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ANTICUERPO ANTI-ORAI1  

 

CAMPO DE LA INVENCIÓN 

 La presente invención se refiere a la provisión de  un 

anticuerpo anti-Orai1 más altamente activo para el 

tratamiento de trastornos y enfermedades. 

ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN  

 Los canales de calcio activados por liberación de calcio 

(CRAC) son un subconjunto de canales operados por 

almacenamiento (SOC) que se abren en respuesta al a gotamiento 

del calcio almacenado en el retículo endoplásmico 

intracelular, son responsables por la entrada de ca lcio 

extracelular a células no excitables particulares, 

particularmente, células del sistema inmunitario in cluyendo 

células T y mastocitos, y la activación resultante de las 

células. Los inhibidores de la actividad del canal CRAC son 

conocidos en la técnica, y su identificación y pote nciales 

terapéuticos se describen por Feske y colaboradores  

(Literatura no de Patente 1 y 2). 

 El Orai1 (CRACM1: modulador 1 de calcio activado p or 

liberación de calcio, proteína transmembrana 142A: TMEM142A), 

una proteína transmembrana de 4 pasos compuesta de 301 

residuos de aminoácidos, se ha identificado como un  

componente que constituye la subunidad formadora de  poros de 

los canales CRAC al formar un homotetrámero (Litera tura de 



2  

 

 5

10

15

20

25

Patente 1 y Literaturas no de Patente 3 a 5). La fa milia del 

gen Orai comprende el gen Orai1 humano junto con lo s genes 

Orai2 humano y Orai3 humano que tienen cada uno 90%  o más de 

homología al gen Orai1 humano (Literatura no de Pat ente 6). 

En algunos casos, la posibilidad de formar un heter otetrámero 

o un heterohexámero que contiene la proteína Orai2 y/o Orai3 

y Orai1 también se han reportado (Literatura no de Patente 7 

y 8). El Orai1 está constituido por regiones citopl ásmicas N-

terminal y C-terminal que se acoplan a la STIM-1 (m olécula 1 

de interacción estromal) o STIM-2, que es una prote ína que 

detecta el agotamiento del calcio almacenado en el retículo 

endoplásmico intracelular, y 4 dominios transmembra na, el 

cebador dominio de bucle extracelular que se compon e de 

aproximadamente 20 residuos de aminoácidos, y el se gundo 

dominio de bucle extracelular se compone de aproxim adamente 

40 residuos de aminoácidos (Literatura no de Patent e 9). La 

secuencia de ADN y la secuencia de aminoácidos de O rai1 son 

disponibles en una base de datos pública y pueden s er 

referidas bajo, por ejemplo, Nos. de Acceso NM_0327 90 y 

NP_116179 (NCBI). 

 Se ha encontrado que un defecto congénito en la fu nción 

del gen Orai1 humano elimina la actividad del canal  CRAC y 

cancela las respuestas del cuerpo a inmunógenos, da ndo por 

resultado varias afecciones inmunodeficientes. Por lo tanto, 

la función molecular de Orai1 se ha aprobado esenci al para la 
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activación de los canales CRAC (Literatura no de Pa tente 10 y 

11). De esta manera, la función de los anticuerpos de bloqueo 

que fijan como diana la molécula Orai1 puede servir  como 

inhibidores de la actividad del canal CRAC. 

 En vista de la información que sugiere que los 

inhibidores de la actividad del canal CRAC se puede n usar 

para tratar pacientes con enfermedades inmunológica s, 

enfermedades alérgicas, enfermedades inflamatorias,  rechazo a 

trasplante de células u órganos, trombosis, cáncere s, etc., 

(Literatura no de Patente 12), se han hecho intento s para 

obtener anticuerpos anti-Orai1 con el objetivo de i nhibir la 

función molecular de Orai1, y sus efectos se han es tudiado 

(Literatura de Patente 2 y 3 y Literatura no de Pat ente 13 y 

14). Aunque esta literatura indica que cada anticue rpo solo 

inhibe la activación de células T, la actividad inh ibidora 

todavía no es suficientemente fuerte. La aplicación  clínica 

de estos anticuerpos como agentes biológicos que fi jan como 

diana Orai1 no pueden cumplir con las necesidades m édicas en 

términos de la necesidad por dosis altas o administ ración 

frecuente, métodos de administración limitada, o si milares.  
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BREVE DESCRIPCIÓN DE LA INVENCIÓN  

Problema Técnico  

 Un objetivo de la presente invención es proporcion ar un 

agente terapéutico y/o profiláctico para rechazos d e 

trasplantes, enfermedades inmunológicas, enfermedad es 

alérgicas, enfermedades inflamatorias trombosis, cá nceres, 

etc. 

Solución al Problema 

 Los presentes inventores han obtenido anticuerpos anti-

Orai1 de rata para el propósito de buscar sustancia s que 

tengan un efecto terapéutico y/o profiláctico en re chazos de 

trasplantes, enfermedades inmunológicas, enfermedad es 

alérgicas, enfermedades inflamatorias, trombosis, o  cánceres. 

Los anticuerpos anti-Orai1 de rata obtenidos se han  

humanizado, y la CDRs, estructuras, y regiones vari ables de 

los anticuerpos humanizados se han modificado. De e sta 

manera, se ha llevado a cabo la presente invención.   

 Específicamente, la presente invención abarca los 
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siguientes aspectos: 

 (1) Un anticuerpo o un fragmento de ligación a ant ígeno 

del anticuerpo que se liga específicamente a la sec uencia de 

aminoácidos representada por SEQ ID NO: 2, en donde  la 

secuencia de cadena pesada comprende una región var iable que 

tiene CDRH1, CDRH2, y CDRH3, en donde la CDRH1 cons iste de la 

secuencia de aminoácido representada por SEQ ID NO:  102, la 

CDRH2 consiste de una secuencia de aminoácido repre sentada 

por cualquiera de SEQ ID NOs: 104, 106, 107, y 108,  y la 

CDRH3 consiste de una secuencia de aminoácido repre sentada 

por SEQ ID NO: 109 o 110; y 

 la secuencia de cadena ligera comprende una región  

variable que tiene CDRL1, CDRL2, y CDRL3, en donde la CDRL1 

consiste de una secuencia de aminoácido representad a por 

cualquiera de SEQ ID NOs: 93, 94, y 95, la CDRL2 co nsiste de 

una secuencia de aminoácido representada por cualqu iera de 

SEQ ID NOs: 96, 97, y 98, y la CDRL3 consiste de la  secuencia 

de aminoácido representada por SEQ ID NO: 101. 

