  2 3 5  2 40

Pro Met Thr Phe Pro Pro Glu Ala Leu Trp Val Thr Val Gly Leu Ser
2 4 5  2 5 0  255

Val Cys Leu lie Ala Leu Leu Val Ala Leu Ala Phe Val Cys Trp Arg
2 6 0  2 6 5  2 70

Lys lie Lys Gln Ser Cys Glu Glu Glu Asn Ala Gly Ala Glu Asp Gln
2 75  2 8 0  28 5

Asp Gly Glu Gly Glu Gly Ser Lys Thr Ala Leu Gln Pro Leu Lys His
2 9 0  2 9 5  300

Ser Asp Ser Lys Glu Asp Asp Gly Gln Glu lie Ala 
305 310 315

<210> 11 
< 2 1 1 >  52
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>
< 2 2 3 > C e b a d o r  PCR 

< 4 0 0 >  11
ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctt cggagccctg gaggtccagg te 52

< 2 1 0 >  1 2
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< 2 11 >  55
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>
<223>Cebador PCR 

< 4 0 0 >  12
ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctt cgctccctac tcgaagccca gcatg 55

< 2 1 0 >  13
< 2 1 1 >  52
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>
<223>Cebador PCR 

< 4 0 0 >  13
ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctt cggagccgtg gaggtccagg te 52

< 2 1 0 >  14
< 2 1 1 >  55
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>
<223>Cebador PCR 

<400> 14
ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctt cgctccctac tcgaagccca gcatg 55

< 2 1 0 >  15
< 2 1 1 >  54
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>
<223>Cebador PCR 

< 4 0 0>  15
ggggaccact ttgtacaaga aagctgggtc tcaggctatt tcttgtccat catc 54

< 2 1 0 >  16  
< 2 1 1 >  43
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>
<223>Cebador PCR 

< 4 0 0 >  16
gggaatgtca taggctgccc ggccacctgc aggctgacgg cag 43

< 2 10 >  17
< 2 1 1 >  42
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>
< 2 2 3 > C e b a d o r  PCR

z30
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42

43

27

60

120

180

240

300

360

420

48 0

540

5 76

8

< 4 00 >  17
gggaatgtca taggctgccc tgtggggctt ctctggggtg tg

< 2 1 0 >  18  
< 2 1 1 >  43
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>
<223>Cebador PCR 

< 4 0 0 >  18
gggaatgtca taggctgccc g g c c a c c t g c  aggctgacgg cag

< 2 1 0 >  19
< 2 1 1 >  27
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>
<223>Cebador PCR 

< 4 00 >  19
gggcagccta t g a c a t t c c c  cccagag
<210> 20 
< 2 1 1 >  5 7 6
<212>ADN
<213> Homo sapiens 

< 4 0 0 >  20
ggagccctgg aggtccaggt ccctgaagac ccagtggtgg cactggtggg caccgatgcc

accctgtgct gctccttctc ccctgagcct ggcttcagcc tggcacagct caacctcatc

tggcagctga cagataccaa acagctggtg cacagctttg ctgagggcca ggaccagggc

agcgcctatg ccaaccgcac ggccctcttc ccggacctgc tggcacaggg caacgcatcc

ctgaggctgc agcgcgtgcg t g t g g c g g a c gagggcagct tcacctgctt cgtgagcatc

cgggatttcg gcagcgctgc cgtcagcctg caggtggccg ggcagcctat gacattcccc

ccagaggccc tgtgggtgac cgtggggctg tctgtctgtc tcattgcact gctggtggcc

ctggctttcg tgtgctggag a a a g a t c a a a cagagctgtg aggaggagaa tgcaggagct

gaggaccagg a t g g g g a g g g agaaggctcc aagacagccc tgcagcctct gaaacactct

gacagcaaag aagatgatgg acaagaaata gcctga

< 210> 21 
< 2 1 1 >  191
<212> PRT
<213> Homo sapiens

< 4 0 0 >  21

Gly Ala Leu Glu Val Gln Val Pro Glu Asp Pro Val Val Ala Leu Val
1 5 10 15

Gly Thr Asp Ala Thr Leu Cys Cys Ser Phe Ser Pro Glu Pro Gly Phe
20 25  30

Ser Leu Ala Gln Leu Asn Leu lie Trp Gln Leu Thr Asp Thr Lys Gln



9

35 40 45

Leu Val His Ser Phe Ala Glu Gly Gln Asp Gln Gly Ser Ala Tyr Ala
50 55 60

5
Asn Arg Thr Ala Leu Phe Pro Asp Leu Leu Ala Gln Gly Asn Ala Ser 
65 70  75  80

Leu Arg Leu Gln Arg Val Arg Val Ala Asp Glu Gly Ser Phe Thr Cys
10  85  90 95

Phe Val Ser lie Arg Asp Phe Gly Ser Ala Ala Val Ser Leu Gln Val
100 105 110

15 Ala Gly Gln Pro Met Thr Phe Pro Pro Glu Ala Leu Trp Val Thr Val
115 120 125

20
Gly Leu Ser Val Cys Leu lie Ala Leu Leu Val Ala Leu Ala Phe Val

130 135 140

Cys Trp Arg Lys lie Lys Gln Ser Cys Glu Glu Glu Asn Ala Gly Ala
145 150 155 160

Glu Asp Gln Asp Gly Glu Gly Glu Gly Ser Lys Thr Ala Leu Gln Pro
25 165 170 175

Leu Lys His Ser Asp Ser Lys Glu Asp Asp Gly Gln Glu lie Ala
1 8 0  185  190

30

35

< 2 1 0 >  22  
< 2 1 1 >  5 5 2  
<212>ADN
<213> Homo sapiens 

< 4 0 0 >  22
gctccctact cgaagcccag catgaccctg gagcccaaca aggacctgcg gccaggggac 60

acggtgacca tcacgtgctc cagctaccag ggctaccctg aggctgaggt gttctggcag 120

gatgggcagg gtgtgcccct gactggcaac gtgaccacgt cgcagatggc caacgagcag 180

ggcttgtttg atgtgcacag catcctgcgg gtggtgctgg gtgcaaatgg cacctacagc 2 40

tgcctggtgc gcaaccccgt gctgcagcag gatgcgcaca gctctgtcac catcacaccc 300

cagagaagcc ccacagggca gcctatgaca ttccccccag aggccctgtg ggtgaccgtg 360

gggctgtctg tctgtctcat tgcactgctg gtggccctgg ctttcgtgtg ctggagaaag 4 20

atcaaacaga gctgtgagga ggagaatgca ggagctgagg accaggatgg ggagggagaa 480

ggctccaaga cagccctgca gcctctgaaa cactctgaca gcaaagaaga tgatggacaa 54 0

gaaatagcct ga 552

40

45

50

55

< 2 1 0 >  23
< 2 1 1 >  183

60  <212> PRT
<213> Homo sapiens

< 4 0 0 >  23

65  Ala Pro Tyr Ser Lys Pro Ser Met Thr Leu Glu Pro Asn Lys Asp Leu 
1 5  10 15

£5^
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360
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10

Arg Pro Gly Asp Thr Val Thr lie Thr Cys Ser Ser Tyr Gln Gly Tyr
20 25 30

Pro Glu Ala Glu Val Phe Trp Gln Asp Gly Gln Gly Val Pro Leu Thr
35 40 45

Gly Asn Val Thr Thr Ser Gln Met Ala Asn Glu Gln Gly Leu Phe Asp
50  55  60

Val His Ser lie Leu Arg Val Val Leu Gly Ala Asn Gly Thr Tyr Ser
65 70 75 80

Cys Leu Val Arg Asn Pro Val Leu Gln Gln Asp Ala His Ser Ser Val
85 90 95

Thr lie Thr Pro Gln Arg Ser Pro Thr Gly Gln Pro Met Thr Phe Pro
100 105 110

Pro Glu Ala Leu Trp Val Thr Val Gly Leu Ser Val Cys Leu lie Ala
115 120 125

Leu Leu Val Ala Leu Ala Phe Val Cys Trp Arg Lys lie Lys Gln Ser
130  135  140

Cys Glu Glu Glu Asn Ala Gly Ala Glu Asp Gln Asp Gly Glu Gly Glu
145 150 155 160

Gly Ser Lys Thr Ala Leu Gln Pro Leu Lys His Ser Asp Ser Lys Glu
165 170 175

Asp Asp Gly Gln Glu lie Ala
180

< 2 1 0 >  24
< 2 1 1 >  5 7 6
<212>ADN
<213> Homo sapiens 

< 4 0 0 >  24
ggagccgtgg aggtccaggt ccctgaggac ccggtggtgg ccctagtggg c a c c g a t g c c

accctgcgct gctccttctc c c c c g a g c c t ggcttcagcc t g g c a c a g c t caacctcatc

tggcagctga cagacaccaa acagctggtg cacagtttca ccgaaggccg ggaccagggc

agcgcctatg ccaaccgcac ggccctcttc ccggacctgc tggcacaagg caatgcatcc

ctgaggctgc agcgcgtgcg tgtggcggac gagggcagct tcacctgctt cgtgagcatc

cgggatttcg gcagcgctgc cgtcagcctg caggtggccg ggcagcctat gacattcccc

ccagaggccc tgtgggtgac cgtggggctg tctgtctgtc tcattgcact g c t g g t g g c c

ctggctttcg tgtgctggag aaagatcaaa c a g a g c t g t g a g g a g g a g a a tgcaggagct

gaggaccagg a t g g g g a g g g agaaggctcc a a g a c a g c c c tgcagcctct gaaacactct

gacagcaaag aagatgatgg acaagaaata gcctga

< 2 1 0 >  25
< 2 1 1 >  191
< 2 1 2 >  PRT
<213> Homo sapiens

<400> 25
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Gly Ala Val Glu Val Gln Val Pro Glu Asp Pro Val Val Ala Leu Val
1 5  10 15

Gly Thr Asp Ala Thr Leu Arg Cys Ser Phe Ser Pro Glu Pro Gly Phe
20  25  30

Ser Leu Ala Gln Leu Asn Leu lie Trp Gln Leu Thr Asp Thr Lys Gln
35 40 45

Leu Val His Ser Phe Thr Glu Gly Arg Asp Gln Gly Ser Ala Tyr Ala
50  55 60

Asn Arg Thr A l a  Leu Phe Pro Asp Leu Leu Ala Gln Gly Asn Ala Ser
65 70 75 80

Leu Arg Leu Gln Arg Val Arg Val Ala Asp Glu Gly Ser Phe Thr Cys
85 90 95

Phe Val Ser lie Arg Asp Phe Gly Ser Ala Ala Val Ser Leu Gln Val
100 105 110

Ala Gly Gln Pro Met Thr Phe Pro Pro Glu Ala Leu Trp Val Thr Val
1 15  120  125

Gly Leu Ser Val Cys Leu lie Ala Leu Leu Val Ala Leu Ala Phe Val
130 135 140

Cys Trp Arg Lys lie Lys Gln Ser Cys Glu Glu Glu Asn Ala Gly Ala
145 150 155 160

Glu Asp Gln Asp Gly Glu Gly Glu Gly Ser Lys Thr Ala Leu Gln Pro
165 170 175

Leu Lys His Ser Asp Ser Lys Glu Asp Asp Gly Gln Glu lie Ala
180  185  190

< 2 1 0 >  26  
< 2 1 1 >  534
<212>ADN
<213> Homo sapiens 

< 4 0 0 >  26
gctccctact cgaagcccag catgaccctg gagcccaaca aggacctgcg gccaggggac 60

acggtgacca tcacgtgctc cagctaccgg ggctaccctg aggctgaggt gttctggcag 120

gatgggcagg gtgtgcccct gactggcaac gtgaccacgt cgcagatggc caacgagcag 180

ggcttgtttg atgtgcacag cgtcctgcgg gtggtgctgg gtgcgaatgg cacctacagc 2 40

tgcctggtgc gcaaccccgt gctgcagcag gatgcgcacg gctctgtcac catcacaggg 3 00

cagcctatga cattcccccc agaggccctg tgggtgaccg tggggctgtc tgtctgtctc 360

attgcactgc tggtggccct ggctttcgtg tgctggagaa agatcaaaca gagctgtgag 420

gaggagaatg caggagctga ggaccaggat ggggagggag aaggctccaa gacagccctg 480

cagcctctga aacactctga cagcaaagaa gatgatggac aagaaatagc ctga 534

< 2 1 0 >  27
< 2 1 1 >  177
< 2 12 >  PRT
<213> Homo sapiens
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<400> 27

Ala Pro Tyr Ser Lys Pro Ser Met Thr Leu Glu Pro Asn Lys Asp Leu
1 5  10 15

Arg Pro Gly Asp Thr Val Thr lie Thr Gys Ser Ser Tyr Arg Gly Tyr
20  25  30

Pro Glu Ala Glu Val Phe Trp Gln Asp Gly Gln Gly Val Pro Leu Thr
35  40 45

Gly Asn Val Thr Thr Ser Gln Met Ala Asn Glu Gln Gly Leu Phe Asp
50  55  60

Val His Ser Val Leu Arg Val Val Leu Gly Ala Asn Gly Thr Tyr Ser
65 70  75  80

Cys Leu Val Arg Asn Pro Val Leu Gln Gln Asp Ala His Gly Ser Val
85 90 95

Thr lie Thr Gly Gln Pro Met Thr Phe Pro Pro Glu Ala Leu Trp Val
100 105 110

Thr Val Gly Leu Ser Val Cys Leu lie Ala Leu Leu Val Ala Leu Ala
115 120 125

Phe Val Cys Trp Arg Lys lie Lys Gln Ser Cys Glu Glu Glu Asn Ala
1 30  135  140

Gly Ala Glu Asp Gln Asp Gly Glu Gly Glu Gly Ser Lys Thr Ala Leu
145 150 155 160

Gln Pro Leu Lys His Ser Asp Ser Lys Glu Asp Asp Gly Gln Glu lie 
165 170 175

Ala

< 2 1 0 >  28  
< 2 1 1 >  11 88  
<212>ADN
<213> Homo sapiens

< 4 0 0 >  28
gctccctact cgaagcccag catgaccctg gagcccaaca aggacctgcg gccaggggac

acggtgacca tcacgtgctc cagctaccag ggctaccctg aggctgaggt gttctggcag

gatgggcagg gtgtgcccct gactggcaac gtgaccacgt cgcagatggc caacgagcag

ggcttgtttg atgtgcacag catcctgcgg gtggtgctgg gtgcaaatgg cacctacagc

tgcctggtgc g c a a c c c c g t gctgcagcag gatgcgcaca gctctgtcac catcacaccc

cagagaagcc ccacaggagc cgtggaggtc caggtccctg a g g a c c c g g t ggtggcccta

gtgggcaccg atgccaccct gcgctgctcc ttctcccccg agcctggctt cagcctggca

cagctcaacc tcatctggca gctgacagac accaaacagc tggtgcacag tttcaccgaa

ggccgggacc agggcagcgc ctatgccaac cgcacggccc tcttcccgga cctgctggca

caaggcaatg catccctgag gctgcagcgc g t g c g t g t g g c g g a c g a g g g cagcttcacc

tgcttcgtga g c a t c c g g g a tttcggcagc gctgccgtca gcctgcaggt ggccgctccc
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tactcgaagc ccagcatgac c c t g g a g c c c aacaaggacc tgcggccagg ggacacggtg 720

accatcacgt gctccagcta ccggggctac cctgaggctg aggtgttctg gcaggatggg 7 80

cagggtgtgc ccctgactgg caacgtgacc acgtcgcaga tggccaacga gcagggcttg 840

tttgatgtgc acagcgtcct g c g g g t g g t g c t g g g t g c g a atggcaccta cagctgcctg 900

g t g c g c a a c c ccgtgctgca gcaggatgcg cacggctctg tcaccatcac agggcagcct 960

atgacattcc ccccagaggc cctgtgggtg accgtggggc tgtctgtctg tctcattgca 1 0 2 0

ctgctggtgg ccctggcttt cgtgtgctgg agaaagatca aacagagctg tgaggaggag 10 80

aatgcaggag ctgaggacca g g a t g g g g a g ggagaaggct ccaagacagc cctgcagcct 1140

ctgaaacact ctgacagcaa a g a a g a t g a t ggacaagaaa tagcctga 11 88

< 2 1 0 >  29
< 2 1 1 >  3 9 5
< 2 1 2 >  PRT
<213> Homo sapiens

< 4 0 0 >  29

Ala Pro Tyr Ser Lys Pro Ser Met Thr Leu Glu Pro Asn Lys Asp Leu
1 5  10 15

Arg Pro Gly Asp Thr Val Thr lie Thr Cys Ser Ser Tyr Gln Gly Tyr
20  25 30

Pro Glu Ala Glu Val Phe Trp Gln Asp Gly Gln Gly Val Pro Leu Thr
35 40 45

Gly Asn Val Thr Thr Ser Gln Met Ala Asn Glu Gln Gly Leu Phe Asp
50 55 60

Val His Ser lie Leu Arg Val Val Leu Gly Ala Asn Gly Thr Tyr Ser
65 70  75 80

Cys Leu Val Arg Asn Pro Val Leu Gln Gln Asp Ala His Ser Ser Val
85  90 95

Thr lie Thr Pro Gln Arg Ser Pro Thr Gly Ala Val Glu Val Gln Val
100 105 110

Pro Glu Asp Pro Val Val Ala Leu Val Gly Thr Asp Ala Thr Leu Arg
115  1 20  125

Cys Ser Phe Ser Pro Glu Pro Gly Phe Ser Leu Ala Gln Leu Asn Leu
1 30  135  140

lie Trp Gln Leu Thr Asp Thr Lys Gln Leu Val His Ser Phe Thr Glu
145 150 155 160

Gly Arg Asp Gln Gly Ser Ala Tyr Ala Asn Arg Thr Ala Leu Phe Pro
165 170 175

Asp Leu Leu Ala Gln Gly Asn Ala Ser Leu Arg Leu Gln Arg Val Arg
1 80  1 8 5  190

Val Ala Asp Glu Gly Ser Phe Thr Cys Phe Val Ser lie Arg Asp Phe
1 95  20 0  2 0 5