 (2) El anticuerpo o fragmento de ligación a antíge no 

del anticuerpo de acuerdo con (1), en donde la secu encia de 

cadena pesada comprende una región variable que tie ne CDRH1, 

CDRH2, y CDRH3, en donde la CDRH1 consiste de la se cuencia de 

aminoácido representada por SEQ ID NO: 102, la CDRH 2 consiste 

de la secuencia de aminoácido representada por SEQ ID NO: 

106, y la CDRH3 consiste de la secuencia de aminoác ido 
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representada por SEQ ID NO: 110; y 

 La secuencia de cadena ligera comprende una región  

variable que tiene CDRL1, CDRL2, y CDRL3, en donde la CDRL1 

consiste de la secuencia de aminoácido representada  por SEQ 

ID NO: 93, la CDRL2 consiste de la secuencia de ami noácido 

representada por SEQ ID NO: 96, y la CDRL3 consiste  de la 

secuencia de aminoácido representada por SEQ ID NO:  101. 

 (3) El anticuerpo o fragmento de ligación a antíge no 

del anticuerpo de acuerdo con (1), en donde la secu encia de 

cadena pesada comprende una región variable que tie ne CDRH1, 

CDRH2, y CDRH3, en donde la CDRH1 consiste de la se cuencia de 

aminoácido representada por SEQ ID NO: 102, la CDRH 2 consiste 

de la secuencia de aminoácido representada por SEQ ID NO: 

106, y la CDRH3 consiste de la secuencia de aminoác ido 

representada por SEQ ID NO: 110; y 

 la secuencia de cadena ligera comprende una región  

variable que tiene CDRL1, CDRL2, y CDRL3, en donde la CDRL1 

consiste de la secuencia de aminoácido representada  por SEQ 

ID NO: 94, la CDRL2 consiste de la secuencia de ami noácido 

representada por SEQ ID NO: 97, y la CDRL3 consiste  de la 

secuencia de aminoácido representada por SEQ ID NO:  101. 

 (4) El anticuerpo o fragmento de ligación a antíge no 

del anticuerpo de acuerdo con (1), en donde la secu encia de 

cadena pesada comprende una región variable que tie ne CDRH1, 

CDRH2, y CDRH3, en donde la CDRH1 consiste de la se cuencia de 
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aminoácido representada por SEQ ID NO: 102, la CDRH 2 consiste 

de la secuencia de aminoácido representada por SEQ ID NO: 

106, y la CDRH3 consiste de la secuencia de aminoác ido 

representada por SEQ ID NO: 110; y 

 la secuencia de cadena ligera comprende una región  

variable que tiene CDRL1, CDRL2, y CDRL3, en donde la CDRL1 

consiste de la secuencia de aminoácido representada  por SEQ 

ID NO: 95, la CDRL2 consiste de la secuencia de ami noácido 

representada por SEQ ID NO: 98, y la CDRL3 consiste  de la 

secuencia de aminoácido representada por SEQ ID NO:  101. 

 (5) El anticuerpo o fragmento de ligación a antíge no 

del anticuerpo de acuerdo con (1), en donde la secu encia de 

cadena pesada comprende una región variable que tie ne CDRH1, 

CDRH2, y CDRH3, en donde la CDRH1 consiste de la se cuencia de 

aminoácido representada por SEQ ID NO: 102, la CDRH 2 consiste 

de la secuencia de aminoácido representada por SEQ ID NO: 

107, y la CDRH3 consiste de la secuencia de aminoác ido 

representada por SEQ ID NO: 110; y 

 la secuencia de cadena ligera comprende una región  

variable que tiene CDRL1, CDRL2, y CDRL3, en donde la CDRL1 

consiste de la secuencia de aminoácido representada  por SEQ 

ID NO: 93, la CDRL2 consiste de la secuencia de ami noácido 

representada por SEQ ID NO: 96, y la CDRL3 consiste  de la 

secuencia de aminoácido representada por SEQ ID NO:  101. 

 (6) El anticuerpo o fragmento de ligación a antíge no 
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del anticuerpo de acuerdo con (1), en donde la secu encia de 

cadena pesada comprende una región variable que tie ne CDRH1, 

CDRH2, y CDRH3, en donde la CDRH1 consiste de la se cuencia de 

aminoácido representada por SEQ ID NO: 102, la CDRH 2 consiste 

de la secuencia de aminoácido representada por SEQ ID NO: 

108, y la CDRH3 consiste de la secuencia de aminoác ido 

representada por SEQ ID NO: 110; y 

 la secuencia de cadena ligera comprende una región  

variable que tiene CDRL1, CDRL2, y CDRL3, en donde la CDRL1 

consiste de la secuencia de aminoácido representada  por SEQ 

ID NO: 93, la CDRL2 consiste de la secuencia de ami noácido 

representada por SEQ ID NO: 96, y la CDRL3 consiste  de la 

secuencia de aminoácido representada por SEQ ID NO:  101. 

 (7) El anticuerpo o fragmento de ligación a antíge no 

del anticuerpo de acuerdo con (1), en donde la secu encia de 

cadena pesada comprende una región variable que tie ne CDRH1, 

CDRH2, y CDRH3, en donde la CDRH1 consiste de la se cuencia de 

aminoácido representada por SEQ ID NO: 102, la CDRH 2 consiste 

de la secuencia de aminoácido representada por SEQ ID NO: 

104, y la CDRH3 consiste de la secuencia de aminoác ido 

representada por SEQ ID NO: 109; y 

 la secuencia de cadena ligera comprende una región  

variable que tiene CDRL1, CDRL2, y CDRL3, en donde la CDRL1 

consiste de la secuencia de aminoácido representada  por SEQ 

ID NO: 93, la CDRL2 consiste de la secuencia de ami noácido 
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representada por SEQ ID NO: 96, y la CDRL3 consiste  de la 

secuencia de aminoácido representada por SEQ ID NO:  101. 

 (8) El anticuerpo o fragmento de ligación a antíge no 

del anticuerpo de acuerdo con (1) o (2), en donde e l 

anticuerpo comprende una secuencia de región variab le de 

cadena pesada que consiste de residuos de aminoácid os de las 

posiciones 20 a 136 en la secuencia de aminoácido 

representada por SEQ ID NO: 62 y una secuencia de r egión 

variable de cadena ligera que consiste de residuos de 

aminoácidos de las posiciones 21 a 126 en la secuen cia de 

aminoácido representada por SEQ ID NO: 56. 

 (9) El anticuerpo o fragmento de ligación a antíge no 

del anticuerpo de acuerdo con (8), en donde el anti cuerpo 

consiste de una secuencia de cadena pesada que cons iste de 

residuos de aminoácidos de las posiciones 20 a 465 o 20 a 466 

en la secuencia de aminoácido representada por SEQ ID NO: 62 

y una secuencia de cadena ligera que consiste de re siduos de 

aminoácidos de las posiciones 21 a 234 en la secuen cia de 

aminoácido representada por SEQ ID NO: 56. 

 (10) El anticuerpo o fragmento de ligación a antíg eno 

del anticuerpo de acuerdo con (8), en donde el anti cuerpo 

consiste de una secuencia de cadena pesada que cons iste de 

residuos de aminoácidos de las posiciones 20 a 465 o 20 a 466 

en la secuencia de aminoácido representada por SEQ ID NO: 70 

y una secuencia de cadena ligera que consiste de re siduos de 
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aminoácidos de las posiciones 21 a 234 en la secuen cia de 

aminoácido representada por SEQ ID NO: 56. 

 (11) El anticuerpo o fragmento de ligación a antíg eno 

del anticuerpo de acuerdo con (1) o (3), en donde e l 

anticuerpo comprende una secuencia de región variab le de 

cadena pesada que consiste de residuos de aminoácid os de las 

posiciones 20 a 136 en la secuencia de aminoácido 

representada por SEQ ID NO: 62 y una secuencia de r egión 

variable de cadena ligera que consiste de residuos de 

aminoácidos de las posiciones 21 a 126 en la secuen cia de 

aminoácido representada por SEQ ID NO: 58. 

 (12) El anticuerpo o fragmento de ligación a antíg eno 

del anticuerpo de acuerdo con (11), en donde el ant icuerpo 

consiste de una secuencia de cadena pesada que cons iste de 

residuos de aminoácidos de las posiciones 20 a 465 o 20 a 466 

en la secuencia de aminoácido representada por SEQ ID NO: 62 

y una secuencia de cadena ligera que consiste de re siduos de 

aminoácidos de las posiciones 21 a 234 en la secuen cia de 

aminoácido representada por SEQ ID NO: 58. 

 (13) El anticuerpo o fragmento de ligación a antíg eno 

del anticuerpo de acuerdo con (1) o (4), en donde e l 

anticuerpo comprende una secuencia de región variab le de 

cadena pesada que consiste de residuos de aminoácid os de las 

posiciones 20 a 136 en la secuencia de aminoácido 

representada por SEQ ID NO: 62 y una secuencia de r egión 
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variable de cadena ligera que consiste de residuos de 

aminoácidos de las posiciones 21 a 126 en la secuen cia de 

aminoácido representada por SEQ ID NO: 60. 

 (14) El anticuerpo o fragmento de ligación a antíg eno 

del anticuerpo de acuerdo con (13), en donde el ant icuerpo 

consiste de una secuencia de cadena pesada que cons iste de 

residuos de aminoácidos de las posiciones 20 a 465 o 20 a 466 

en la secuencia de aminoácido representada por SEQ ID NO: 62 

y una secuencia de cadena ligera que consiste de re siduos de 

aminoácidos de las posiciones 21 a 234 en la secuen cia de 

aminoácido representada por SEQ ID NO: 60. 

 (15) El anticuerpo o fragmento de ligación a antíg eno 

del anticuerpo de acuerdo con (1) o (5), en donde e l 

anticuerpo comprende una secuencia de región variab le de 

cadena pesada que consiste de residuos de aminoácid os de las 

posiciones 20 a 136 en la secuencia de aminoácido 

representada por SEQ ID NO: 64 y una secuencia de r egión 

variable de cadena ligera que consiste de residuos de 

aminoácidos de las posiciones 21 a 126 en la secuen cia de 

aminoácido representada por SEQ ID NO: 56. 

 (16) El anticuerpo o fragmento de ligación a antíg eno 

del anticuerpo de acuerdo con (15), en donde el ant icuerpo 

consiste de una secuencia de cadena pesada que cons iste de 

residuos de aminoácidos de las posiciones 20 a 465 o 20 a 466 

en la secuencia de aminoácido representada por SEQ ID NO: 64 
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y una secuencia de cadena ligera que consiste de re siduos de 

aminoácidos de las posiciones 21 a 234 en la secuen cia de 

aminoácido representada por SEQ ID NO: 56. 

 (17) El anticuerpo o fragmento de ligación a antíg eno 

del anticuerpo de acuerdo con (1) o (6), en donde e l 

anticuerpo comprende una secuencia de región variab le de 

cadena pesada que consiste de residuos de aminoácid os de las 

posiciones 20 a 136 en la secuencia de aminoácido 

representada por SEQ ID NO: 66 y una secuencia de r egión 

variable de cadena ligera que consiste de residuos de 

aminoácidos de las posiciones 21 a 126 en la secuen cia de 

aminoácido representada por SEQ ID NO: 56. 

 (18) El anticuerpo o fragmento de ligación a antíg eno 

del anticuerpo de acuerdo con (17), en donde el ant icuerpo 

consiste de una secuencia de cadena pesada que cons iste de 

residuos de aminoácidos de las posiciones 20 a 465 o 20 a 466 

en la secuencia de aminoácido representada por SEQ ID NO: 66 

y una secuencia de cadena ligera que consiste de re siduos de 

aminoácidos de las posiciones 21 a 234 en la secuen cia de 

aminoácido representada por SEQ ID NO: 56. 

 (19) El anticuerpo o fragmento de ligación a antíg eno 

del anticuerpo de acuerdo con (1) o (7), en donde e l 

anticuerpo comprende una secuencia de región variab le de 

cadena pesada que consiste de residuos de aminoácid os de las 

posiciones 20 a 136 en la secuencia de aminoácido 
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representada por SEQ ID NO: 43 y una secuencia de r egión 

variable de cadena ligera que consiste de residuos de 

aminoácidos de las posiciones 21 a 126 en la secuen cia de 

aminoácido representada por SEQ ID NO: 56. 