Gly Ser Ala Ala Val Ser Leu Gln Val Ala Ala Pro Tyr Ser Lys Pro
2 1 0  2 1 5  2 2 0

23fS
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Ser Met Thr Leu Glu Pro Asn Lys Asp Leu Arg Pro Gly Asp Thr Val
2 2 5  2 3 0  2 35  2 40

Thr lie Thr Gys Ser Ser Tyr Arg Gly Tyr Pro Glu Ala Glu Val Phe
2 45  2 5 0  2 55

Trp Gln Asp Gly Gln Gly Val Pro Leu Thr Gly Asn Val Thr Thr Ser
2 6 0  2 6 5  2 7 0

Gln Met Ala Asn Glu Gln Gly Leu Phe Asp Val His Ser Val Leu Arg
2 7 5  2 8 0  2 8 5

Val Val Leu Gly Ala Asn Gly Thr Tyr Ser Cys Leu Val Arg Asn Pro
2 9 0  2 9 5  300

Val Leu Gln Gln Asp Ala His Gly Ser Val Thr lie Thr Gly Gln Pro
3 05  3 1 0  3 15  3 20

Met Thr Phe Pro Pro Glu Ala Leu Trp Val Thr Val Gly Leu Ser Val
3 25  33 0  3 35

Cys Leu lie Ala Leu Leu Val Ala Leu Ala Phe Val Cys Trp Arg Lys
3 4 0  3 4 5  3 50

lie Lys Gln Ser Cys Glu Glu Glu Asn Ala Gly Ala Glu Asp Gln Asp
3 5 5  36 0  365

Gly Glu Gly Glu Gly Ser Lys Thr Ala Leu Gln Pro Leu Lys His Ser
37 0  3 75  380

Asp Ser Lys Glu Asp Asp Gly Gln Glu lie Ala
3 85  3 9 0  395

< 2 1 0 >  30
< 2 1 1 >  8 73
<212>ADN
<213> Homo sapiens 

< 4 0 0 >  30
g g a g c c g t g g aggtccaggt ccctgaggac c c g g t g g t g g ccctagtggg c a c c g a t g c c

accctgcgct gctccttctc ccccgagcct ggcttcagcc t g g c a c a g c t caacctcatc

tggcagctga cagacaccaa acagctggtg cacagtttca ccgaaggccg ggaccagggc

agcgcctatg ccaaccgcac ggccctcttc ccggacctgc tggcacaagg caatgcatcc

ctgaggctgc a g c g c g t g c g tgtggcggac gagggcagct tcacctgctt cgtgagcatc

cgggatttcg gcagcgctgc cgtcagcctg caggtggccg ctccctactc gaagcccagc

atgaccctgg agcccaacaa ggacctgcgg ccaggggaca cggtgaccat cacgtgctcc

agctaccggg gctaccctga ggctgaggtg ttctggcagg a t g g g c a g g g tgtgcccctg

actggcaacg tgaccacgtc g c a g a t g g c c aacgagcagg gcttgtttga tgtgcacagc

gtcctgcggg tggtgctggg tgcgaatggc acctacagct gcctggtgcg caaccccgtg

ctgcagcagg atgcgcacgg ctctgtcacc atcacagggc agcctatgac attcccccca

gaggccctgt gggtgaccgt ggggctgtct gtctgtctca ttgcactgct ggtggccctg

gctttcgtgt gctggagaaa gatcaaacag agctgtgagg aggagaatgc aggagctgag

gaccaggatg g g g a g g g a g a aggctccaag acagccctgc agcctctgaa a c a c t c t g a c
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agcaaagaag atgatggaca agaaatagcc tga

<21 0 > 31
<21 1 > 2 9 0
< 2 12 > PRT
<21 3 > Homo

< 4 0 0> 31

Gly Ala Val Glu Val Gln Val Pro Glu Asp Pro Val Val Ala Leu Val
1 5  10 15

Gly Thr Asp Ala Thr Leu Arg Cys Ser Phe Ser Pro Glu Pro Gly Phe
20  25  30

Ser Leu Ala Gln Leu Asn Leu lie Trp Gln Leu Thr Asp Thr Lys Gln
35 40 45

Leu Val His Ser Phe Thr Glu Gly Arg Asp Gln Gly Ser Ala Tyr Ala
50 55 60

Asn Arg Thr Ala Leu Phe Pro Asp Leu Leu Ala Gln Gly Asn Ala Ser
65 70  75 80

Leu Arg Leu Gln Arg Val Arg Val Ala Asp Glu Gly Ser Phe Thr Cys
85  90 95

Phe Val Ser lie Arg Asp Phe Gly Ser Ala Ala Val Ser Leu Gln Val
100 105 110

Ala Ala Pro Tyr Ser Lys Pro Ser Met Thr Leu Glu Pro Asn Lys Asp
115  120  125

Leu Arg Pro Gly Asp Thr Val Thr lie Thr Cys Ser Ser Tyr Arg Gly
130  135  140

Tyr Pro Glu Ala Glu Val Phe Trp Gln Asp Gly Gln Gly Val Pro Leu
145 150 155 160

Thr Gly Asn Val Thr Thr Ser Gln Met Ala Asn Glu Gln Gly Leu Phe
165 170 175

Asp Val His Ser Val Leu Arg Val Val Leu Gly Ala Asn Gly Thr Tyr
180 185 190

Ser Cys Leu Val Arg Asn Pro Val Leu Gln Gln Asp Ala His Gly Ser
195  2 0 0  2 0 5

Val Thr lie Thr Gly Gln Pro Met Thr Phe Pro Pro Glu Ala Leu Trp
2 1 0  2 1 5  2 2 0

Val Thr Val Gly Leu Ser Val Cys Leu lie Ala Leu Leu Val Ala Leu
2 2 5  2 30  2 3 5  2 40

Ala Phe Val Cys Trp Arg Lys lie Lys Gln Ser Cys Glu Glu Glu Asn
2 45  2 5 0  25 5

Ala Gly Ala Glu Asp Gln Asp Gly Glu Gly Glu Gly Ser Lys Thr Ala
2 6 0  2 6 5  2 7 0

Leu Gln Pro Leu Lys His Ser Asp Ser Lys Glu Asp Asp Gly Gln Glu
2 7 5  2 8 0  28 5

lie Ala 
2 90

8 73

Z 3 8
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< 2 1 0 >  32  
< 2 1 1 >  9 09  
<212>ADN
<213> Homo sapiens 

< 4 0 0 >  32
atgcggctgg gcagtcctgg actgctcttc ctgctcttca gcagccttcg agctgatact

caggagaagg aagtcagagc gatggtaggc agcgacgtgg agctcagctg cgcttgccct

gaaggaagcc gttttgattt aaatgatgtt tacgtatatt ggcaaaccag tgagtcgaaa

accgtggtga cctaccacat cccacagaac agctccttgg aaaacgtgga cagccgctac

cggaaccgag ccctgatgtc accggccggc atgctgcggg gcgacttctc cctgcgcttg

ttcaacgtca ccccccagga cgagcagaag tttcactgcc tggtgttgag ccaatccctg

ggattccagg aggttttgag cgttgaggtt acactgcatg tggcagcaaa cttcagcgtg

cccgtcgtca gcgcccccca cagcccctcc caggatgagc tcaccttcac gtgtacatcc

ataaacggct accccaggcc caacgtgtac tggatcaata agacggacaa cagcctgctg

gaccaggctc tgcagaatga caccgtcttc ttgaacatgc ggggcttgta tgacgtggtc

agcgtgctga ggatcgcacg gacccccagc gtgaacattg gctgctgcat agagaacgtg

cttctgcagc agaacctgac tgtcggcagc cagacaggaa atgacatcgg agagagagac

aagatcacag agaatccagt cagtaccggc gagaaaaacg cggccacgtg gagcatcctg

gctgtcctgt gcctgcttgt g g t c g t g g c g gtggccatag g c t g g g t g t g cagggaccga

tgcctccaac acagctatgc aggtgcctgg gctgtgagtc cggagacaga gctcactggc

cacgtttga

< 2 1 0 >  33
< 2 1 1 >  3 02
< 2 1 2 >  PRT
<213> Homo sapiens

< 4 00 >  33

Met Arg Leu Gly Ser Pro Gly 
1 5

Arg Ala Asp Thr Gln Glu Lys 
20

Val Glu Leu Ser Cys Ala Cys 
35

Asp Val Tyr Val Tyr Trp Gln 
50 55

Tyr His lie Pro Gln Asn Ser 
65 70

Arg Asn Arg Ala Leu Met Ser 
85

Ser Leu Arg Leu Phe Asn Val 
100

Leu Leu Phe Leu 
10

Glu Val Arg Ala 
25

Pro Glu Gly Ser 
40

Thr Ser Glu Ser

Ser Leu Glu Asn 
75

Pro Ala Gly Met 
90

Thr Pro Gln Asp 
105

Leu Phe Ser Ser Leu 
15

Met Val Gly Ser Asp 
30

Arg Phe Asp Leu Asn 
45

Lys Thr Val Val Thr 
60

Val Asp Ser Arg Tyr 
80

Leu Arg Gly Asp Phe 
95

Glu Gln Lys Phe His 
110
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Cys Leu Val Leu Ser Gln Ser Leu Gly Phe Gln Glu Val Leu Ser Val
115  120  125

Glu Val Thr Leu His Val Ala Ala Asn Phe Ser Val Pro Val Val Ser
130 135 140

Ala Pro His Ser Pro Ser Gln Asp Glu Leu Thr Phe Thr Cys Thr Ser
145 150 155 160

lie Asn Gly Tyr Pro Arg Pro Asn Val Tyr Trp lie Asn Lys Thr Asp
1 65  1 70  175

Asn Ser Leu Leu Asp Gln Ala Leu Gln Asn Asp Thr Val Phe Leu Asn
1 80  1 8 5  190

Met Arg Gly Leu Tyr Asp Val Val Ser Val Leu Arg lie Ala Arg Thr
19 5  2 0 0  205

Pro Ser Val Asn lie Gly Cys Cys lie Glu Asn Val Leu Leu Gln Gln
2 1 0  2 15  2 2 0

Asn Leu Thr Val Gly Ser Gln Thr Gly Asn Asp lie Gly Glu Arg Asp
2 2 5  2 3 0  2 3 5  24 0

Lys lie Thr Glu Asn Pro Val Ser Thr Gly Glu Lys Asn Ala Ala Thr
2 4 5  2 5 0  25 5

Trp Ser lie Leu Ala Val Leu Cys Leu Leu Val Val Val Ala Val Ala
2 6 0  2 6 5  2 7 0

lie Gly Trp Val Cys Arg Asp Arg Cys Leu Gln His Ser Tyr Ala Gly
2 7 5  2 8 0  285

Ala Trp Ala Val Ser Pro Glu Thr Glu Leu Thr Gly His Val
2 90 29 5 300

< 2 1 0 >  34 
< 2 1 1 >  87 3  
<212>ADN
<213> Homo sapiens

< 4 0 0 >  34

atgaggatat ttgctgtctt tatattcatg acctactggc atttgctgaa cgcatttact

gtcacggttc ccaaggacct atatgtggta gagtatggta gcaatatgac aattgaatgc

aaattcccag tagaaaaaca attagacctg gctgcactaa ttgtctattg ggaaatggag

gataagaaca ttattcaatt tgtgcatgga gaggaagacc tgaaggttca gcatagtagc

tacagacaga gggcccggct gttgaaggac cagctctccc tgggaaatgc tgcacttcag

atcacagatg tgaaattgca ggatgcaggg gtgtaccgct gcatgatcag ctatggtggt

gccgactaca agcgaattac tgtgaaagtc aatgccccat acaacaaaat caaccaaaga

attttggttg tggatccagt cacctctgaa catgaactga catgtcaggc tgagggctac

cccaaggccg aagtcatctg gacaagcagt gaccatcaag tcctgagtgg taagaccacc

accaccaatt ccaagagaga ggagaagctt ttcaatgtga ccagcacact gagaatcaac

acaacaacta atgagatttt ctactgcact tttaggagat tagatcctga ggaaaaccat
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acagctgaat tggtcatccc agaactacct ctggcacatc ctccaaatga aaggactcac 720

ttggtaattc tgggagccat cttattatgc cttggtgtag cactgacatt catcttccgt 780

ttaagaaaag ggagaatgat ggatgtgaaa aaatgtggca tccaagatac aaactcaaag 840

aagcaaagtg atacacattt ggaggagacg taa 873

< 2 i o >  :
< 2 i i >  : 
< 2 i 2 >  : 
< 2 13 >  1

< 4 0 0 >  .