 (20) El anticuerpo o fragmento de ligación a antíg eno 

del anticuerpo de acuerdo con (19), en donde el ant icuerpo 

consiste de una secuencia de cadena pesada que cons iste de 

residuos de aminoácidos de las posiciones 20 a 465 o 20 a 466 

en la secuencia de aminoácido representada por SEQ ID NO: 43 

y una secuencia de cadena ligera que consiste de re siduos de 

aminoácidos de las posiciones 21 a 235 en la secuen cia de 

aminoácido representada por SEQ ID NO: 56. 

 (21) El fragmento de ligación a antígeno del antic uerpo 

de acuerdo con cualquiera de (1) a (20), en donde e l 

fragmento de ligación a antígeno se selecciona del grupo que 

consiste de Fab, F(ab')2, Fab', y Fv. 

 (22) El anticuerpo de acuerdo con cualquiera de (1 ) a 

(8), (11), (13), (15), (17), y (19), en donde el an ticuerpo 

es un scFv. 

 (23) Una composición farmacéutica que comprende al  menos 

cualquiera de un anticuerpo o fragmento de ligación  a 

antígeno del anticuerpo de acuerdo con (1) a (22). 

 (24) La composición farmacéutica de acuerdo con (2 3), en 

donde la composición farmacéutica es un agente tera péutico 

y/o profiláctico para rechazos de trasplantes, enfe rmedades 
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relacionadas inmunitarias, enfermedades alérgicas, 

enfermedades inflamatorias, o cánceres, un activado r anti-

plaquetas o anti-trombótico, o un inhibidor de la a ctivación 

de células que expresan Orai1. 

 (25) La composición farmacéutica de acuerdo con (2 4), en 

donde los rechazos de trasplantes son respuestas de  rechazo y 

los rechazos de hospedero versus injerto al traspla nte de un 

órgano o un tejido tal como el corazón, los riñones , el 

hígado, la médula ósea, o la piel, y enfermedad de injerto 

versus hospedero provocada por el trasplante de cél ulas 

hematopoyéticas (médula ósea, sangre periférica, sa ngre del 

cordón umbilical, etc.). 

 (26) La composición farmacéutica de acuerdo con (2 4), en 

donde las enfermedades relacionadas inmunitarias so n 

enfermedades del tejido conjuntivo o musculoesquelé ticos 

(artritis reumatoide, espondilitis anquilosante, lu pus 

eritematoso sistémico, escleroderma, polimiositis, 

dermatomiositis, etc.), enfermedades hematológicas (anemia 

aplásica, púrpura trombocitopénica idiopática, etc. ), 

enfermedades gastrointestinales (enfermedad de Croh n, colitis 

ulcerativa, etc.), enfermedades neurológicas (escle rosis 

múltiple, miastenia grave, etc.), enfermedades oftá lmicas 

(uveítis, etc.), enfermedades vasculares (enfermeda d de 

Behcet, granulomatosis de Wegener, etc.), enfermeda des 

epidérmicas (psoriasis, pénfigo, leucoderma, etc.),  
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enfermedades endocrinas (diabetes mellitus tipo 1, tiroiditis 

autoinmunitaria, enfermedad de Graves, enfermedad d e 

Hashimoto, etc.), y similares, las enfermedades alé rgicas son 

dermatitis atópica, asma, anafilaxis, reacción anaf ilactoide, 

alergia a alimentos, rinitis, otitis media, reacció n a 

fármacos, reacción a etiquetas de insectos, reacció n a 

plantas, alergia al látex, conjuntivitis, urticaria , y 

similares, y las enfermedades inflamatorias son enf ermedades 

renales inflamatorias (glomerulonefritis, nefrosis,  etc.), 

enfermedades pulmonares inflamatorias (enfermedad p ulmonar 

obstructiva crónica, fibrosis cística, neumonía int ersticial, 

etc.), enfermedades intestinales inflamatorias (col itis 

ulcerativa, ileitis, etc.), enfermedades hepáticas 

inflamatorias (hepatitis autoinmunitaria, hepatitis  viral, 

etc.), enfermedades cardíacas inflamatorias (miocar ditis, 

enfermedad cardíaca isquémica, aterosclerosis, etc. ), 

enfermedades de la piel inflamatorias (dermatitis p or 

contacto, eccema, etc.), enfermedades oculares infl amatorias 

(tracoma, endoftalmitis, etc.), enfermedades nervio sas 

centrales inflamatorias (meningitis, encefalomielit is, 

encefalitis autoinmunitaria, etc.), enfermedades ar ticulares 

inflamatorias (artritis, osteoartritis, etc.), infl amaciones 

sistémicas (septicemia, hemorragia, hipersensibilid ad, 

síntomas de choque atribuidos a quimioterapia de cá ncer o 

similares, etc.), y similares. 
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 (27) La composición farmacéutica de acuerdo con (2 4), en 

donde los cánceres son cáncer de mama, cáncer de pu lmón, 

cáncer de piel, leucemia y similares, y casos en lo s cuales 

la actividad anti-plaquetas o anti-trombótica es út il para 

tratamiento y/o prevención de infarto al miocardio,  

apoplejía, enfermedades cardíacas sistémicas, tromb osis, y 

similares, y casos en los cuales la inhibición de l a 

activación de células que expresan Orai1 es útil pa ra el 

tratamiento y/o prevención de leucemia de mastocito s, 

mastocitosis, leucemia basofílica, endometriosis, m iopatía 

agregada tubular, síndrome de Stormorken, artritis 

reumatoide, espondilitis anquilosante, dermatitis a tópica y 

similares.  

 (28) Un polinucleótido que codifica un anticuerpo o un 

fragmento de ligación a antígeno del anticuerpo de acuerdo 

con cualquiera de (1) a (22). 

 (29) Un vector que comprende un polinucleótido de 

acuerdo con (28). 

 (30) Una célula hospedera transformada que compren de un 

polinucleótido de acuerdo con (28). 

 (31) Una célula hospedera transformada que compren de un 

vector de acuerdo con (29). 

 (32) Un método para producir un anticuerpo o un 

fragmento de ligación a antígeno del anticuerpo de acuerdo 

con cualquiera de (1) a (22), que comprende el paso  de 
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cultivar una célula hospedera de acuerdo con (30) o  (31) y 

purificar un anticuerpo del producto de cultivo.  

 (33) Un anticuerpo o un fragmento de ligación a an tígeno 

del anticuerpo que se liga específicamente a la sec uencia de 

aminoácidos representada por SEQ ID NO: 2, en donde  la 

concentración en la cual la cantidad de IL-2 libera da de 

células Jurkat tratadas con PMA y A23187 se inhibe por 50% es 

80 ng/mL o más baja. 

 (34) El anticuerpo o fragmento de ligación a antíg eno 

del anticuerpo de acuerdo con (33), en donde la con centración 

en la cual la cantidad de IL-2 liberada de las célu las Jurkat 

tratadas con PMA y A23187 se inhibe por 50% es 10 n g/mL o más 

baja.  

 (35) Un anticuerpo o un fragmento de ligación a an tígeno 

del anticuerpo que se liga específicamente a la sec uencia de 

aminoácidos representada por SEQ ID NO: 2, en donde  la 

concentración en la cual la cantidad de IL-2 libera da de 

células mononucleares de sangre periférica humanas (PBMC) 

tratadas con PMA y A23187 se inhibe por 50% es 100 ng/mL o 

más baja. 

 (36) El anticuerpo o fragmento de ligación a antíg eno 

del anticuerpo de acuerdo con (35), en donde la con centración 

en la cual la cantidad de IL-2 liberada de PBMC hum anas 

tratadas con PMA y A23187 se inhibe por 50% es 20 n g/mL o más 

baja. 
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 (37) Un anticuerpo o un fragmento de ligación a an tígeno 

del anticuerpo que se liga específicamente a la sec uencia de 

aminoácidos representada por SEQ ID NO: 2, en donde  la 

concentración en la cual la cantidad de IFN- γ liberada de 

PBMC humanas tratadas con PMA y A23187 se inhibe po r 50% es 

800 ng/mL o más baja.  

 (38) El anticuerpo o fragmento de ligación a antíg eno 

del anticuerpo de acuerdo con (37), en donde la con centración 

en la cual la cantidad de IFN- γ liberada de PBMC humanas 

tratadas con PMA y A23187 se inhibe por 50% es 40 n g/mL o más 

baja. 

Efectos Ventajosos de la Invención  

 De acuerdo con la presente invención, se puede obt ener 

un agente terapéutico y/o profiláctico para rechazo s de 

trasplantes, enfermedades inmunológicas, enfermedad es 

alérgicas, enfermedades inflamatorias, trombosis, o  cánceres 

basados en la inhibición de la actividad del canal CRAC como 

el mecanismo de acción.  

BREVE DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS  

 La Figura 1 es un diagrama que muestra que R118 y R198 

se ligan cada uno a células HEK293T transfectadas c on 

pcADN3.1-hOrai1 en una manera dependiente de concen tración. 

 La Figura 2 es un diagrama que muestra que R118 y R198 

inhiben cada uno, en una manera dependiente de conc entración, 

la liberación de IL-2 de células Jurkat tratadas co n PMA y 
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A23187. 

 La Figura 3 es un diagrama que muestra que cR118 y  cR198 

se ligan cada una a células HEK293T transfectadas c on 

pcADN3.1-hOrai1 en una manera dependiente de concen tración. 

 La Figura 4 es un diagrama que muestra que cR118 y  cR198 

inhiben cada uno, en una manera dependiente de conc entración, 

la liberación de IL-2 de células Jurkat tratadas co n PMA y 

A23187. 

 La Figura 5 es un diagrama que muestra que los 

anticuerpos anti-Orai1 humano humanos humanizados 

hR198_H1/L1, hR198_H2/L2, hR198_H3/L3, y hR198_H4/L 4 se ligan 

cada uno a células HEK293T transfectadas con pcADN3 .1-hOrai1, 

en una manera dependiente de concentración, como co n el 

anticuerpo precursor cR118 o cR198. 

 La Figura 6 es un diagrama que muestra que los 

anticuerpos Orai1 anti-humanos humanizados inhiben cada uno, 

en una manera dependiente de concentración, la libe ración de 

IL-2 de células Jurkat tratadas con PMA y A23187. 

 Las Figuras 7A, 7B y 7C son un diagrama que muestr a que 

los clones de Fab mutados LCDR60, LCDR67, LCDR83, C E151, 

PE057, HCDR046, HCDR047, HEP087, HEP124, y HEP237 o btenidos 

por expresión de ribosomas se ligan cada uno en gra n medida a 

células HEK293T transfectadas con pcADN3.1-hOrai1 c omo son 

comparados con el Fab de anticuerpo precursor hR198 _H4/L4-

Fab. 
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 La Figura 8 es un diagrama que muestra que los 

anticuerpos de maduración por afinidad hR198_H3/LG1 , 

hR198_HG1/LG1, hR198_HG1/LG2, hR198_HG1/LG3, hR198_ HG2/LG1, y 

hR198_HG3/LG1 cada uno se liga a células HEK293T 

transfectadas con pcADN3.1-hOrai1 en un nivel equiv alente a o 

más potente que aquel del anticuerpo precursor hR19 8_H3/L3 o 

hR198_H4/L4. 

 La Figura 9 es un diagrama que muestra que los 

anticuerpos de maduración por afinidad inhiben cada  uno, en 

una manera dependiente de concentración, la liberac ión de IL-

2 de células Jurkat tratadas con PMA y A23187. 

 La Figura 10 es un diagrama que muestra que los 

anticuerpos 10F8, 14F74, y 17F6 se ligan cada uno a  células 

HEK293T transfectadas con pcADN3.1-hOrai1. 

 La Figura 11 es un diagrama que muestra que los 

anticuerpos hR198_HG1/LG1, hR198_HG1-LALA/LG1, 2C1. 1, y 5H3.1 

se ligan cada uno a células HEK293T transfectadas c on 

pcADN3.1-hOrai1. 

 La Figura 12 es un diagrama que muestra que los 

anticuerpos monoclonales anti-Orai1 inhiben cada un o, en una 

manera dependiente de concentración, la liberación de IL-2 de 

células Jurkat tratadas con PMA y A23187. 

 La Figura 13 es un diagrama que muestra las 

concentraciones inhibidoras máximas medias (IC 50) y el 80% de 

concentraciones inhibidoras (IC 80) de hR198_HG1/LG1, 
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hR198_HG1-LALA/LG1, 2C1.1, 5H3.1, 10F8, 14F74, y 17 F6 contra 

la liberación de IL-2 de células Jurkat. 