35
290
PRT
Homo

35

sapiens

Met
1

Arg lie Phe Ala
5

V a l Phe lie Phe Met
10

Thr Tyr Trp His Leu
15

Leu

Asn Ala Phe Thr
20

V a l Thr Val Pro Lys
25

Asp Leu Tyr V a l Val
30

Glu Tyr

Gly S e r Asn
35

Met Thr lie Glu Cys
40

Lys Phe Pro Val Glu
45

Lys Gln Leu

Asp Leu
50

Ala Ala Leu lie Val
55

Tyr Trp Glu Met Glu
60

Asp Lys Asn lie

lie
65

Gln Phe Val His Gly
70

Glu Glu Asp Leu Lys
75

V a l Gln His S e r S e r
80

Tyr Arg Gln Arg A l a
85

Arg Leu Leu Lys Asp
90

Gln Leu S e r Leu G l y
95

Asn

Ala Ala Leu Gln
100

lie Thr Asp Val Lys
105

Leu Gln Asp Ala Gly
110

Val Tyr

Arg Cys Met
115

lie Ser Tyr Gly Gly
120

Ala Asp Tyr Lys Arg
125

lie Thr Val

Lys Val
130

Asn Ala Pro Tyr Asn
135

Lys lie Asn Gln Arg
140

lie Leu Val Val

Asp
145

Pro Val Thr S e r Glu
150

His Glu Leu Thr Cys
155

Gln Ala Glu G ly Tyr
160

Pro Lys Ala Glu V a l
165

lie Trp Thr S e r Ser
170

Asp His Gln Val Leu
175

S e r

Gly Lys Thr Thr
180

Thr Thr Asn Ser Lys
185

Arg Glu Glu Lys Leu
190

Phe Asn

Val Thr Ser
195

Thr Leu Arg lie Asn
20 0

Thr Thr Thr Asn Glu
2 05

lie Phe Tyr

Cys Thr
210

Phe Arg Arg Leu Asp
215

Pro Glu Glu Asn His
2 20

Thr Ala Glu Leu

Val
2 25

lie Pro Glu Leu Pro
2 30

Leu Ala His Pro Pro
235

Asn Glu Arg Thr His
2 40

Leu Val l i e Leu Gly
2 45

Ala lie Leu Leu Cys
2 50

Leu Gly V a l Ala Leu
25 5

Thr

Phe lie Phe Arg Leu Arg Lys Gly Arg Met Met Asp V a l Lys Lys Cys
2 6 0  2 6 5  2 70

Z4\
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Gly lie Gln Asp Thr Asn Ser Lys Lys Gln Ser Asp Thr His Leu Glu 
2 7 5  2 8 0  2 8 5

Glu Thr 
2 90

< 2 1 0>  36  
< 2 1 1>  9 09  
<212>ADN
<213> Homo sapiens 

< 4 0 0 >  36
atgcggctgg gcagtcctgg actgctcttc ctgctcttca gcagccttcg agctgatact

caggagaagg aagtcagagc gatggtaggc agcgacgtgg agctcagctg cgcttgccct

gaaggaagcc gttttgattt aaatgatgtt tacgtatatt ggcaaaccag tgagtcgaaa

accgtggtga cctaccacat cccacagaac agctccttgg aaaacgtgga cagccgctac

cggaaccgag ccctgatgtc accggccggc atgctgcggg gcgacttctc cctgcgcttg

ttcaacgtca ccccccagga cgagcagaag tttcactgcc tggtgttgag ccaatccctg

ggattccagg aggttttgag cgttgaggtt acactgcatg tggcagcaaa cttcagcgtg

cccgtcgtca gcgcccccca cagcccctcc caggatgagc tcaccttcac gtgtacatcc

ataaacggct accccaggcc caacgtgtac tggatcaata agacggacaa cagcctgctg

gaccaggctc tgcagaatga caccgtcttc ttgaacatgc ggggcttgta tgacgtggtc

agcgtgctga ggatcgcacg gacccccagc gtgaacattg gctgctgcat agagaacgtg

cttctgcagc agaacctgac tgtcggcagc cagacaggaa atgacatcgg agagagagac

aagatcacag agaatccagt cagtaccggc gagaaaaacg cggccacgtg gagcatcctg

gctgtcctgt gcctgcttgt ggtcgtggcg gtggccatag gctgggtgtg cagggaccga

tgcctccaac acagctatgc aggtgcctgg gctgtgagtc cggagacaga gctcactggc

cacgtttga

< 2 1 0 >  37
< 2 1 1 >  302
< 2 1 2 >  PRT
<213> Homo sapiens

< 4 0 0 >  37

Met Arg Leu Gly Ser Pro Gly Leu Leu Phe Leu Leu Phe Ser Ser Leu
1 5  10 15

Arg Ala Asp Thr Gln Glu Lys Glu Val Arg Ala Met Val Gly Ser Asp
20  25  30

Val Glu Leu Ser Cys Ala Cys Pro Glu Cly Ser Arg Phe Asp Leu Asn
35 40 45

Asp Val Tyr Val Tyr Trp Gln Thr Ser Glu Ser Lys Thr Val Val Thr
50  55  60

Tyr His lie Pro Gln Asn Ser Ser Leu Glu Asn Val Asp Ser Arg Tyr 
65 70  75 80
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Arg Asn Arg Ala Leu Met Ser Pro Ala Gly Met Leu Arg Gly Asp Phe 
85  90 95

5 Ser Leu Arg Leu Phe Asn Val Thr Pro Gln Asp Glu Gln Lys Phe His
100 105 110

Cys Leu Val Leu Ser Gln Ser Leu Gly Phe Gln Glu Val Leu Ser Val
115 120 125

10

25

40

45

50

55

60

65

Glu Val Thr Leu His Val Ala Ala Asn Phe Ser Val Pro Val Val Ser 
1 30  135  140

Ala Pro His Ser Pro Ser Gln Asp Glu Leu Thr Phe Thr Cys Thr Ser
15 145 150 155 160

lie Asn Gly Tyr Pro Arg Pro Asn Val Tyr Trp lie Asn Lys Thr Asp
165 170 175

20 Asn Ser Leu Leu Asp Gln Ala Leu Gln Asn Asp Thr Val Phe Leu Asn
18 0  185  190

Met Arg Gly Leu Tyr Asp Val Val Ser Val Leu Arg lie Ala Arg Thr
195  2 0 0  2 0 5

Pro Ser Val Asn lie Gly Cys Cys lie Glu Asn Val Leu Leu Gln Gln 
2 1 0  2 1 5  2 2 0

Asn Leu Thr Val Gly Ser Gln Thr Gly Asn Asp lie Gly Glu Arg Asp
30  2 2 5  2 3 0  2 3 5  2 4 0

Lys lie Thr Glu Asn Pro Val Ser Thr Gly Glu Lys Asn Ala Ala Thr
2 45  2 50  2 55

35  Trp Ser lie Leu Ala Val Leu Cys Leu Leu Val Val Val Ala Val Ala
2 6 0  2 6 5  2 7 0

lie Gly Trp Val Cys Arg Asp Arg Cys Leu Gln His Ser Tyr Ala Gly
2 7 5  2 8 0  2 8 5

Ala Trp Ala Val Ser Pro Glu Thr Glu Leu Thr Gly His Val
2 90 2 95 300

< 2 1 0 >  38  
< 2 1 1 >  867  
<212>ADN
<213> Homo sapiens

< 4 0 0 >  38
atgggccaca cacggaggca gggaacatca ccatccaagt gtccatacct caatttcttt 60

cagctcttgg tgctggctgg tctttctcac ttctgttcag gtgttatcca cgtgaccaag 120

gaagtgaaag aagtggcaac gctgtcctgt ggtcacaatg tttctgttga agagctggca 180

caaactcgca tctactggca aaaggagaag aaaatggtgc tgactatgat gtctggggac 2 40

atgaatatat ggcccgagta caagaaccgg accatctttg atatcactaa taacctctcc 3 00

attgtgatcc tggctctgcg cccatctgac g a g g g c a c a t acgagtgtgt tgttctgaag 3 60

tatgaaaaag acgctttcaa gcgggaacac ctggctgaag tgacgttatc agtcaaagct 420

gacttcccta cacctagtat atctgacttt gaaattccaa cttctaatat tagaaggata 480

atttgctcaa cctctggagg ttttccagag cctcacctct cctggttgga aaatggagaa 5 40
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30

50

65

gaattaaatg ccatcaacac aacagtttcc caagatcctg aaactgagct ctatgctgtt 600

agcagcaaac tggatttcaa tatgacaacc aaccacagct tcatgtgtct catcaagtat 660

ggacatttaa gagtgaatca gaccttcaac tggaatacaa ccaagcaaga gcattttcct 7 20

gataacctgc tcccatcctg ggccattacc ttaatctcag taaatggaat ttttgtgata 7 80

tgctgcctga cctactgctt tgccccaaga tgcagagaga gaaggaggaa tgagagattg 840

agaagggaaa gtgtacgccc tgtatag 867

15 < 2 1 0 >  39
< 2 1 1 >  288  
< 2 1 2 >  PRT
<213> Homo sapiens

20 < 4 0 0 >  39

Met Gly His Thr Arg Arg Gln Gly Thr Ser Pro Ser Lys Cys Pro Tyr 
1 5  10 15

25 Leu Asn Phe Phe Gln Leu Leu Val Leu Ala Gly Leu Ser His Phe Cys
20 25 30

Ser Gly Val lie His Val Thr Lys Glu Val Lys Glu Val Ala Thr Leu
35  40 45

Ser Cys Gly His Asn Val Ser Val Glu Glu Leu Ala Gln Thr Arg lie 
50 55 60

Tyr Trp Gln Lys Glu Lys Lys Met Val Leu Thr Met Met Ser Gly Asp
35  65 70 75 80

Met Asn lie Trp Pro Glu Tyr Lys Asn Arg Thr lie Phe Asp lie Thr
85  90 95

Asn Asn Leu Ser lie Val lie Leu Ala Leu Arg Pro Ser Asp Glu Gly
40 100 105 H O

Thr Tyr Glu Cys Val Val Leu Lys Tyr Glu Lys Asp Ala Phe Lys Arg
1 15  1 20  125

45 Glu His Leu Ala Glu Val Thr Leu Ser Val Lys Ala Asp Phe Pro Thr
130 135 140

Pro Ser lie Ser Asp Phe Glu lie Pro Thr Ser Asn lie Arg Arg lie
145 150 155 160

lie Cys Ser Thr Ser Gly Gly Phe Pro Glu Pro His Leu Ser Trp Leu 
165 170 175

Glu Asn Gly Glu Glu Leu Asn Ala lie Asn Thr Thr Val Ser Gln Asp
55 180 185 190

Pro Glu Thr Glu Leu Tyr Ala Val Ser Ser Lys Leu Asp Phe Asn Met
195  2 0 0  20 5

60 Thr Thr Asn His Ser Phe Met Cys Leu lie Lys Tyr Gly His Leu Arg
2 1 0  2 1 5  2 2 0

Val Asn Gln Thr Phe Asn Trp Asn Thr Thr Lys Gln Glu His Phe Pro 
2 2 5  2 30  2 3 5  24 0

Asp Asn Leu Leu Pro Ser Trp Ala lie Thr Leu lie Ser Val Asn Gly 
2 4 5  2 5 0  2 55
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lie Phe Val lie Cys Cys Leu Thr Tyr Cys Phe Ala Pro Arg Cys Arg
2 6 0  2 6 5  2 7 0

Glu Arg Arg Arg Asn Glu Arg Leu Arg Arg Glu Ser Val Arg Pro Val
2 75  2 8 0  285

< 2 1 0 >  40
< 2 1 1>  990
<212>ADN
<213> Homo sapiens 

< 4 0 0 >  40
atggatcccc agtgcactat gggactgagt aacattctct ttgtgatggc cttcctgctc

tctggtgctg ctcctctgaa gattcaagct tatttcaatg agactgcaga cctgccatgc

caatttgcaa actctcaaaa ccaaagcctg agtgagctag tagtattttg gcaggaccag

gaaaacttgg ttctgaatga ggtatactta ggcaaagaga aatttgacag tgttcattcc

aagtatatgg
cagatcaagg

gccgcacaag
acaagggctt

ttttgattcg
gtatcaatgt

gacagttgga
atcatccatc

ccctgagact
acaaaaagcc

tcacaatctt
cacaggaatg

attcgcatcc accagatgaa ttctgaactg tcagtgcttg ctaacttcag tcaacctgaa

atagtaccaa tttctaatat aacagaaaat gtgtacataa atttgacctg ctcatctata

cacggttacc cagaacctaa gaagatgagt gttttgctaa gaaccaagaa ttcaactatc

gagtatgatg gtattatgca gaaatctcaa gataatgtca cagaactgta cgacgtttcc

atcagcttgt ctgtttcatt ccctgatgtt acgagcaata tgaccatctt ctgtattctg

gaaactgaca agacgcggct tttatcttca cctttctcta tagagcttga ggaccctcag

cctcccccag accacattcc ttggattaca gctgtacttc caacagttat tatatgtgtg

atggttttct gtctaattct atggaaatgg aagaagaaga agcggcctcg caactcttat

aaatgtggaa ccaacacaat ggagagggaa gagagtgaac agaccaagaa aagagaaaaa

atccatatac ctgaaagatc tgatgaagcc cagcgtgttt ttaaaagttc gaagacatct

tcatgcgaca aaagtgatac atgtttttag

< 2 1 0 >  41
< 2 1 1 >  3 2 9
< 2 1 2 >  PRT
<213> Homo sapiens

< 4 0 0 >  41

Met Asp Pro Gln Cys Thr Met Gly Leu Ser Asn lie Leu Phe Val Met 
1 5  10 15

Ala Phe Leu Leu Ser Gly Ala Ala Pro Leu Lys lie Gln Ala Tyr Phe
20  25 30

Asn Glu Thr Ala Asp Leu Pro Cys Gln Phe Ala Asn Ser Gln Asn Gln
35  40 45

Ser Leu Ser Glu Leu Val Val Phe Trp Gln Asp Gln Glu Asn Leu Val 
50  55  60
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Leu Asn Glu Val Tyr Leu Gly Lys Glu Lys Phe Asp Ser Val His Ser
65 70  75 80

Lys Tyr Met Gly Arg Thr Ser Phe Asp Ser Asp Ser Trp Thr Leu Arg
5 85  90 95

Leu His Asn Leu Gln lie Lys Asp Lys Gly Leu Tyr Gln Cys lie lie
100 105 110

10 His His Lys Lys Pro Thr Gly Met lie Arg lie His Gln Met Asn Ser
115  120  125

Glu Leu Ser Val Leu Ala Asn Phe Ser Gln Pro Glu lie Val Pro lie
130 135 140

15 Ser Asn lie Thr Glu Asn Val Tyr lie Asn Leu Thr Cys Ser Ser lie
145 150 155 160

His Gly Tyr Pro Glu Pro Lys Lys Met Ser Val Leu Leu Arg Thr Lys
165 170 175

20

35

65

Asn Ser Thr lie Glu Tyr Asp Gly lie Met Gln Lys Ser Gln Asp Asn 
1 80  185  190

Val Thr Glu Leu Tyr Asp Val Ser lie Ser Leu Ser Val Ser Phe Pro
25 195  2 0 0  20 5

Asp Val Thr Ser Asn Met Thr lie Phe Cys lie Leu Glu Thr Asp Lys
2 1 0  2 1 5  2 2 0

30  Thr Arg Leu Leu Ser Ser Pro Phe Ser lie Glu Leu Glu Asp Pro Gln
2 2 5  2 3 0  2 3 5  2 40

Pro Pro Pro Asp His lie Pro Trp lie Thr Ala Val Leu Pro Thr Val
2 45  2 5 0  2 5 5

lie lie Cys Val Met Val Phe Cys Leu lie Leu Trp Lys Trp Lys Lys 
2 6 0  2 6 5  2 7 0

Lys Lys Arg Pro Arg Asn Ser Tyr Lys Cys Gly Thr Asn Thr Met Glu
40 2 7 5  2 8 0  285

Arg Glu Glu Ser Glu Gln Thr Lys Lys Arg Glu Lys lie His lie Pro
2 9 0  2 95  3 0 0

4 5  Glu Arg Ser Asp Glu Ala Gln Arg Val Phe Lys Ser Ser Lys Thr Ser 
3 0 5  3 1 0  3 1 5  320

Ser Cys Asp Lys Ser Asp Thr Cys Phe 
325

50

< 2 1 0 >  42
< 2 1 1 >  8 4 9
<212>ADN

55 <213> Homo sapiens

< 4 0 0 >  42

60

atggcttccc tggggcagat cctcttctgg agcataatta gcatcatcat tattctggct. 60

ggagcaattg cactcatcat tggctttggt atttcaggga gacactccat cacagtcact 120

actgtcgcct cagctgggaa cattggggag gatggaatcc tgagctgcac ttttgaacct 180

gacatcaaac tttctgatat cgtgatacaa tggctgaagg aaggtgtttt aggcttggtc 2 40

catgagttca
acagcagtgt

aagaaggcaa
ttgctgatca

agatgagctg
agtgatagtt

tcggagcagg
ggcaatgcct

atgaaatgtt
ctttgcggct

cagaggccgg
gaaaaacgtg

3 00
360

2-4-6
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caactcacag atgctggcac ctacaaatgt tatatcatca cttctaaagg caaggggaat 420

gctaaccttg agtataaaac tggagccttc agcatgccgg aagtgaatgt ggactataat 480

gccagctcag agaccttgcg gtgtgaggct ccccgatggt tcccccagcc cacagtggtc 5 40

tgggcatccc aagttgacca gggagccaac ttctcggaag tctccaatac cagctttgag 600

ctgaactctg agaatgtgac catgaaggtt gtgtctgtgc tctacaatgt tacgatcaac 660

aacacatact cctgtatgat tgaaaatgac attgccaaag caacagggga tatcaaagtg 7 20

acagaatcgg agatcaaaag gcggagtcac ctacagctgc taaactcaaa ggcttctctg 7 80

tgtgtctctt

ctaaaatag

ctttctttgc catcagctgg gcacttctgc ctctcagccc ttacctgatg 840

8 49

< 2 1 0 >  43
< 2 1 1 >  2 8 2  
< 2 1 2 >  PRT
<213> Homo sapiens

< 4 0 0 >  43

Met Ala Ser Leu Gly Gln lie Leu Phe Trp Ser lie lie Ser lie lie
1 5  10 15

lie lie Leu Ala Gly Ala lie Ala Leu lie lie Gly Phe Gly lie Ser
20  25  30

Gly Arg His Ser lie Thr Val Thr Thr Val Ala Ser Ala Gly Asn lie
35 35 40 45

Gly Glu Asp Gly lie Leu Ser Cys Thr Phe Glu Pro Asp lie Lys Leu
50  55  60

4 0  Ser Asp lie Val lie Gln Trp Leu Lys Glu Gly Val Leu Gly Leu Val.
65 70 75 80