 La Figura 14 es un diagrama que muestra una secuen cia de 

nucleótidos que codifica una región variable de cad ena ligera 

R118 y una secuencia de aminoácidos de la región va riable. 

 La Figura 15 es un diagrama que muestra una secuen cia de 

nucleótidos que codifica una Región variable de cad ena pesada 

R118 y una secuencia de aminoácidos de la región va riable. 

 La Figura 16 es un diagrama que muestra una secuen cia de 

nucleótidos que codifica una región variable de cad ena ligera 

R198 y una secuencia de aminoácidos de la región va riable. 

 La Figura 17 es un diagrama que muestra una secuen cia de 

nucleótidos que codifica una Región variable de cad ena pesada 

R198 y una secuencia de aminoácidos de la región va riable. 

 La Figura 18 es un diagrama que muestra una secuen cia de 

nucleótidos que codifica una cadena ligera cR118 qu imerizada 

humana y una secuencia de aminoácidos de la cadena ligera.  

 La Figura 19 es un diagrama que muestra una secuen cia de 

nucleótidos que codifica una cadena ligera cR198 qu imerizada 

humana y una secuencia de aminoácidos de la cadena ligera. 

 La Figura 20 es un diagrama que muestra una secuen cia de 

nucleótidos que codifica una cadena pesada cR118 qu imerizada 

humana y una secuencia de aminoácidos de la cadena pesada. 

 La Figura 21 es un diagrama que muestra una secuen cia de 

nucleótidos que codifica una cadena pesada cR198 qu imerizada 
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humana y una secuencia de aminoácidos de la cadena pesada. 

 La Figura 22 es un diagrama que muestra una secuen cia de 

nucleótidos que codifica una cadena ligera de tipo hR198_L1 y 

una secuencia de aminoácidos de la cadena ligera. 

 La Figura 23 es un diagrama que muestra una secuen cia de 

nucleótidos que codifica una cadena ligera de tipo hR198_L2 y 

una secuencia de aminoácidos de la cadena ligera. 

 La Figura 24 es un diagrama que muestra una secuen cia de 

nucleótidos que codifica una cadena ligera de tipo hR198_L3 y 

una secuencia de aminoácidos de la cadena ligera. 

 La Figura 25 es un diagrama que muestra una secuen cia de 

nucleótidos que codifica una cadena ligera de tipo hR198_L4 y 

una secuencia de aminoácidos de la cadena ligera. 

 La Figura 26 es un diagrama que muestra una secuen cia de 

nucleótidos que codifica una cadena pesada de tipo hR198_H1 y 

una secuencia de aminoácidos de la cadena pesada. 

 La Figura 27 es un diagrama que muestra una secuen cia de 

nucleótidos que codifica una cadena pesada de tipo hR198_H2 y 

una secuencia de aminoácidos de la cadena pesada. 

 La Figura 28 es un diagrama que muestra una secuen cia de 

nucleótidos que codifica una cadena pesada de tipo hR198_H3 y 

una secuencia de aminoácidos de la cadena pesada. 

 La Figura 29 es un diagrama que muestra una secuen cia de 

nucleótidos que codifica una cadena pesada de tipo hR198_H4 y 

una secuencia de aminoácidos de la cadena pesada. 
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 La Figura 30 es un diagrama que muestra una secuen cia de 

nucleótidos que codifica una cadena ligera de tipo hR198_LG1 

y una secuencia de aminoácidos de la cadena ligera.  

 La Figura 31 es un diagrama que muestra una secuen cia de 

nucleótidos que codifica una cadena ligera de tipo hR198_LG2 

y una secuencia de aminoácidos de la cadena ligera.  

 La Figura 32 es un diagrama que muestra una secuen cia de 

nucleótidos que codifica una cadena ligera de tipo hR198_LG3 

y una secuencia de aminoácidos de la cadena ligera.  

 La Figura 33 es un diagrama que muestra una secuen cia de 

nucleótidos que codifica una cadena pesada de tipo hR198_HG1 

y una secuencia de aminoácidos de la cadena pesada.  

 La Figura 34 es un diagrama que muestra una secuen cia de 

nucleótidos que codifica una cadena pesada de tipo hR198_HG2 

y una secuencia de aminoácidos de la cadena pesada.  

 La Figura 35 es un diagrama que muestra una secuen cia de 

nucleótidos que codifica una cadena pesada de tipo hR198_HG3 

y una secuencia de aminoácidos de la cadena pesada.  

 La Figura 36 es un diagrama que muestra una secuen cia de 

nucleótidos que codifica una cadena pesada de tipo hR198_H4-

LALA y una secuencia de aminoácidos de la cadena pe sada. 

 La Figura 37 es un diagrama que muestra una secuen cia de 

nucleótidos que codifica una cadena pesada de tipo hR198_HG1-

LALA y una secuencia de aminoácidos de la cadena pe sada. 

 La Figura 38 es un diagrama que muestra SEQ ID NOs  que 
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corresponden a la secuencia CDR contenidas en cada una de las 

cadenas ligeras cR118, cR198, hR198_L1 a hR198_L4, y 

hR198_LG1 a hR198_LG3 y cada una de las cadenas pes adas de 

cR118, cR198, hR198_H1 a hR198_H4, hR198_HG1 a hR19 8_HG3, 

hR198_H4-LALA, y hR198_HG1-LALA. 

 La Figura 39 es un diagrama que muestra una secuen cia de 

nucleótidos que codifica una cadena pesada del anti cuerpo 

2C1.1 y una secuencia de aminoácidos de la cadena p esada. 

 La Figura 40 es un diagrama que muestra una secuen cia de 

nucleótidos que codifica una cadena ligera del anti cuerpo 

2C1.1 y una secuencia de aminoácidos de la cadena l igera. 

 La Figura 41 es un diagrama que muestra una secuen cia de 

nucleótidos que codifica una cadena pesada del anti cuerpo 

5H3.1 y una secuencia de aminoácidos de la cadena p esada. 

 La Figura 42 es un diagrama que muestra una secuen cia de 

nucleótidos que codifica una cadena ligera del anti cuerpo 

5H3.1 y una secuencia de aminoácidos de la cadena l igera. 

 La Figura 43 es un diagrama que muestra una secuen cia de 

nucleótidos que codifica una cadena pesada del anti cuerpo 

10F8 y una secuencia de aminoácidos de la cadena pe sada. 

 La Figura 44 es un diagrama que muestra una secuen cia de 

nucleótidos que codifica una cadena ligera del anti cuerpo 

10F8 y una secuencia de aminoácidos de la cadena li gera. 

 La Figura 45 es un diagrama que muestra una secuen cia de 

nucleótidos que codifica una cadena pesada de antic uerpo 
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14F74 y una secuencia de aminoácidos de la cadena p esada. 

 Figura 46 es un diagrama que muestra una secuencia  de 

nucleótidos que codifica una cadena ligera de antic uerpo 

14F74 y una secuencia de aminoácidos de la cadena l igera. 

 La Figura 47 es un diagrama que muestra una secuen cia de 

nucleótidos que codifica una cadena pesada del anti cuerpo 

17F6 y una secuencia de aminoácidos de la cadena pe sada. 

 La Figura 48 es un diagrama que muestra una secuen cia de 

nucleótidos que codifica una cadena ligera del anti cuerpo 

17F6 y una secuencia de aminoácidos de la cadena li gera. 

 La Figura 49 es un diagrama que muestra una secuen cia de 

nucleótidos que codifica una cadena pesada de tipo hR198_H0 y 

una secuencia de aminoácidos de la cadena pesada. 

 La Figura 50 es un diagrama que muestra una secuen cia de 

nucleótidos que codifica una cadena pesada de tipo hR198_H5 y 

una secuencia de aminoácidos de la cadena pesada. 

 La Figura 51 es un diagrama que muestra que los 

anticuerpos monoclonales anti-Orai1 inhiben cada un o, en una 

manera dependiente de concentración, la liberación de IL-2 de 

las PBMC humanas tratadas con PMA y A23187. 

 La Figura 52 es un diagrama que muestra las 

concentraciones inhibidoras máximas medias (IC 50) y 80% de 

concentraciones inhibidoras (IC 80) de hR198_HG1/LG1, 

hR198_HG1-LALA/LG1, 2C1.1, 5H3.1, 10F8, 14F74, y 17 F6 contra 

la liberación de IL-2 de PBMC humanas. 
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 La Figura 53 es un diagrama que muestra que los 

anticuerpos monoclonales anti-Orai1 inhiben cada un o, en una 

manera dependiente de concentración, la liberación de IFN- γ 

de las PBMC humanas tratadas con PMA y A23187. 

 La Figura 54 es un diagrama que muestra las 

concentraciones inhibidoras máximas medias (IC 50) y 80% de las 

concentraciones inhibidoras (IC 80) de hR198_HG1/LG1, 

hR198_HG1-LALA/LG1, 2C1.1, 5H3.1, 10F8, 14F74, y 17 F6 contra 

la liberación de IFN- γ de las PBMC humanas. 

 La Figura 55 es un diagrama que muestra que el 

hR198_HG1/LG1 inhibe la pérdida corporal asociada c on la 

enfermedad de injerto versus hospedero que se desar rolla por 

el trasplante de PBMC humanas a varios ratones 

inmunodeficientes combinados. 

 La Figura 56 es un diagrama que muestra que el 

hR198_HG1/LG1 suprime la reacción de anafilaxis cut ánea 

pasiva inducida en ratones inactivados de Orai1 hum anos.  

 Las Figuras 57A, 57B y 57C son un diagrama que mue stra 

que el hR198_HG1/LG1 suprimió la reacción de 

hipersensibilidad de tipo retardada inducida en los  ratones 

inactivados de Orai1 humano, en cada punto en el ti empo de 6 

horas (Figura 57A), 24 horas (Figura 57B), y 48 hor as (Figura 

57C) después de la administración del antígeno. [Fi gura 58] 

La Figura 58 es un diagrama que muestra la viscosid ad medida 

en concentraciones de 90 mg/mL, 120 mg/mL, y 150 mg /mL de los 
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anticuerpos hR198_HG1/LG1, hR198_H3/LG1, hR198_HG1- LALA/LG1, 

y 2C1.1. 

DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN 

 En la presente descripción, el término “gen” inclu ye no 

solo ADN sino también ARNm, ADNc y ARNc. 

 En la presente descripción, el término “polinucleó tido” 

se usa con el mismo significado como un ácido nucle ico y 

también incluye ADN, ARN, sondas, oligonucleótidos,  y 

cebadores. 

 En la presente descripción, el término “polipéptid o” y 

el término “proteína” se usan intercambiablemente e ntre sí.  

 En la presente descripción, el término “fracción d e ARN” 

se refiere a una fracción que contiene ARN.  

 En la presente descripción, el término “célula” in cluye 

células dentro del animal individual y células cult ivadas. 

 En la presente descripción, el término “Orai1” se usa 

con el mismo significado como proteína Orai1. 

 En la presente descripción, el término “fragmento de 

ligación a antígeno del anticuerpo” significa un fr agmento 

parcial del anticuerpo que tiene actividad de ligac ión contra 

el antígeno e incluye Fab, F(ab')2, Fv, scFv, diacu erpos, 

anticuerpos lineales, y anticuerpos multiespecífico s formados 

de fragmentos de anticuerpos, etc. El fragmento de ligación a 

antígeno del anticuerpo también incluye Fab', que e s un 

fragmento monovalente de regiones variables de anti cuerpo 
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obtenidas por el tratamiento de F(ab')2 bajo condic iones de 

reducción. Sin embargo el fragmento de ligación a a ntígeno 

del anticuerpo no se limita a estas moléculas siemp re y 

cuando el fragmento de ligación a antígeno tenga la  capacidad 

de ligarse al antígeno. Este fragmento de ligación a antígeno 

incluye no solo un fragmento obtenido al tratar una  molécula 

de longitud completa de la proteína de anticuerpo c on una 

enzima apropiada sino también una proteína producid a en 

células hospederas apropiadas usando un gen de anti cuerpo 

genéticamente modificado.  