His Glu Phe Lys Glu Gly Lys Asp Glu Leu Ser Glu Gln Asp Glu Met
85 90 95

Phe Arg Gly Arg Thr Ala Val Phe Ala Asp Gln Val lie Val Gly Asn
100 105 110

Ala Ser Leu Arg Leu Lys Asn Val Gln Leu Thr Asp Ala Gly Thr Tyr
50 115 120 125

Lys Cys Tyr lie lie Thr Ser Lys Gly Lys Gly Asn Ala Asn Leu Glu
130 135 140

55 Tyr Lys Thr Gly Ala Phe Ser Met Pro Glu Val Asn Val Asp Tyr Asn
145 150 155 160

Ala Ser Ser Glu Thr Leu Arg Cys Glu Ala Pro Arg Trp Phe Pro Gln
165 170 175

Pro Thr Val Val Trp Ala Ser Gln Val Asp Gln Gly Ala Asn Phe Ser 
180  1 8 5  190

Glu Val Ser Asn Thr Ser Phe Glu Leu Asn Ser Glu Asn Val Thr Met
65  1 95  2 0 0  2 0 5

Lys Val Val Ser Val Leu Tyr Asn Val Thr lie Asn Asn Thr Tyr Ser
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2 1 0 215 2 2 0

Cys Met lie Glu 
2 25

Asn Asp lie Ala Lys Ala Thr Gly Asp lie Lys Val
2 30 23 5 24 0

Thr Glu Ser Glu lie Lys Arg Arg Ser His Leu Gln Leu Leu Asn Ser
2 45 250 255

Lys Ala Ser Leu Cys Val Ser Ser Phe Phe Ala lie Ser Trp Ala Leu
2 60 26 5 2 70

Leu Pro Leu Ser 
27 5

Pro Tyr Leu Met Leu Lys 
2 80

< 2 1 0 >  44
<211> 10 
< 2 1 2 >  PRT
<213> Mus musculus

< 4 0 0 >  44

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

< 2 1 0 >  45
< 2 1 1 >  14
< 2 1 2 >  PRT
<213> Mus musculus

<4 00> 45

lie Val Leu Ser Gln Ser Pro Thr lie Leu Ser Ala Ser Pro 
1 5  10

< 2 1 0 >  46
< 2 1 1 >  26  
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>
< 2 2 3 > C e b a d o r  PCR 

< 4 0 0 >  46
aagaattcat ggaatggagt tggata 26

< 2 1 0 >  47
< 2 1 1 >  32
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>
<223>Cebador PCR 

< 4 0 0 >  47
aagatatctc atttacccgg agtccgggag aa 32

< 2 1 0 >  48
< 2 1 1 >  26  
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>

Z4̂ >
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1 2 6 0

1 3 2 0

26
< 2 2 3 > C e b a d o r  PCR 

< 4 0 0 >  48
aagaattcat ggattttctg gtgcag

< 2 1 0 >  49
< 2 1 1 >  32
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>
< 2 2 3 > C e b a d o r  PCR 

< 4 0 0 >  49
aagatatctt aacactcatt cctgttgaag ct

< 2 1 0 >  50  
< 2 11 >  1412  
<212>ADN
<213> Mus

!

musculus

< 4 0 0 >  50
atggaatgga gttggatatt tctctttctc ctgtcaggaa ctgcaggtgt ccactctgag

gtccagctgc agcagtctgg acctgagctg gtaaagcctg gggcttcagt gaagatgtcc

tgcaaggctt ctggatacac attcactaac tatgttatgc actgggtgaa gcagaagcct

gggcagggcc ttgagtggat tggatatatt aatccttaca atgatgatgt taagtacaat

gagaagttca aaggcaaggc cacacagact tcagacaaat cctccagcac agcctacatg

gagctcagca gcctgacctc tgaggactct gcggtctatt actgtgcaag atgggggtac

tacggtagtc ccttatacta ctttgactac tggggccaag gcaccactct cacagtctcc

tcagccaaaa caacagcccc atcggtctat ccactggccc ctgtgtgtgg agatacaact

ggctcctcgg tgactctagg atgcctggtc aagggttatt tccctgagcc agtgaccttg

acctggaact ctggatccct gtccagtggt gtgcacacct tcccagctgt cctgcagtct

gacctctaca ccctcagcag ctcagtgact gtaacctcga gcacctggcc cagccagtcc

atcacctgca atgtggccca cccggcaagc agcaccaagg tggacaagaa aattgagccc

agagggccca caatcaagcc ctgtcctcca tgcaaatgcc cagcacctaa cctcttgggt

ggaccatccg tcttcatctt ccctccaaag atcaaggatg tactcatgat ctccctgagc

cccatagtca catgtgtggt ggtggatgtg agcgaggatg acccagatgt ccagatcagc

tggtttgtga acaacgtgga agtacacaca gctcagacac aaacccatag agaggattac

aacagtactc tccgggtggt cagtgccctc cccatccagc accaggactg gatgagtggc

aaggagttca aatgcaaggt caacaacaaa gacctcccag cgcccatcga gagaaccatc

tcaaaaccca aagggtcagt aagagctcca caggtatatg tcttgcctcc accagaagaa

gagatgacta agaaacaggt cactctgacc tgcatggtca cagacttcat gcctgaagac

atttacgtgg agtggaccaa caacgggaaa acagagctaa actacaagaa cactgaacca

gtcctggact ctgatggttc ttacttcatg tacagcaagc tgagagtgga aaagaagaac
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tgggtggaaa gaaatagcta ctcctgttca gtggtccacg agggtctgca caatcaccac 

acgactaaga gcttctcccg gactccgggt aaa

< 2 1 0 >  51
<211> 471
< 2 1 2 >  PRT
<213> Mus musculus

<400> 51

Met Glu Trp Ser Trp lie Phe Leu Phe Leu Leu Ser Gly Thr Ala Gly
1 5  10 15

Val His Ser Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys
20  25  30

Pro Gly Ala Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe
35 40 45

Thr Asn Tyr Val Met His Trp Val Lys Gln Lys Pro Gly Gln Gly Leu
50  55  60

Glu Trp lie Gly Tyr lie Asn Pro Tyr Asn Asp Asp Val Lys Tyr Asn
65 70  75  80

Glu Lys Phe Lys Gly Lys Ala Thr Gln Thr Ser Asp Lys Ser Ser Ser
85  90 95

Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val
100 105 110

Tyr Tyr Cys Ala Arg  Trp Gly Tyr Tyr Gly Ser Pro Leu Tyr Tyr Phe
115  12 0  125

Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr
130 135 140

Thr Ala Pro Ser Val Tyr Pro Leu Ala Pro Val Cys Gly Asp Thr Thr
145 150 155 160

Gly Ser Ser Val Thr Leu Gly Cys Leu Val Lys Gly Tyr Phe Pro Glu
165  170 175

Pro Val Thr Leu Thr Trp Asn Ser Gly Ser Leu Ser Ser Gly Val His
180  185  190

Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Asp Leu Tyr Thr Leu Ser Ser Ser
195  2 0 0  20 5

Val Thr Val Thr Ser Ser Thr Trp Pro Ser Gln Ser lie Thr Cys Asn
2 1 0  2 1 5  2 2 0

Val Ala His Pro Ala Ser Ser Thr Lys Val Asp Lys Lys lie Glu Pro
2 2 5  2 3 0  2 3 5  240

Arg Gly Pro Thr lie Lys Pro Cys Pro Pro Cys Lys Cys Pro Ala Pro
2 45  2 5 0  2 55

Asn Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe lie Phe Pro Pro Lys lie Lys
2 6 0  2 6 5  2 7 0

Asp Val Leu Met lie Ser Leu Ser Pro lie Val Thr Cys Val Val Val
2 7 5  2 80  285

Asp Val Ser Glu Asp Asp Pro Asp Val Gln lie Ser Trp Phe Val Asn

1 3 8 0

1413

2 C 0



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

60

120
180

2 40

300

360

420

480

540
600

660

7 05

28
2 9 0  2 9 5  3 0 0

Asn Val Glu Val His Thr Ala Gln Thr Gln Thr His Arg Glu Asp Tyr 
3 05  3 10  3 1 5  3 20

Asn Ser Thr Leu Arg Val Val Ser Ala Leu Pro lie Gln His Gln Asp
3 25  3 30  335

Trp Met Ser Gly Lys Glu Phe Lys Cys Lys Val Asn Asn Lys Asp Leu
3 4 0  3 4 5  3 5 0

Pro Ala Pro lie Glu Arg Thr lie Ser Lys Pro Lys Gly Ser Val Arg
3 55  3 6 0  3 6 5

Ala Pro Gln Val Tyr Val Leu Pro Pro Pro Glu Glu Glu Met Thr Lys
3 7 0  3 7 5  3 80

Lys Gln Val Thr Leu Thr Cys Met Val Thr Asp Phe Met Pro Glu Asp
3 85  3 9 0  39 5  400

lie Tyr Val Glu Trp Thr Asn Asn Gly Lys Thr Glu Leu Asn Tyr Lys
4 05  4 10  415

Asn Thr Glu Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Tyr Phe Met Tyr Ser
4 20  42 5  430

Lys Leu Arg Val Glu Lys Lys Asn Trp Val Glu Arg Asn Ser Tyr Ser
435 440 445

Cys Ser Val Val His Glu Gly Leu His Asn His His Thr Thr Lys Ser
4 50  455  460

Phe Ser Arg Thr Pro Gly Lys
4 65 41'0

< 2 1 0 >  52  
< 2 1 1 >  70 5  
<212>ADN
<213> Mus musculus

< 4 0 0 >  52

atggattttc tggtgcagat tttcagcttc ctgctaatca gtgcttcagt cataatgtcc

agaggacaaa ttgttctctc ccagtctcca acaatcctgt ctgcatctcc aggggagaag

gtcacaatga cttgcagggc cagctcaaga ctaatttaca tgcattggta tcagcagaag

ccaggatcct cccccaaacc ctggatttat gccacatcca acctggcttc tggagtccct

gctcgcttca gtggcagtgg gtctgggacc tcttactctc tcacaatcag cagagtggag

gctgaagatg ctgccactta ttactgccag cagtggaata gtaacccacc cacgttcggt

actgggacca agctggagct gaaacgggct gatgctgcac caactgtatc catcttccca

ccatccagtg agcagttaac atctggaggt gcctcagtcg tgtgcttctt gaacaacttc

taccccaaag
ctgaacagtt

acatcaatgt
ggactgatca

caagtggaag
ggacagcaaa

attgatggca
gacagcacct

gtgaacgaca
acagcatgag

aaatggcgtc
cagcaccctc

acgttgacca aggacgagta tgaacgacat aacagctata cctgtgaggc cactcacaag

acatcaactt cacccattgt caagagcttc aacaggaatg agtgt
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< 2 1 0 >  53  
< 2 1 1 >  2 35  
< 2 1 2 >  PRT
<213> Mus musculus

< 4 0 0 >  53

Met
1

Asp Phe Leu V a l
5

Gln lie Phe Ser Phe
10

Leu Leu lie Ser Ala
15

Ser

Val lie Met Ser
20

Arg G l y Gln lie Val
25

Leu S e r Gln Ser Pro
30

Thr lie

Leu S e r Ala
35

Ser Pro Gly Glu Lys
40

Val Thr Met Thr Cys
45

Arg Ala Ser

Ser Arg
50

Leu lie Tyr Met His
55

Trp Tyr Gln Gln Lys
60

Pro Gly Ser Ser

Pro
65

Lys Pro Trp lie Tyr
70

Ala Thr Ser Asn Leu
75

Ala Ser- Gly Val Pro
80

Ala Arg Phe S e r G l y
85

S e r Gly Ser Gly Thr
90

S e r Tyr Ser Leu Thr
95

lie

Ser Arg Val Glu
100

Ala Glu Asp Ala Ala
105

Thr Tyr Tyr Cys Gln
110

Gln Trp

Asn S e r Asn
115

Pro Pro Thr Phe Gly
120

Thr Gly Thr Lys Leu
125

Glu Leu Lys

Arg Ala
130

Asp Ala Ala Pro Thr
135

Val Ser lie Phe Pro
140

Pro Ser S e r Glu

Gln
145

Leu Thr Ser Gly Gly
150

Ala Ser Val Val Cys
155

Phe Leu Asn Asn Phe
160

Tyr Pro Lys Asp lie
165

Asn Val Lys Trp Lys
170

lie Asp G ly Ser Glu
175

Arg

Gln Asn Gly Val
180

Leu Asn Ser Trp Thr
185

Asp Gln Asp S e r Lys
190

Asp Ser

Thr Tyr S e r
195

Met S e r Ser Thr Leu
2 00

Thr Leu Thr Lys Asp
205

Glu Tyr Glu

Arg

Pro
2 25

His
2 1 0
lie

Asn

V a l

Ser

Lys

Tyr

Ser

Thr

Phe
2 30

Cys
215
Asn

Glu

Arg

Ala

Asn

Thr

Glu

His

Cys
23 5

Lys
2 20

Thr S e r Thr Ser

< 2 1 0 >  54
< 2 1 1 >  28  
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>
<223>Cebador PCR 

< 4 0 0 >  54
ccacgcgccc tgtagcggcg cattaagc 28

< 2 1 0 >  55
< 2 1 1 >  30



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

120
180

2 40

300

3 60

420

480

540

600

660

7 20

7 80

8 40

900

960

1020

1 0 8 0

1 1 4 0

1200

12 60

13 20

13 80

1440

3 0

<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>
<223>Cebador PCR 

<400> 55
aaacccggga gctttttgca aaagcctagg

< 2 1 0 >  56
< 2 1 1 >  1704
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>
<223>señal de secreción de cadena kappa humana, región constante de 
kappa humana y señal adicional de poli-A humana
< 4 0 0 >  56
ggtaccaccc aagctggcta ggtaagcttg

tgttcatctc cctgctgctg tggatctccg

gtacggtggc cgccccctcc gtgttcatct

gcaccgcctc cgtggtgtgc ctgctgaata

g g a a g g t g g a caacgccctg cagtccggga

gcaaggacag cacctacagc ctgagcagca

agcacaaggt gtacgcctgc gaggtgaccc

gcttcaacag g g g g g a g t g t taggggcccg

cccagtgcct ctcctggccc tggaagttgc

aaaattaagt tgcatcattt tgtctgacta

gggggtggta tggagcaagg ggcaagttgg

ttgggaacca agctggagtg cagtggcaca

ggttcaagcg attctcctgc ctcagcctcc

caggctcacc taatttttgt ttttttggta

ggtctccaac tcctaatctc aggtgatcta

acaggcgtga accactgctc cacgcgccct

tggttacgcg cagcgtgacc gctacacttg

tcttcccttc ctttctcgcc acgttcgccg

tccctttagg gttccgattt agtgctttac

gtgatggttc acgtagtggg ccatcgccct

agtccacgtt ctttaatagt ggactcttgt

cggtctattc ttttgattta taagggattt

agctgattta acaaaaattt aacgcgaatt

tggaaagtcc ccaggctccc cagcaggcag

ctagcgccac catggtgctg cagacccagg

gcgcatatgg cgatatcgtg atgattaaac

tccccccctc cgacgagcag ctgaagtccg

acttctaccc c a g a g a g g c c a a g g t g c a g t

actcccagga gagcgtgacc gagcaggaca

ccctgaccct gagcaaagcc gactacgaga

accagggcct gagctccccc gtcaccaaga

tttaaacggg tggcatccct gtgacccctc

cactccagtg cccaccagcc ttgtcctaat

ggtgtccttc tataatatta t g g g g t g g a g

gaagacaacc tgtagggcct g c g g g g t c t a

atcttggctc actgcaatct ccgcctcctg

cgagttgttg ggattccagg catgcatgac

gagacggggt ttcaccatat tggccaggct

cccaccttgg cctcccaaat tgctgggatt

g t a g c g g c g c attaagcgcg g c g g g t g t g g

ccagcgccct agcgcccgct cctttcgctt

gctttccccg tcaagctcta aatcgggggc

ggcacctcga ccccaaaaaa cttgattagg

gatagacggt ttttcgccct ttgacgttgg

tccaaactgg aacaacactc aaccctatct

tgccgatttc ggcctattgg ttaaaaaatg

aattctgtgg aatgtgtgtc agttagggtg

a a g t a t g c a a agcatgcatc t c a a t t a g t c



1500

1560

1 6 2 0

1 6 8 0

1704

60

120

180

2 40

300

3 60

420

480

540

600

660

7 20

7 80

8 40

900

960

1020

1 0 8 0

1120

3 1

agcaaccagg tgtggaaagt ccccaggctc 

tctcaattag tcagcaacca tagtcccgcc 

gcccagttcc gcccattctc cgccccatgg 

cgaggccgcc tctgcctctg agctattcca 

aggcttttgc aaaaagctcc cggg

< 2 1 0 >  57
<211> 1120 
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>
<223>secuencia de señal y región 
< 4 0 0 >  57
tgctagcgcc accatgaaac acctgtggtt

ggtgctgagc caggtgcaat tgtgcaggcg

gtcttccccc tggcaccctc ctccaagagc

ctggtcaagg actacttccc cgaacccgtg

agcggcgtgc acaccttccc cgctgtcctg

gtggtgaccg tgccctccag cagcttgggc

aagcccagca acaccaaggt ggacaagaga

acatgcccac cctgcccagc acctgaactc

ccaaaaccca aggacaccct catgatctcc

gacgtgagcc acgaagaccc tgaggtcaag

cataatgcca agacaaagcc ccgggaggag

gtcctcaccg tcctgcacca ggactggctg

aacaaagccc tcccagcccc catcgagaaa

gaaccacagg tgtacaccct gcccccatcc

c t g a c c t g c c tggtcaaagg cttctatccc

ggccagcccg agaacaacta caagaccacc

ttcctctaca gcaagctcac cgtggacaag

tgctccgtga tgcatgaggc tctgcacaac

cccggcaaat gagatatcgg gcccgtttaa

< 2 1 0 >  58
< 2 1 1 >  699
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>
<223>Cadena ligera de quimérico

cccagcaggc agaagtatgc aaagcatgca 

cctaactccg cccatcccgc ccctaactcc 

ctgactaatt ttttttattt atgcagaggc 

gaagtagtga ggaggctttt ttggaggcct

constante de IgGl humana

cttcctcctg ctggtggcag ctcccagatg

gttagctcag cctccaccaa gggcccaagc

acctctggcg gcacagccgc cctgggctgc

accgtgagct ggaactcagg cgccctgacc

cagtcctcag gactctactc cctcagcagc

acccagacct acatctgcaa cgtgaatcac

gttgagccca aatcttgtga caaaactcac

ctggggggac cctcagtctt cctcttcccc

c g g a c c c c t g aggtcacatg cgtggtggtg

ttcaactggt acgtggacgg cgtggaggtg

cagtacaaca gcacgtaccg ggtggtcagc

aatggcaagg agtacaagtg caaggtctcc

accatctcca aagccaaagg ccagccccgg

cgggaggaga tgaccaagaa ccaggtcagc

agcgacatcg ccgtggagtg ggagagcaat

cctcccgtgc tggactccga cggctccttc

agcaggtggc agcagggcaa cgtcttctca

cactacaccc agaagagcct ctccctgtct

acgggtggca

< 4 0 0 >  5 8
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atggtgctgc agacccaggt gttcatctcc ctgctgctgt ggatctccgg cgcatatggc

caaattgttc tctcccagtc tccaacaatc ctgtctgcat ctccagggga gaaggtcaca

atgacttgca gggccagctc aagactaatt tacatgcatt ggtatcagca gaagccagga

tcctccccca aaccctggat ttatgccaca tccaacctgg cttctggagt ccctgctcgc

t t c a g t g g c a gtgggtctgg gacctcttac tctctcacaa tcagcagagt ggaggctgaa

gatgctgcca cttattactg ccagcagtgg aatagtaacc cacccacgtt cggtactggg

a c c a a g c t g g
gacgagcagc

agctgaaacg
tgaagtccgg

tacggtggcc
caccgcctcc

gccccctccg
gtggtgtgcc

tgttcatctt
tgctgaataa

ccccccctcc
cttctacccc

agagaggcca aggtgcagtg gaaggtggac aacgccctgc agtccgggaa c t c c c a g g a g

agcgtgaccg agcaggacag caaggacagc acctacagcc tgagcagcac cctgaccctg

agcaaagccg actacgagaa gcacaaggtg tacgcctgcg aggtgaccca ccagggcctg

agctcccccg tcaccaagag cttcaacagg g g g g a g t g t

< 2 1 0 >  59  
< 2 1 1 >  23 3  
< 2 1 2 >  PRT
<213>Secuencia Artificial 

<220>
<223>Cadena ligera de quimérico M30 

< 4 0 0 >  59

Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe lie Ser Leu Leu Leu Trp lie Ser
1 5  10 15

Gly Ala Tyr Gly Gln lie Val Leu Ser Gln Ser Pro Thr lie Leu Ser
20  25  30

Ala Ser Pro Gly Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Arg Ala Ser Ser Arg
35  40  45

Leu lie Tyr Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Ser Ser Pro Lys
50  55  60

Pro Trp lie Tyr Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ala Arg
65 70 75 80

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr lie Ser Arg
85  90 95

Val Glu Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Asn Ser
100 105 110

Asn Pro Pro Thr Phe Gly Thr Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Arg Thr
115 120 125

Val Ala Ala Pro Ser Val Phe lie Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu
130 135 140

Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro
145 150 155 160

Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly
165 170 175
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Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr 
180  1 8 5  190

Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His
195  2 0 0  2 0 5

Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val
2 1 0  2 1 5  22 0

Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys 
2 2 5  2 30

< 2 1 0 >  60  
< 2 1 1 >  42
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>
< 2 2 3 > C e b a d o r  PCR 

< 4 0 0 >  60
aaacatatgg ccaaattgtt ctctcccagt ctccaacaat cc 42

< 2 1 0 >  61 
< 2 1 1 >  37
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>
<223>Cebador PCR 

< 4 0 0 >  61
aaacgtacgt ttcagctcca gcttggtccc agtaccg 37

< 2 1 0 >  62
<211> 1413
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial

<2 2 0>
<223>Cadena pesada de quimérico M30 

< 4 0 0 >  62

atgaaacacc tgtggttctt cctcctgctg gtggcagctc ccagatgggt gctgagcgag 60

gtccagctgc agcagtctgg acctgagctg gtaaagcctg gggcttcagt gaagatgtcc 120

tgcaaggctt ctggatacac attcactaac tatgttatgc actgggtgaa gcagaagcct 180

gggcagggcc ttgagtggat tggatatatt aatccttaca atgatgatgt taagtacaat 2 40

gagaagttca aaggcaaggc cacacagact tcagacaaat cctccagcac agcctacatg 3 00

gaactcagca gcctgacctc tgaggactct gcggtctatt actgtgcaag atgggggtac 3 60

tacggtagtc ccttatacta ctttgactac tggggccaag gcaccactct cacagtcagc 420

tcagcctcca ccaagggccc aagcgtcttc cccctggcac cctcctccaa gagcacctct 480

ggcggcacag ccgccctggg ctgcctggtc aaggactact tccccgaacc cgtgaccgtg 540

agctggaact caggcgccct gaccagcggc gtgcacacct tccccgctgt cctgcagtcc 600

256
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34

tcaggactct actccctcag cagcgtggtg

acctacatct gcaacgtgaa tcacaagccc

cccaaatctt gtgacaaaac tcacacatgc

ggaccctcag tcttcctctt ccccccaaaa

cctgaggtca catgcgtggt ggtggacgtg

tggtacgtgg acggcgtgga ggtgcataat

aacagcacgt accgggtggt cagcgtcctc

aaggagtaca agtgcaaggt ctccaacaaa

tccaaagcca aaggccagcc ccgggaacca

gagatgacca agaaccaggt cagcctgacc

atcgccgtgg agtgggagag caatggccag

gtgctggact ccgacggctc cttcttcctc

tggcagcagg gcaacgtctt ctcatgctcc

acccagaaga gcctctccct gtctcccggc

< 2 1 0 >  63
< 2 1 1 >  471
< 2 1 2 >  PRT
<213>Secuencia Artificial 

<220>
<223>Cadena pesada de quimérico 

< 4 0 0 >  63

Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu 
1 5

Val Leu Ser Glu Val Gln Leu Gln 
20

Pro Gly Ala Ser Val Lys Met Ser 
35  40

Thr Asn Tyr Val Met His Trp Val 
50 55

Glu Trp lie Gly Tyr lie Asn Pro 
65 70

Glu Lys Phe Lys Gly Lys Ala Thr 
85

Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser 
100

Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp Gly Tyr 
115  120

Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr 
130  135

accgtgccct ccagcagctt gggcacccag

agcaacacca aggtggacaa gagagttgag

ccaccctgcc cagcacctga actcctgggg

cccaaggaca ccctcatgat ctcccggacc

agccacgaag accctgaggt caagttcaac

gccaagacaa agccccggga ggagcagtac

accgtcctgc accaggactg gctgaatggc

gccctcccag cccccatcga gaaaaccatc

caggtgtaca ccctgccccc atcccgggag

tgcctggtca aaggcttcta tcccagcgac

cccgagaaca actacaagac cacccctccc

tacagcaagc tcaccgtgga caagagcagg

gtgatgcatg aggctctgca caaccactac

aaa

M30

Leu Leu Val Ala Ala 
10

Gln Ser Gly Pro Glu 
25

Cys Lys Ala Ser Gly 
45

Lys Gln Lys Pro Gly 
60

Tyr Asn Asp Asp Val 
75

Gln Thr Ser Asp Lys 
90

Leu Thr Ser Glu Asp 
105

Tyr Gly Ser Pro Leu 
125

Leu Thr Val Ser Ser 
140

Pro Arg Trp 
15

Leu Val Lys 
30

Tyr Thr Phe

Gln Gly Leu

Lys Tyr Asn 
80

Ser Ser Ser 
95

Ser Ala Val 
110

Tyr Tyr Phe

Ala Ser Thr
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Lys Gly 
145

Gly Gly

Pro Val

Thr Phe

Val Val 
210

Asn Val 
2 2 5

Pro Lys

Glu Leu

Asp Thr

Asp Val 
2 90

Gly Val 
30 5

Asn Ser 

Trp Leu

Pro Ala

Glu Pro 
3 70

Asn Gln 
3 85

lie Ala

Thr Thr

Lys Leu

Cys Ser 
450

Leu Ser 
465

Pro Ser

Thr Ala

Thr Val 
180

Pro Ala 
195

Thr Val

Asn His

Ser Cys

Leu Gly 
2 6 0

Leu Met 
27 5

Ser His

Glu Val

Thr Tyr

Asn Gly 
3 40

Pro lie 
3 55

Gln Val

Val Ser

Val Glu

Pro Pro 
420

Thr Val 
435

Val Met 

Leu Ser

Val Phe 
150

Ala Leu 
165

Ser Trp

Val Leu

Pro Ser

Lys Pro 
230

Asp Lys 
245

Gly Pro 

lie Ser 

Glu Asp

His Asn 
310

Arg Val 
325

Lys Glu

Glu Lys

Tyr Thr

Leu Thr 
390

Trp Glu 
405

Val Leu 

Asp Lys

His Glu

Pro Gly 
470

Pro Leu

Gly Cys

Asn Ser

Gln Ser 
200

Ser Ser 
215

Ser Asn

Thr His

Ser Val

Arg Thr 
2 80

Pro Glu 
2 95

Ala Lys

Val Ser

Tyr Lys

Thr lie 
3 60

Leu Pro 
375

Cys Leu 

Ser Asn

Asp Ser

Ser Arg 
440

Ala Leu 
455

Lys

Ala Pro

Leu Val 
170

Gly Ala 
185

Ser Gly

Leu Gly

Thr Lys

Thr Cys 
2 50

Phe Leu 
2 65

Pro Glu 

Val Lys

Thr Lys

Val Leu 
330

Cys Lys 
3 45

Ser Lys

Pro Ser

Val Lys

Gly Gln 
410

Asp Gly 
425

Trp Gln 

His Asn

Ser Ser 
155

Lys Asp

Leu Thr

Leu Tyr

Thr Gln 
220

Val Asp 
2 35

Pro Pro

Phe Pro

Val Thr

Phe Asn 
300

Pro Arg 
315

Thr Val

Val Ser

Ala Lys

Arg Glu 
380

Gly Phe 
395

Pro Glu

Ser Phe

Gln Gly

His Tyr 
4 60

Lys Ser

Tyr Phe

Ser Gly 
190

Ser Leu 
205

Thr Tyr

Lys Arg

Cys Pro

Pro Lys 
27 0

Cys Val 
2 85

Trp Tyr

Glu Glu

Leu His

Asn Lys 
350

Gly Gln 
3 65

Glu Met

Tyr Pro

Asn Asn

Phe Leu 
430

Asn V a l  
445

Thr Gln

Thr Ser 
160

Pro Glu 
175

Val His

Ser Ser

lie Cys

Val Glu 
2 40

Ala Pro 
2 55

Pro Lys 

Val Val 

Val Asp

Gln Tyr 
320

Gln Asp 
3 35

Ala Leu

Pro Arg

Thr Lys

Ser Asp 
400

Tyr Lys 
415

Tyr Ser 

Phe Ser

Lys Ser

< 2 1 0 >  64

•250
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< 2 1 1 >  40
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>
<223>Cebador PCR 

< 4 0 0 >  64
aaagctgagc gaggtccagc tgcagcagtc tggacctgag 40

< 2 1 0 >  65
< 2 1 1 >  36
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>
<223>Cebador PCR 

<400> 65
gaggtcaggc tgctgagttc catgtaggct gtgctg 36

<210> 66 
< 2 1 1 >  36
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>
<223>Cebador PCR 

<4 00> 66
cagcacagcc tacatggaac tcagcagcct gacctc 36

< 2 1 0 >  67
< 2 1 1 >  39
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<2 2 0 >
<223>Cebador PCR 

< 4 0 0 >  67
aaagctgagc tgactgtgag agtggtgcct tggccccag 39

<210> 68 
< 2 1 1 >  40
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>
< 2 2 3 > C e b a d o r  PCR 

< 4 0 0 >  68
aaagctgagc gaggtccagc tgcagcagtc tggacctgag 40

< 2 1 0 >  69
< 2 1 1 >  39
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>
<223>Cebador PCR

•2-9=1
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< 4 0 0 >  69
aaagctgagc tgactgtgag agtggtgcct tggccccag

< 2 1 0 >  70
< 2 1 1>  699
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial
<2 2 0 >
<223>Cadena ligera humanizada de M30 

< 4 0 0 >  70
atggtgctgc agacccaggt gttcatctcc ctgctgctgt ggatctccgg cgcatatggc

gagatcgtgc tgacccagag ccccgccacc ctgtctctga gccctggcga gagagccacc

ctgagctgca gagccagcag ccgcctgatc tacatgcact ggtatcagca gaagcccggc

caggccccca gactgctgat ctacgccacc agcaacctgg ccagcggcat ccccgccaga

ttttctggca gcggcagcgg caccgacttc accctgacca tctctcggct ggaacccgag

gacttcgccg tgtactactg ccagcagtgg aacagcaacc cccccacctt cggccagggc

accaaggtcg aaatcaagcg tacggtggcc gccccctccg tgttcatctt ccccccctcc

gacgagcagc tgaagtccgg caccgcctcc gtggtgtgcc tgctgaataa cttctacccc

agagaggcca aggtgcagtg gaaggtggac aacgccctgc agtccgggaa ctcccaggag

agcgtgaccg agcaggacag caaggacagc acctacagcc tgagcagcac cctgaccctg

agcaaagccg actacgagaa gcacaaggtg tacgcctgcg aggtgaccca ccagggcctg

agctcccccg tcaccaagag cttcaacagg ggggagtgt

< 2 1 0 >  71
< 2 1 1 >  2 3 3
< 2 1 2 >  PRT
<213>Secuencia Artificial

<220>
<223>Cadena ligera humanizada de M30 

< 4 0 0 >  71

Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe lie Ser Leu Leu Leu Trp lie Ser
1 5  10 15

Gly Ala Tyr Gly Glu lie Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser
20  25 30

Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Ser Arg
35  40  45

Leu lie Tyr Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg
50  55  60

Leu Leu lie Tyr Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly lie Pro Ala Arg 
65 70 75 80

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lie Ser Arg
85 90 95

Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Asn Ser
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100 105 110

Asn Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu lie Lys Arg Thr
115  120  125

Val Ala Ala Pro Ser Val Phe lie Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu
130 135 140

Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro
145 150 155 160

Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly
165 170 175

Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr
180  185  190

Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His
195  2 0 0  20 5

Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val
2 1 0  2 1 5  220

Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
2 2 5  230

< 2 1 0 >  72
< 2 1 1 >  6 9 9
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial

<220>
<223>Cadena ligera humanizada de M30 

< 4 0 0 >  72
atggtgctgc agacccaggt gttcatctcc ctgctgctgt ggatctccgg cgcatatggc

gagatcgtgc tgacccagag ccccgccacc ctgtctctga gccctggcga gagagccacc

ctgagctgca gagccagcag caggctgatc tacatgcact ggtatcagca gaagcccggc

caggccccca gactgtggat ctacgccacc agcaacctgg ccagcggcat ccccgccaga

ttttctggca gcggcagcgg caccgactac accctgacca tcagccgcct ggaacccgag

gacttcgccg tgtactactg ccagcagtgg aacagcaacc cccccacctt cggccagggc

accaaggtcg aaatcaagcg tacggtggcc gccccctccg tgttcatctt ccccccctcc

gacgagcagc
agagaggcca

tgaagtccgg
aggtgcagtg

caccgcctcc
gaaggtggac

gtggtgtgcc
aacgccctgc

tgctgaataa
agtccgggaa

cttctacccc
ctcccaggag

agcgtgaccg agcaggacag caaggacagc acctacagcc tgagcagcac cctgaccctg

agcaaagccg actacgagaa gcacaaggtg tacgcctgcg aggtgaccca ccagggcctg

agctcccccg tcaccaagag cttcaacagg ggggagtgt

< 2 1 0 >  73
< 2 1 1 >  2 3 3
< 2 1 2 >  PRT
<213>Secuencia Artificial

<220>
<223>Cadena ligera humanizada de M30
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<400> 73

Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe lie Ser Leu Leu Leu Trp lie Ser
1 5  10 15

Gly Ala Tyr Gly Glu lie Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser
20  25  30

Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Ser Arg
35 40 45

Leu lie Tyr Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg
50  55 60

Leu Trp lie Tyr Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly lie Pro Ala Arg
65 70 75  80

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr lie Ser Arg
85  90 95

Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Asn Ser
100 105 110

Asn Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu lie Lys Arg Thr
115  120  125

Val Ala Ala Pro Ser Val Phe lie Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu
130 135 140

Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro 
145 150 155 160

Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly
165 170  175

Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr
1 80  1 8 5  190

Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His
195  2 0 0  20 5

Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val
2 1 0  21 5  2 2 0

Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys 
2 2 5  2 3 0

< 2 1 0 >  74
< 2 1 1 >  699
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>
<223>Cadenai ligera humanizada de M30

<400> 74 
atggtgctgc agacccaggt gttcatctcc ctgctgctgt ggatctccgg cgcatatggc 60

cagatcgtgc tgtcccagag ccccgccacc ctgtctctga gccctggcga gagagccacc 120

c t g a c c t g c a gagccagcag caggctgatc tacatgcact g g t a t c a g c a gaagcccggc 180

agcgccccca agctgtggat ctacgccacc agcaacctgg ccagcggcat ccccgccaga 2 40

ttttctggca g c g g c a g c g g c a c c a g c t a c accctgacca tctcccgcct ggaacccgag 300
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gacttcgccg tgtactactg ccagcagtgg aacagcaacc cccccacctt cggccagggc 3 60

accaaggtcg aaatcaagcg tacggtggcc gccccctccg tgttcatctt ccccccctcc 420

gacgagcagc tgaagtccgg c a c c g c c t c c gtggtgtgcc tgctgaataa cttctacccc 480

agagaggcca aggtgcagtg gaaggtggac aacgccctgc agtccgggaa ctcccaggag 540

agcgtgaccg agcaggacag caaggacagc acctacagcc tgagcagcac cctgaccctg 600

agcaaagccg actacgagaa gcacaaggtg tacgcctgcg aggtgaccca ccagggcctg 660

a g c t c c c c c g tcaccaagag cttcaacagg g g g g a g t g t 699

10

15

<210> 75
< 2 1 1 >  2 3 3
< 2 1 2 >  PRT

20 <213>Secuencia Artificial

<220>
<223>Cadena ligera humanizada de M30 

25 <4 00> 75

Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe lie Ser Leu Leu Leu Trp lie Ser
1 5  10 15

Gly Ala Tyr Gly Gln lie Val Leu Ser Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser
20  25 30

Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Thr Cys Arg Ala Ser Ser Arg
35 35 40 45

Leu lie Tyr Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Ser Ala Pro Lys
50 55 60

4 0  Leu Trp lie Tyr Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly lie Pro Ala Arg
65 70 75 80

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Thr Leu Thr lie Ser Arg
85  90 95

Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Asn Ser 
100 105 110

Asn Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu lie Lys Arg Thr
50  115 120 125

Val Ala Ala Pro Ser Val Phe lie Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu
130 135 140

55 Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro
145 150 155 160

Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly
165 170 175

Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr 
1 80  1 85  190

Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His
65  1 95  . 2 0 0  205

Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val
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2 1 0  2 1 5  2 2 0

Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys 
2 2 5  2 3 0

<210> 76
< 2 1 1 >  699
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>
<223>Cadena ligera humanizada de M30

< 4 0 0 >  76
atggtgctgc agacccaggt gttcatctcc ctgctgctgt ggatctccgg cgcatatggc

gagatcgtgc tgacccagag ccccgccacc ctgtctctga gccctggcga gagagccacc

ctgagctgca gagccagcag ccgcctgatc tacatgcact ggtatcagca gaagcccggc

caggccccca gacctctgat ctacgccacc a g c a a c c t g g ccagcggcat ccccgccaga

ttttctggca gcggcagcgg caccgacttc accctgacca tcagcagcct ggaacccgag

gacttcgccg tgtactactg ccagcagtgg aacagcaacc cccccacctt cggccagggc

accaaggtcg aaatcaagcg tacggtggcc gccccctccg tgttcatctt ccccccctcc

gacgagcagc tgaagtccgg caccgcctcc gtggtgtgcc tgctgaataa cttctacccc

agagaggcca aggtgcagtg gaaggtggac aacgccctgc agtccgggaa c t c c c a g g a g

agcgtgaccg agcaggacag caaggacagc acctacagcc tgagcagcac cctgaccctg

agcaaagccg actacgagaa gcacaaggtg tacgcctgcg a g g t g a c c c a ccagggcctg

a g c t c c c c c g t c a c c a a g a g c t t c a a c a g g g g g g a g t g t

< 2 1 0 >  77
< 2 1 1 >  2 3 3
<212> PRT
<213>Secuencia Artificial 

<220>
<223>Cadena ligera humanizada de M30 

< 4 0 0 >  77

Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe lie Ser Leu Leu 
1 5  10

Gly Ala Tyr Gly Glu lie Val Leu Thr Gln Ser Pro 
20  25

Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg 
35  40

Leu lie Tyr Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly
50  55 60

Pro Leu lie Tyr Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly
65 70  75

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu
85 90

Leu Trp lie Ser 
15

Ala Thr Leu Ser 
30

Ala Ser Ser Arg 
45

Gln Ala Pro Arg

lie Pro Ala Arg 
80

Thr lie Ser Ser 
95
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Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Asn Ser
100 105 110

Asn Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu lie Lys Arg Thr
115  1 2 0  125

Val Ala Ala Pro Ser Val Phe lie Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu
130  135  140

Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro
145 150 155 160

Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly
165 170 175

Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr
1 80  185  190

Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His
1 95  2 0 0  205

Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val
2 1 0  2 1 5  2 2 0

Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
2 2 5  2 30

< 2 1 0 >  78
< 2 1 1 >  699
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>
<223>Cadena ligera humanizada de M30 

< 4 0 0 >  78
atggtgctgc agacccaggt gttcatctcc ctgctgctgt ggatctccgg cgcatatggc

cagatcgtgc tgtcccagag ccccgccacc ctgtctctga gccctggcga gagagccacc

ctgacctgca gagccagcag caggctgatc tacatgcact ggtatcagca gaagcccggc

agcgccccca agccttggat ctacgccacc agcaacctgg ccagcggcat ccccgccaga

ttttctggca gcggcagcgg caccagctac accctgacca tctcccgcct ggaacccgag

gacttcgccg tgtactactg ccagcagtgg aacagcaacc cccccacctt cggccagggc

accaaggtcg aaatcaagcg tacggtggcc gccccctccg tgttcatctt ccccccctcc

gacgagcagc tgaagtccgg caccgcctcc gtggtgtgcc tgctgaataa cttctacccc

agagaggcca aggtgcagtg gaaggtggac aacgccctgc agtccgggaa ctcccaggag

agcgtgaccg agcaggacag caaggacagc acctacagcc tgagcagcac cctgaccctg

agcaaagccg
agctcccccg

actacgagaa
tcaccaagag

gcacaaggtg
cttcaacagg

tacgcctgcg
ggggagtgt

aggtgaccca ccagggcctg

< 2 1 0 >  79
< 2 1 1 >  2 3 3
< 2 1 2 >  PRT
<213>Secuencia Artificial

< 2 2 0 >



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

43

<223>Cadena ligera humanizada de M30 

< 4 0 0 >  79

Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe lie Ser Leu Leu Leu Trp lie Ser
1 5  10 15

Gly Ala Tyr Gly Gln lie Val Leu Ser Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser
20  25 30

Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Thr Cys Arg Ala Ser Ser Arg
35 40 45

Leu lie Tyr Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Ser Ala Pro Lys
50  55 60

Pro Trp lie Tyr Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly lie Pro Ala Arg
65 70 75 80

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Thr Leu Thr lie Ser Arg
85 90 95

Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Asn Ser
100 105 110

Asn Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys  Val Glu lie Lys Arg Thr
115  120  125

Val Ala Ala Pro Ser Val Phe lie Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu
130 135 140

Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro
145 150 155 160

Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly
165  170  175

Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr
1 80  185  190

Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His
195  2 00  2 05

Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val
2 1 0  2 1 5  2 2 0

Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
2 2 5  230

< 2 1 0 >  80  
< 2 1 1>  6 99
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>
<223>Cadena ligera humanizada de M30 

< 4 0 0 >  80
atggtgctgc agacccaggt gttcatctcc ctgctgctgt g g a t c t c c g g cgcatatggc 60

gagatcgtgc tgacccagag ccccgccacc ctgtctctga gccctggcga gagagccacc 120

ctgagctgca gagccagcag ccgcctgatc tacatgcact ggtatcagca g a a g c c c g g c 180

caggccccca gacctctgat ctacgccacc agcaacctgg c c a g c g g c a t ccccgccaga 240
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ttttctggca gcggcagcgg caccgacttc accctgacca tcagccgcct ggaacccgag

gacttcgccg tgtactactg ccagcagtgg aacagcaacc cccccacctt cggccagggc

accaaggtcg aaatcaagcg tacggtggcc gccccctccg tgttcatctt ccccccctcc

gacgagcagc tgaagtccgg caccgcctcc gtggtgtgcc tgctgaataa cttctacccc

agagaggcca aggtgcagtg gaaggtggac aacgccctgc agtccgggaa ctcccaggag

agcgtgaccg agcaggacag caaggacagc acctacagcc tgagcagcac cctgaccctg

agcaaagccg actacgagaa gcacaaggtg tacgcctgcg aggtgaccca ccagggcctg

agctcccccg tcaccaagag cttcaacagg ggggagtgt

< 2 1 0 >  81  
< 2 1 1 >  2 3 3
< 2 1 2 >  PRT
<213>Secuencia Artificial 

<220>
<223>Cadena ligera humanizada de M30 

< 4 0 0 >  81

Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe lie Ser Leu Leu Leu Trp lie Ser
1 5  10 15

Gly Ala Tyr Gly Glu lie Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser
20  25  30

Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Ser Arg
35  40 45

Leu lie Tyr Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg
50  55  60

Pro Leu lie Tyr Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly lie Pro Ala Arg
65 70 75  80

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lie Ser Arg
85  90 95

Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Asn Ser
100 105 110

Asn Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu lie Lys Arg Thr
115 120 125

Val Ala Ala Pro Ser Val Phe lie Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu
130  135  140

Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro
145  150 155 160

Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly
165 170 175

Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr
1 80  1 8 5  190

Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His
195  2 0 0  205
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Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val
2 1 0  2 1 5  220

Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Gys
2 2 5  2 3 0

< 2 10 >  82  
< 2 1 1 >  699
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>
<223>Cadena ligera humanizada de 

< 4 0 0 >  82
atggtgctgc agacccaggt gttcatctcc

M30

ctgctgctgt ggatctccgg cgcatatggc

gagatcgtgc tgacccagag ccccgccacc ctgtctctga gccctggcga gagagccacc

ctgagctgca gagccagcag ccgcctgatc tacatgcact ggtatcagca gaagcccggc

caggccccca gacctctgat ctacgccacc agcaacctgg ccagcggcat ccccgccaga

ttttctggca gcggcagcgg caccgactac accctgacca tcagccgcct ggaacccgag

gacttcgccg tgtactactg ccagcagtgg aacagcaacc cccccacctt cggccagggc

accaaggtcg aaatcaagcg tacggtggcc gccccctccg tgttcatctt ccccccctcc

gacgagcagc tgaagtccgg caccgcctcc gtggtgtgcc tgctgaataa cttctacccc

agagaggcca aggtgcagtg gaaggtggac aacgccctgc agtccgggaa ctcccaggag

agcgtgaccg agcaggacag caaggacagc acctacagcc tgagcagcac cctgaccctg

agcaaagccg actacgagaa gcacaaggtg tacgcctgcg aggtgaccca ccagggcctg

agctcccccg tcaccaagag cttcaacagg ggggagtgt

< 2 1 0 >  83
< 2 1 1 >  2 3 3
< 2 1 2 >  PRT
<213>Secuencia Artificial 

<220>
<223>Cadena ligera humanizada de M30 

< 4 0 0 >  83

Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe lie Ser Leu Leu Leu Trp lie Ser
1 5  10 15

Gly Ala Tyr Gly Glu lie Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser
20 25  30

Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Ser Arg
35  40  45

Leu lie Tyr Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg
50  55 60

Pro Leu lie Tyr Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly lie Pro Ala Arg 
65 70 75  80

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr lie Ser Arg
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8 5  9 0  9 5

Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Gys Gln Gln Trp Asn Ser
100 105 110

Asn Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu lie Lys Arg Thr
115 120 125

Val Ala Ala Pro Ser Val Phe lie Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu
130 135 140

Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Gys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro
145 150 155 160

Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly
165 170 175

Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr
1 80  185  1 9 0

Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His
195  2 00  2 0 5

Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val
2 10  2 1 5  2 2 0

Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
2 2 5  . 2 30

< 2 1 0 >  84
< 2 1 1 >  1 4 1 3
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>
<223>Cadena pesada humanizada de M30

< 4 0 0 >  84
atgaaacacc tgtggttctt cctcctgctg gtggcagctc ccagatgggt gctgagccag

.gtgcagctgg tgcagtctgg cgccgaagtg aagaaacccg gcagcagcgt gaaggtgtcc

tgcaaggcca gcggctacac cttcaccaac tacgtgatgc actgggtgcg ccaggcccct

gggcagggac tggaatggat gggctacatc aacccctaca acgacgacgt gaagtacaac

gagaagttca agggcagagt gaccatcacc gccgacgaga gcaccagcac cgcctacatg

gaactgagca gcctgcggag cgaggacacc gccgtgtact actgcgccag atggggctac

tacggcagcc ccctgtacta cttcgactac tggggccagg gcaccctggt gacagtcagc

tcagcctcca ccaagggccc aagcgtcttc cccctggcac cctcctccaa gagcacctct

ggcggcacag ccgccctggg ctgcctggtc aaggactact tccccgaacc cgtgaccgtg

agctggaact caggcgccct gaccagcggc gtgcacacct tccccgctgt cctgcagtcc

tcaggactct actccctcag cagcgtggtg accgtgccct ccagcagctt gggcacccag

acctacatct gcaacgtgaa tcacaagccc agcaacacca aggtggacaa gagagttgag

cccaaatctt gtgacaaaac tcacacatgc ccaccctgcc cagcacctga actcctgggg

ggaccctcag tcttcctctt ccccccaaaa cccaaggaca ccctcatgat ctcccggacc
cctgaggtca catgcgtggt ggtggacgtg agccacgaag accctgaggt caagttcaac
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tggtacgtgg acggcgtgga ggtgcataat gccaagacaa agccccggga ggagcagtac 960

aacagcacgt accgggtggt cagcgtcctc accgtcctgc accaggactg gctgaatggc 1 0 2 0

aaggagtaca agtgcaaggt ctccaacaaa gccctcccag cccccatcga gaaaaccatc 10 80

tccaaagcca aaggccagcc ccgggaacca caggtgtaca ccctgccccc atcccgggag 1140

gagatgacca agaaccaggt cagcctgacc tgcctggtca aaggcttcta tcccagcgac 12 00

atcgccgtgg agtgggagag caatggccag cccgagaaca actacaagac cacccctccc 12 60

gtgctggact ccgacggctc cttcttcctc tacagcaagc tcaccgtgga caagagcagg 1 3 2 0

tggcagcagg gcaacgtctt ctcatgctcc gtgatgcatg aggctctgca caaccactac 1 3 8 0

acccagaaga gcctctccct gtctcccggc aaa 1 4 1 3

< 2 1 0 >  85
< 2 1 1 >  471
< 2 1 2 >  PRT
<213>Secuencia Artificial 

<220>
<223>Cadena pesada humanizada de M30 

< 4 0 0 >  85

Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp
1 5  10 15

Val Leu Ser Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys
20 25 30

Pro Gly Ser Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe
35 40 45

Thr Asn Tyr Val Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu
50  55 60

Glu Trp Met Gly Tyr lie Asn Pro Tyr Asn Asp Asp Val Lys Tyr Asn
65 70 75 80

Glu Lys Phe Lys Gly Arg Val Thr lie Thr Ala Asp Glu Ser Thr Ser
85 90 95

Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val
100 105 110

Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp Gly Tyr Tyr Gly Ser Pro Leu Tyr Tyr Phe
115 120 125

Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr
1 30  135  140

Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser
145 150 155 160

Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu
165 170 175'

Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His
1 80  18 5  190

Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser
195  2 0 0  2 0 5

210



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

48

Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr lie Cys
2 1 0  2 1 5  2 2 0

Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu
2 2 5  2 30  2 3 5  2 40

Pro Lys Ser Gys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro
2 45  2 5 0  2 5 5

Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys
2 6 0  2 6 5  27 0

Asp Thr Leu Met lie Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Gys Val Val Val
2 7 5  2 8 0  285

Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp
2 9 0  2 9 5  300

Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr
3 0 5  31 0  3 1 5  320

Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp
3 25  3 30  335

Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu
3 4 0  3 4 5  3 5 0

Pro Ala Pro lie Glu Lys Thr lie Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg
3 55  3 60  3 65

Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys
3 7 0  3 7 5  380

Asn Gln Val Ser Leu Thr Gys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp
3 8 5  39 0  3 9 5  400

lie Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys 
405 410 415

Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser
4 2 0  4 25  4 3 0

Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser
4 35  4 40  445

Gys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser
4 5 0  455  460

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 
4 6 5  4 70

<210> 86 
< 2 1 1 >  1 4 1 3
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>
<223>Cadena pesada humanizada de M30 

< 4 0 0 >  86
atgaaacacc tgtggttctt cctcctgctg gtggcagctc ccagatgggt gctgagccag 60

gtgcagctgg tgcagtctgg cgccgaagtg aagaaacccg gcagcagcgt gaaggtgtcc 120



1 80

2 40

300

3 60

420

480

540

600

660

72 0

78 0

84 0

900

960

1020
1 0 8 0

1 1 4 0

1200

1 2 6 0

1 3 2 0

1 3 8 0

1413

49

tgcaaggcca gcggctacac cttcaccaac tacgtgatgc actgggtgcg ccaggcccct

gggcagggac tggaatggat cggctacatc aacccctaca acgacgacgt gaagtacaac

gagaagttca agggcagagt gaccatcacc gccgacgaga gcaccagcac cgcctacatg

gaactgagca gcctgcggag cgaggacacc gccgtgtact actgcgccag atggggctac

tacggcagcc ccctgtacta cttcgactac tggggccagg gcaccctggt gacagtcagc

tcagcctcca ccaagggccc aagcgtcttc cccctggcac cctcctccaa gagcacctct

ggcggcacag ccgccctggg ctgcctggtc aaggactact tccccgaacc cgtgaccgtg

agctggaact caggcgccct gaccagcggc gtgcacacct tccccgctgt cctgcagtcc

tcaggactct actccctcag cagcgtggtg accgtgccct ccagcagctt gggcacccag

acctacatct gcaacgtgaa tcacaagccc agcaacacca aggtggacaa gagagttgag

cccaaatctt gtgacaaaac tcacacatgc ccaccctgcc cagcacctga actcctgggg

ggaccctcag tcttcctctt ccccccaaaa cccaaggaca ccctcatgat ctcccggacc

cctgaggtca catgcgtggt ggtggacgtg agccacgaag accctgaggt caagttcaac

tggtacgtgg acggcgtgga ggtgcataat gccaagacaa agccccggga ggagcagtac

aacagcacgt
aaggagtaca

accgggtggt
agtgcaaggt

cagcgtcctc
ctccaacaaa

accgtcctgc
gccctcccag

accaggactg
cccccatcga

gctgaatggc
gaaaaccatc

tccaaagcca aaggccagcc ccgggaacca caggtgtaca ccctgccccc atcccgggag

gagatgacca agaaccaggt cagcctgacc tgcctggtca aaggcttcta tcccagcgac

atcgccgtgg agtgggagag caatggccag cccgagaaca actacaagac cacccctccc

gtgctggact ccgacggctc cttcttcctc tacagcaagc tcaccgtgga caagagcagg

tggcagcagg gcaacgtctt ctcatgctcc gtgatgcatg aggctctgca caaccactac

acccagaaga gcctctccct gtctcccggc aaa

< 2 1 0 >  87
< 2 1 1 >  471
< 2 1 2 >  PRT
<213>Secuencia Artificial 

<220>
<223>Cadena pesada humanizada de M30 

< 4 0 0 >  87

Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp
1 5  10 15

Val Leu Ser Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys
20 25  30

Pro Gly Ser Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe
35  40 45

Thr Asn Tyr Val Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu
50  55 60

Glu Trp lie Gly Tyr lie Asn Pro Tyr Asn Asp Asp Val Lys Tyr Asn
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65 70 75 8 0

Glu Lys Phe Lys Gly Arg Val Thr lie Thr Ala Asp Glu Ser Thr Ser
85  90 95

Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val
100 105 110

Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp Gly Tyr Tyr Gly Ser Pro Leu Tyr Tyr Phe
115  ' 1 20  125

Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr
130  135  140

Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser
145  150 155 160

Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu
165 170 175

Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His
1 80  1 85  190

Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser
195  2 0 0  2 0 5

Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr lie Cys
2 10  2 1 5  2 2 0

Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu
2 2 5  23 0  2 35  2 40

Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro
2 4 5  2 5 0  2 5 5

Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys
2 6 0  2 6 5  2 7 0

Asp Thr Leu Met lie Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val
2 75  2 8 0  285

Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp
2 9 0  2 9 5  300

Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr
3 05  3 10  3 15  32 0

Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp
3 25  3 3 0  3 35

Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu
3 4 0  3 4 5  3 5 0

Pro Ala Pro lie Glu Lys Thr lie Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg
3 55  3 6 0  3 65

Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys
3 7 0  3 7 5  38 0

Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp
3 8 5  39 0  3 9 5  400

lie Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys
4 05  4 1 0  415

Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser 
4 20  42 5  430

2 3 3
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60

120

180

2 40

300

360

420

4 80

540

600

660

"720

7 80

840

900

960

1020

1 0 8 0

1140

1200
1 2 6 0

1 3 2 0

1 3 8 0

1413

5 1

Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln 
4 35  440

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His
4 50  455

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 
46 5  4 7 0

<210> 88 
< 2 1 1 >  1 4 1 3
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>
<223>Cadena pesada humanizada de 

< 4 0 0 >  88
atgaaacacc tgtggttctt cctcctgctg

gtgcagctgg tgcagtctgg cgccgaagtg

tgcaaggcca gcggctacac cttcaccaac

gggcagggcc tggaatggat cggctacatc

gagaagttca agggcaaggc caccatcacc

gaactgagca gcctgcggag cgaggacacc

tacggcagcc ccctgtacta cttcgactac

tcagcctcca ccaagggccc aagcgtcttc

ggcggcacag ccgccctggg ctgcctggtc

agctggaact caggcgccct gaccagcggc

tcaggactct actccctcag cagcgtggtg

acctacatct gcaacgtgaa tcacaagccc

cccaaatctt gtgacaaaac tcacacatgc

ggaccctcag tcttcctctt ccccccaaaa

cctgaggtca catgcgtggt ggtggacgtg

tggtacgtgg acggcgtgga ggtgcataat

aacagcacgt accgggtggt cagcgtcctc

aaggagtaca agtgcaaggt ctccaacaaa

tccaaagcca aaggccagcc ccgggaacca

gagatgacca
atcgccgtgg

agaaccaggt
agtgggagag

cagcctgacc
caatggccag

gtgctggact ccgacggctc cttcttcctc

tggcagcagg gcaacgtctt ctcatgctcc

Gly Asn Val Phe Ser 
445

Tyr Thr Gln Lys Ser 
4 60

M30

gtggcagctc ccagatgggt gctgagcgag

aagaaacccg gcagcagcgt gaaggtgtcc

tacgtgatgc actgggtgaa acaggcccct

aacccctaca acgacgacgt gaagtacaac

gccgacgaga gcaccagcac cgcctacatg

gccgtgtact actgcgccag atggggctac

tggggccagg gcaccctggt gacagtcagc

cccctggcac cctcctccaa gagcacctct

aaggactact tccccgaacc cgtgaccgtg

gtgcacacct tccccgctgt cctgcagtcc

accgtgccct ccagcagctt gggcacccag

agcaacacca aggtggacaa gagagttgag

ccaccctgcc cagcacctga actcctgggg

cccaaggaca ccctcatgat ctcccggacc

agccacgaag accctgaggt caagttcaac

gccaagacaa agccccggga ggagcagtac

accgtcctgc accaggactg gctgaatggc

gccctcccag cccccatcga gaaaaccatc

caggtgtaca ccctgccccc atcccgggag

tgcctggtca
cccgagaaca

aaggcttcta
actacaagac

tcccagcgac
cacccctccc

tacagcaagc tcaccgtgga caagagcagg

gtgatgcatg aggctctgca caaccactac

acccagaaga gcctctccct gtctcccggc aaa
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< 2 10 > 89
< 2 1 1 > 471
< 2 1 2 > PRT
<213>Secuencia Artificial 

<220>
<223>Cadena pesada humanizada de M30 

< 4 0 0 >  89

Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp
1 5 10 15

Val Leu Ser Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys
20 25 30

Pro Gly Ser Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe
35 40 45

Thr Asn Tyr Val Met His Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu
50 55 60

Glu Trp lie Gly Tyr lie Asn Pro Tyr Asn Asp Asp Val Lys Tyr Asn
65 70  75 80

Glu Lys Phe Lys Gly Lys Ala Thr lie Thr Ala Asp Glu Ser Thr Ser
85 90 95

Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val
100 105 110

Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp Gly Tyr Tyr Gly Ser Pro Leu Tyr Tyr Phe
115 120 125

Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr
130 135 140

Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser
145 150 155 160

Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu
165  170  175

Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His
1 80  18 5  190

Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser
195  2 0 0  205

Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr lie Cys
2 1 0  2 1 5  2 2 0

Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu
2 2 5  2 3 0  2 3 5  2 4 0

Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro
2 4 5  2 5 0  2 55

Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys
2 6 0  2 6 5  27 0

Asp Thr Leu Met lie Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val
2 7 5  2 8 0  285

Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

60

120

180

2 4 0

300

3 60

420

480

540
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660

53

2 9 0  2 9 5  3 0 0

Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr
30 5  31 0  31 5  320

Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp
32 5  3 3 0  33 5

Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu
3 4 0  3 4 5  3 50

Pro Ala Pro lie Glu Lys Thr lie Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg
3 5 5  36 0  365

Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys
3 70  3 7 5  380

Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp
38 5  39 0  39 5  400

lie Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys
405  410 415

Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser
4 2 0  4 2 5  43 0

Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser
435  4 4 0  445

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser
4 50  45 5  460

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
4 65  470

< 2 1 0 >  90
< 2 1 1 >  1 4 1 3
<212>ADN
<213>Secuencia Artificial 

<220>
<223>Cadena pesada humanizada de M30 

< 4 0 0 >  90
atgaaacacc tgtggttctt cctcctgctg gtggcagctc ccagatgggt gctgagcgag

gtgcagctgg tgcagtctgg cgccgaagtg aagaaacccg gcagcagcgt gaaggtgtcc

tgcaaggcca g c g g c t a c a c cttcaccaac tacgtgatgc actgggtcaa g c a g g c c c c t

gggcagggcc tggaatggat cggctacatc aacccctaca acgacgacgt gaagtacaac

gagaagttca agggcaaggc cacccagacc agcgacaaga gcaccagcac cgcctacatg

gaactgagca gcctgcggag cgaggacacc g c c g t g t a c t actgcgccag atggggctac

tacggcagcc ccctgtacta cttcgactac tggggccagg gcaccctggt caccgtcagc

tcagcctcca ccaagggccc aagcgtcttc cccctggcac cctcctccaa gagcacctct

ggcggcacag ccgccctggg ctgcctggtc aaggactact tccccgaacc cgtgaccgtg

agctggaact caggcgccct gaccagcggc gtgcacacct tccccgctgt cctgcagtcc

tcaggactct actccctcag c a g c g t g g t g accgtgccct ccagcagctt gggcacccag
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1 0 8 0

1140
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1 2 6 0

1 3 2 0

1 3 8 0

1413

54

acctacatct gcaacgtgaa tcacaagccc agcaacacca aggtggacaa gagagttgag

cccaaatctt g t g a c a a a a c tcacacatgc ccaccctgcc cagcacctga actcctgggg

ggaccctcag tcttcctctt ccccccaaaa cccaaggaca ccctcatgat c t c c c g g a c c

cctgaggtca catgcgtggt ggtggacgtg agccacgaag accctgaggt c a a g t t c a a c

tggtacgtgg acggcgtgga ggtgcataat gccaagacaa agccccggga g g a g c a g t a c

aacagcacgt accgggtggt cagcgtcctc accgtcctgc accaggactg gctgaatggc

aaggagtaca agtgcaaggt ctccaacaaa gccctcccag cccccatcga gaaaaccatc

tccaaagcca aaggccagcc ccgggaacca caggtgtaca ccctgccccc atcccgggag

gagatgacca agaaccaggt cagcctgacc tgcctggtca aaggcttcta tcccagcgac

atcgccgtgg agtgggagag caatggccag cccgagaaca actacaagac cacccctccc

gtgctggact c c g a c g g c t c cttcttcctc tacagcaagc tcaccgtgga caagagcagg

tggcagcagg gcaacgtctt ctcatgctcc gtgatgcatg aggctctgca caaccactac

acccagaaga gcctctccct gtctcccggc aaa

< 2 1 0 >  91
<211> 471
< 2 1 2 >  PRT
<213>Secuencia Artificial 

<220>
<223>Cadena pesada humanizada de M30 

< 4 0 0 >  91

Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp
1 5  10 15

Val Leu Ser Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys
20  25  30

Pro Gly Ser Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe
35  40 45

Thr Asn Tyr Val Met His Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu
50  55 60

Glu Trp lie Gly Tyr lie Asn Pro Tyr Asn Asp Asp Val Lys Tyr Asn
65 70  75 80

Glu Lys Phe Lys Gly Lys Ala Thr Gln Thr Ser Asp Lys Ser Thr Ser
85 90 95

Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val
100 105 110

Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp Gly Tyr Tyr Gly Ser Pro Leu Tyr Tyr Phe
11 5  1 2 0  125

Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr
130  135  140

Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser
145 150 155 160
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Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu 
165 170 175

Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His
1 80  1 8 5  190

Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser
195  2 0 0  2 05

Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr lie Cys
2 1 0  2 1 5  2 2 0

Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu
2 2 5  2 3 0  2 35  2 40

Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro
2 45  2 5 0  2 5 5

Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys
2 6 0  2 6 5  2 7 0

Asp Thr Leu Met lie Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val
2 7 5  2 8 0  285

Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp
29 0  29 5  30 0

Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr
3 0 5  3 1 0  3 15  320

Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp
32 5  3 30  335

Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu
3 4 0  3 4 5  3 5 0

Pro Ala Pro lie Glu Lys Thr lie Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg
35 5  3 60  365

Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys
3 7 0  3 7 5  380

Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu V a l  Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp
38 5  3 9 0  39 5  400

lie Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys
405  410 415

Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser
4 20  4 2 5  430

Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser
4 3 5  4 4 0  445

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser
45 0  4 5 5  460

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
46 5  470

< 2 1 0 >  92
< 2 1 1 >  5
< 2 1 2 >  PRT
<213> Mus musculus

< 4 0 0 >  9 2

238
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Asn Tyr Val Met His 
1 5

< 2 1 0 >  93
< 2 1 1 >  17
< 2 1 2 >  PRT
<213> Mus musculus

< 4 0 0 >  93

Tyr lie Asn Pro Tyr Asn Asp Asp Val Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Lys 
1 5 10 15

Gly

< 2 1 0 >  94
< 2 1 1 >  13
< 2 1 2 >  PRT
<213> Mus musculus

< 4 0 0 >  94

Trp Gly Tyr Tyr Gly Ser Pro Leu Tyr Tyr Phe Asp Tyr 
1 5  10

< 2 10 > 95
< 2 11 > 10
< 2 12 > PRT
< 2 1 3 > Mus i

< 4 0 0 > 95

Arg Ala S e r
10

< 2 1 0 >  96
<211> 7
< 2 1 2 >  PRT
<213> Mus musculus

< 4 0 0 >  96

Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser 
1 5

< 2 1 0 >  97
< 2 1 1 > .  9 
< 2 1 2 >  PRT
<213> Mus musculus 
< 4 0 0 >  97

Gln Gln Trp Asn Ser Asn Pro Pro Thr 
1 5
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(54) Title: ANTI-B7-H3 ANTIBODY  

(54) : S B  7  -  H 3  í n i *

(57) Abstract: The presen! inventlon relates to an antibody which has a therapeutic effect on tumors. Namely, the present ¡nvention 
relates to an antibody which binds to B7-H3 and exhibits antitumor activity. The objective o f  the present invention is to provide a 
phannaceutical product which has a therapeutic effect on tumors. An anti-B7-H3 antibody which binds to B7-H3 and exhibits antitu­
mor activity is obtained, and a pharmaceutical product for treating tumors, which contains the antibody, or the like is obtained.
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PODER
Y o (n o so u o s ) , n h ajo  firm nine(s)

en mi (n u e s tro ) ca rá c te r  d e  rcprescntam cC s) legales de 

D a ü ch i S an k y o  C c m p a n y . L im ited

un a  .-Ñoeicdad o rg a n iz ad a  y e x is te n te  de ac u e rd o  co n  las leyes de 

Jap a n

y en  ac tual c u m p lim ie n to  de su  o b je to  so c ia l, con  d o m ic ilio  en 

3 -5 -1 , N ih o n b a sh i H o n c h o  C h u o -k u . T o k y o  1 0 3 -8 4 2 6  Japnn

p o r el p re sen te  in s tru m e n to  c o n ítc ro  (c o n fe r im o s) p o d er e sp e c ia l a favor
de DIL1A M A R IA  R O D R IG U E Z  D 'A L E M A N . co n  C é d u la  d e  C iu d a d a ­
nía N o. 4 1 .6 5 4 .8 8 2  d e  B o g o tá , y ip. 2 0 8 2 4  y  C L A U D IA  LU CIA  
C A R O  R A M IR E Z , con  C é d u la  de C iu d a d a n ía  N o. 4 0 .0 1 7 .3 7 4  de T un ja . 
y i|>. 3 6 4 4 8 . con  d o m ic ilio  en  ISogoüi. C o lo m b ia , para <]<jc a c tu a n d o  en 
su o rd e n  en  n o m b re  del (de  la) o to rg an te  le (la ) re p rese n te n  an ic 
cu a lq u ie r en tid ad , a u to rid a d  y /o  p erso n a, e sp e c ia lm en te  an te  las del 
o rd e n  A d m in is tra tiv o . C o n te n c io so  A d m in istra tiv o . Ju d ic ia l. T rib u n a le s  
de A rb itra m en to  y /o  c u a lq u ie r  o tro  en  lo  re feren te  a lo s s ig u ie n tes  
a su n to s1

II  S o lic ita r, tram ita r , o b ten e r y.'o re g is tra r cu a lq u ie ra  d e  las m o d a lid ad e s  
de P ro p ied ad  Industria l, ta le s  com o: p a te n te s  de in venc ión , m o d e lo s  de 
u tilid ad ; d iseñ o s  in d u str ia les , v a rie d ad e s vege ta les ; m arcas, lem as, 
no m b res  y en se ñ as  co m e rc ia le s  y  d e n o m in a c io n e s  de o rig en : as i co m o  
sus re n o v acio n e s , p ró rro g as , tran sfe re n c ias , ca m b io s  de n o m b re  y/o 
d o m ic ilio , co n tra to s  y licenc ias.
2) S o lic ita r, tram ita r , o b te n e r  y /o  re g is tra r d erech o s  de au to r, en c u a lq u ie ­
ra  de sus p re sen tac io n e s  as i co m o  la p ro tec c ió n  de sec re to s  in d u s tr ia les  y  
know -how .

3) S o lic ita r, tram ita r , o b ten e r y /o  re g is tra r re g is tro s  san ita r io s , p erm isos  
y /o  licen c ias  d e  fu n c io n a m ie n to ; a s í co m o  su s  re n o v ac io n e s  o  p ró rrogas , 
tran sfe re n c ias , c a m b io s  de n o m b re  y /o  d o m ic ilio , c o n tra to s  y  licen c ias .
4) E jercer a c c io n es  d e  o p o s ic ió n , o b se rv ac ió n , reclam os., reco n sid e ra c ió n , 
re p o sic ió n , a p e lac ió n , ca n ce la c ió n  ad m in is tra tiv a  o ju d ic ia l , n u lid ad , 
pro tecció n  al c o n su m id o r, co n c es ió n  de licen c ias , p ro tec c ió n  de sec retos 
in d u s tr ia les  y d em á s  acc io n es  y  re cu rso s  re la c io n ad o s  con  d erech o s 
d erivados de los a su n to s  a rrib a  in d icad o s  y en  co n tra  de la co m p e te n c ia  
deslea l, acc io n es  d e riv a d as  de la o b ten c ió n  o  ex p lo tac ió n  de licenc ias, 
a c c io n es  de in d em n iza c ió n  d e  p e rju ic io s . T am b ién  p o d rá (n ) in te rv e n ir en 
ju ic io s  civ iles , com e rc ia le s, p en a les , co n icn c io so -ad m in is tr iu iv o s . m ie las  
y de po lic ía ; en  acc io n es  o  ju ic io s  p ro m o v id o s  p o r  el (la ) m an d a n te  o en 
co n tra  el ( c l i n ) .
5) R eg is trar n o m b res  de d o m in io  an te  la e n tid a d  co m p eten te .
6) E n  el e je rc ic io  d e  e s te  m a n d a to  los m a n d a ta rio s  a rrib a  m en c io n a d o s  
qu ed a n  fa cu ltad o s para : co n c ilia r, c a n ce la r, tran s ig ir, co m p ro m e te r en 
árb itro s, d esis tir, re c ib ir y to m a r p o sesió n  d e  la cosa  o b je to  de litig io  y  
re n u n c ia r o  desis tir a d e re c h o s  co n c e d id o s  o  en cu rso  de co n cesió n , 
ad m itir  Ins h ec h o s de! p roceso .
7) R a tifica r o no la ag e n c ia  o fic iosa .
8) Asi m ism o  fa cu lto  (fa c u lta m o s) a los m en c io n a d o s  a p o d e rad o s para 
re c ib ir n o tificac io n es  y  d es ig n ar ap o d e rad o s  ju d ic ia le s  o  cx tra ju d ic ia les . 
su s titu ir  el p resen te  p o d er y re v o car las su s titu c io n e s  que h icieren .

D ado  y firm a d o  en

a los d ías  de

F ir m a  / s ig n a t i i r c :

POWER OF ATTORNEY
) (w c), th e  un d ers ig n e d  

tille :  ____

legal rc p resc m a tiv c (s) o í
D a ü ch i S an k y o  C o m p a n y . L im ited

an  o rg a n iz a !io n  c x m in y  im d cr th e  law s o f  
Jap a n

an d  in p re sen t e x c cu tio n  o f  its b u s in e ss  ac tiv ity , d o m ic iled  a l 

3 -5 -1 . N ih o n b ash i H o n ch o  

C h u o -k u . T o k y o  

i 0 3 -8 4 2 6  Jap a n

do lic rcby  gram  P O W E R  OF A T T O R N E Y  io  D íIJ A  M A R IA  RODRlGLMr.Z 
D’A L íiM A N , id cn iifica ü o n  cíird N o. 4 1 .6 5 4 ,8 8 2  o f  B ogo tá , an d  ip. 2082-1 
an d  C L A U D IA  L U C IA  C A R O  R A M  IR F.Z. ip. 36 4 4 8 . ¡dcnti ficüvion ca rd  N o 
4 0 .0 1 7 ,3 7 4  o í  T u n ja . re s id in g  in B ogotfi. C o lo m b ia , to  ac t i o  the o rd e r o(' ihc-if 
n p p o in tm e n l in bch a ll'o C  g ra n to r b efo re  an y  c n u iy . a u th o riiy  a n d /o r n a tu ra l or 

ju r íd ic a !  • perso n . spcc iíilly  befo re  th o se  A d m in is tra tiv c . A d m in isu a tiv e -  
C o n tc n lio u s . Ju d ic ia l, a r b it r a ro n  courts . a n d /o r  an y  o th e r. in all n ia tte js  
c o n e c rn in g  th e  fo ilow ing:

1) T o  app ly . p roccss. o b ta in  an d /o r re g is te r a n y  o f  th e  m odüH tics o f  Industrial 
P ro p c n y . such  as: Pmcnt<. o f  In v e n tio n , U tility  M o d cls ; D csigns. p lam  
v a ric iie s : M arks. S lo g a n s. T ra d e  Ñ a m e s and  en ih lcm s  and  a p p c lln tio n s  o f  
O rig in : as w cil a s  th e ir rcn cw als , a ss ig n m em s. ch a n g o s  o f  n<imc an d /o r 
d o m ic ilc , ag rccm e n is  a n d  licenscs .
2) T o  apply . p ro ccss , o b ta in  an d /o r rc g is ic r c o p y r ig h t  o f  a n y  k ind  as w cil as 
p ro tec tio n  o f  in d u str ia l scc rc ts  o r kno w -h o w .
3 ) T o  npply . p ro ccss , o b ta in  a n d /o r  re g is te r sa n ita ry  re g is tra tio n s . o pccaiing  
au lh o riz a tio n s  a n d /o r  liccn scs; as w cil as th e ir rc n cw a ls  o r a ss ig n m cn ts . 
c h a n g cs  o f  ñ am e  a n d /o r  d o m icilc , a g reem e n ts  an d  liccnscs.
4 ) T o  b rin g  ac tio n s  o f  o p p o s ilio n , o b sc rv a lio n s , c la im s. rc co n sid c ra tio n . 
a p p c a l o r legal re m e d ies , ca n cc lla tio n s , n u llity , p ro tec tio n  to  th e  con su m er. 
g ra n tin g  o f  liccnscs . p ro tec tio n  o f  trad e  scc rc ts  an d  o ih c r  a c tio n s  re ia ted  w ith  
r ig h ts  d e riv e d  from  the ab o v e- m en tio n ed  m atte rs  a n d  ag a in st the un fa ir 
co m p e titio n . ac tio n s  re su llin g  1‘rom  th e  o b ta in in g  o r e x p ío ita iio n  o f  liccnscs, 
re co v erin g  d am a g es ac tio n s . T h c y  ca n  nlso im e n e n e  o r  p a r tic íp a te  in C iv il. 
C o m m e rc ia i. C rim in a l o r  C o n tc m io u s-A d m in is tríiliv c  T riá is ;  (he ac tio n s  for 
w rit m a n d a m u s , pó lice  ac tio n s ; in a c tio n s . la w su iis  o r titig a ito n s  ¡nstitm ed  by 
th e  g ra n to r o r ag a in sr him .
5) T o  re g is te r d o m ain  ñ am e s be fo re  the co m p clcn t cn tity .
6 ) T o  th e  e f lb c t o f  th is  m an d a to  the ab o v e -n am e d  p ro x y  are cm poxvcrcd lo. 
c o n c ilia tc . can ec í, sc ttlc , s ttb in it to  a rb itra tio n . w ith d ra w  an d  lo  rccciv c  and  
tak e  p o ssess io n  o f  Ihc litig a tio n  re ia ted  o b je t an d  w a iv e  o r rc n o u n c c  (he righ ts 
g ra n te d  o r  in p ro c css  o f  g ra n tin g , adm it th e  fae ts o f  th e  case.
7 ) T o  ra tify  o r no t the o ff ic io u s  ageney .
8) 1 (w c) h e reb y  a p p o in t th e  afo re  m en tio n ed  a tlo rn c y s  w ith  pow ers  io  rcccivc 
no tifica tio n s  an d  to d e s íg n a le  ju d ic ia l  and  e x tra ju d ie ia l atto rn ey s. su b s tiiu lc  
th is  í^ w c r  o  I" A U om cv an d  lo  rcv o k c su c h  sv .stiln lions.

G ran ted  and  s ig n ed  al T o k y o  •> J á D S O ________

on  th is 31 d a y o f  March   o f  2 008

2 _________
N a m e: ____________________________

ONE, Tsutomu 
Title: jjamb.e2i-0i_f.he , Board and 

Sénior Executive Offcer
S N K Y O - i-3 0 7 2 4  (F P -0 6 2 3 )
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Clarke, Modet & C°
COLOMBIA

Yo, DILIA RODRÍGUEZ D ' ALEMAN, identificada como aparece al pie de mi 

firma, domiciliada en Bogotá, Colombia, atentamente informo a usted que 

sustituyo el poder con que obro a la doctora SILVANA MARÍA LÓPEZ 

DÍAZ, domiciliada en Bogotá, identificada con la Cédula de Ciudadanía No. 

22 .468.787 y portadora de la tarjeta profesional No. 147.463 del CSJ, con 

las m ism as facultades con que me fueron conferidas para este caso.

Señor Superintendente,

 RODRIGUEZ D '-ALEMAN
C.C. 41 .654 .88 d̂j£--BT5go'tá 
TP 20824  CSJ

Acepto sustitución

<C
SILVANA TOARIA LOPEZ 
C.C. No. 22 .468.787 
TP 147463  CSJ
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LISTA DE CHEQUEO  
ADMISIÓN A TRÁMITE -  NUEVAS CREACIONES

PATENTE DE INVENCIÓN | | MODELO DE UTILIDAD Art 33 Decisión 436/00

□D

Indicación q u e  s e  solicita u n a  p a ten te .

D a to s  d e  identificación del so lic itante  o de  la p e r s o n a  q u e  p r e s e n ta  la solicitud • 

D escripc ión  d e  la invención  

Dibujos d e  s e r  e s t o s  p e r t in en te s

C o m p ro b a n te  d e 'p a g o - d e  la s  t a s a s  e s t a b le c id a s  (Dy s e r  el c a s o  form ato  d e  d e s c u e n to )  

C o m p le ta  1 1 Incom ple ta  | |

PATENTE DE INVENCIÓN PCI MODELO DE UTILIDAD PCI Arí.33 Decisión 485/00, Circular Única

j | ■ Indicación q u e  s e  solicita u n a  P C  i

i C op ia  d é  la solicitud en  e sp añ o l ,  ta i .com o fue  p r e s e n t a d a  inicialmente  (capítulo descr ip tivo , 

' reivinditíatorio, resum en)-  

Dibujos ti a  s e r  e s to s  pertinentes

! C o m p ro b a n te  d e  p a g o  d e  las  t a s a s  e s t a b le c id a s  (de  s e r  el c a s o  form ato  de  d e s c u e n to )  

C o m p le ta  [ j - - Incom ple ta  - | [ '

DISEÑO INDUSTRIAL (A lt  119 Decisión 486/00)

L_I□ i Indicación que s e  solicita  D iseño  industriali :
¡ D a to s  d é  identif icación del so lic itante  o de la p e r s o n a  q u e  p r e s e n ta  la solicitud 

, R e p re s e n t a c ió n  gráf ica y fo tográfica  del D iseño  industrial o m u e s t r a  del m ateria l q u e  inco rpo ra  el 

■ d is e ñ o  : . '

C o m p ro b a n te  d e ,p a g o  d e  las t a s a s  e s ta b le c id a s

C o m p le ta  Q j  Incom ple ta  j. |

ESQUEMA DE TRAZADO : [ % ] (Art. 92 Decisión 486/00)

Indicación q u e  se .so l ic i ta  un e s q u e m a  de t r a zad o

D ato s  d e  identif icación del so lic i tante  o d e  la p e r s o n a  q u e  p r e s e n ta  la solicitud 

R e p re s é n ía c íó n  gráf ica d e  un e s q u e m a  d e  t r a za d o  

Comprobante de pago de las tasas establecidas

C o m p le ta  j ~ j  • Incom ple ta

: SUPERINTEN DENCIA DE INDUSTRIA Y CO M ER CIO
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