 Las cadenas pesadas y ligeras de una molécula de 

anticuerpo son conocidas por tener cada una tres re giones 

determinadoras de complementariedad (CDRs). Las reg iones 

determinadoras de complementariedad también son lla madas 

dominios hipervariables. Estas regiones se sitúan e n las 

regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras  del 

anticuerpo. Estos sitios tienen una estructura prim aria 

particularmente en la medida variable y se separan en tres 

posiciones en las estructuras primarias respectivas  de las 

cadenas de polipéptido de cadena pesada y ligera. E n la 

presente descripción, las regiones determinadoras d e 

complementariedad del anticuerpo son referidas como  CDRH1, 

CDRH2, y CDRH3 de la amino-terminal de la secuencia  de 

aminoácidos de cadena pesada para las regiones dete rminadoras 

de complementariedad de la cadena pesada y como CDR L1, CDRL2, 
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y CDRL3 de la amino-terminal de la secuencia de ami noácidos 

de cadena ligera para las regiones determinadoras d e 

complementariedad de la cadena ligera. Estos sitios  están 

próximos entre sí en la estructura tridimensional y  

determinan la especificidad para que el antígeno se  ligue.  

 En la presente invención, la frase “hibridar bajo 

condiciones rigurosas” significa la hibridación baj o 

condiciones que implican la hibridación a 68°C en u na 

solución de hibridación comercialmente disponible E xpressHyb 

Hybridization Solution (Clontech Laboratories, Inc. ), o 

hibridación a 68°C en presencia de NaCl 0.7 a 1.0 M  usando un 

filtro inmovilizado de ADN, seguido por lavado a 68 °C usando 

una solución SSC que tiene una concentración de 0.1  a 2 x 

(SSC que tiene una concentración 1 x que consiste d e NaCl 150 

mM y citrato de sodio 15 mM) que permite la identif icación, o 

hibridación bajo condiciones equivalentes a la mism a.  

 En la presente invención, el término “reacción de 

hospedero versus injerto” se refiere al estado 

hiperinmunitario de un recipiente observado después  del 

trasplante de órganos, y daño al órgano trasplantad o que 

resulta del mismo.  

 En la presente invención, el término “enfermedad d e 

injerto versus hospedero” se refiere a síntomas man ifestados 

por el ataque inmunológico de un recipiente por cél ulas 

trasplantadas después del trasplante de células 
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hematopoyéticas. 

 1. Orai1 

 El Orai1 usado en la presente invención se puede 

purificar directamente de células T o mastocitos de  un 

humano, un mamífero no humano (por ejemplo, un cone jillo de 

indias, una rata, un ratón, un conejo, un cerdo, un a oveja, 

ganado, o un mono, o un pollo, o se puede usar en u na 

fracción de membrana celular preparada de las célul as. 

Alternativamente, el Orai1 se puede sintetizar in vitro u 

obtener mediante la producción de células hospedera s por 

manipulación génica. En esta manipulación génica, 

específicamente, el Orai1 ADNc se inserta en un vec tor que 

permite la expresión, y después el Orai1 se puede s intetizar 

en una solución que contiene una enzima, un substra to, y una 

sustancia energética necesaria para transcripción y  

traducción, o expresada por transformación de célul as 

hospederas de un procariotas o eucariota diferente para 

obtener la proteína.  

 La secuencia de nucleótidos del Orai1 ADNc humano se 

registra bajo el No. de Acceso No: NM_032790 en Gen Bank. La 

secuencia de nucleótidos de Orai1 ADNc de ratón se registra 

bajo el No de Acceso: NM_175423 en GenBank. La secu encia de 

nucleótidos que codifica el Orai1 humano se muestra  en SEQ ID 

NO: 1 del Listado de Secuencias, y la secuencia de 

aminoácidos del Orai1 humano se muestra en SEQ ID N O: 2 del 
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Listado de Secuencias. El Orai1 también es llamado modulador 

1 de calcio activado por liberación de calcio (CRAC M1) o 

proteína transmembrana 142A (TMEM142A), todos de lo s cuales 

indican la misma molécula. 

 El Orai1 ADNc se puede obtener por un así llamado método 

de PCR que implica llevar a cabo la reacción en cad ena de la 

polimerasa (a partir de ahora, referida como “PCR”)  (Saiki, 

R.K., y colaboradores, Science, (1988) 239, 487-49) , por 

ejemplo, con una biblioteca de ADNc de órganos que expresan 

Orai1 ARNm como una plantilla que usa cebadores que  

amplifican específicamente el Orai1 ADNc. 

 El término “Orai1 ADNc” también incluye un 

polinucleótido que se hibrida bajo condiciones rigu rosas a un 

polinucleótido que consiste de una secuencia de nuc leótidos 

complementaria a la secuencia de nucleótidos que co difica el 

Orai1 humano o de ratón y que codifica una proteína  que tiene 

actividad biológica equivalente con Orai1. El térmi no “Orai1 

ADNc” incluye además un ADNc para una variante de e mpalme que 

se ha transcrito del sitio del gen Orai1 humano o d e ratón o 

un polinucleótido que se hibrida bajo condiciones r igurosas a 

un polinucleótido que consiste de una secuencia de 

nucleótidos complementaria con la variante de empal me y que 

codifica una proteína que tiene actividad biológica  

equivalente a Orai1. 

 El término “Orai1” también incluye una proteína qu e 
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consiste de una secuencia de un aminoácido derivada  de la 

secuencia de aminoácidos de Orai1 humano o de ratón  o una 

secuencia de aminoácidos del mismo libre de la secu encia 

señal por la sustitución, supresión, o adición de 1 , 2 o 3, o 

4 o 5 aminoácidos, y tiene actividad biológica equi valente a 

Orai1. El término “Orai1” comprende además una prot eína que 

consiste de una secuencia de aminoácidos codificada  por una 

variante de empalme transcrita del sitio del gen Or ai1 humano 

o de ratón, o una secuencia de aminoácidos derivada  de esta 

secuencia de aminoácidos por la sustitución, supres ión o 

adición de 1, 2 o 3, o 4 o 5 aminoácidos, tiene la actividad 

biológica equivalente a Orai1. 

 2. Producción del anticuerpo anti-Orai1  

 El anticuerpo contra Orai1 de la presente invenció n se 

puede obtener de acuerdo con métodos de rutina al i nmunizar 

un animal con Orai1 o un polipéptido arbitrario sel eccionado 

de la secuencia de aminoácidos de Orai1 y recolecta r y 

purificar el anticuerpo producido in vivo. Las especies para 

Orai1 usadas como un antígeno no se limitan a un an imal, y el 

animal se puede inmunizar con Orai1 derivado de un animal no 

humano tal como un ratón o una rata. En este caso, el 

anticuerpo obtenido que se liga al Orai1 heterólogo  se puede 

someter a prueba por su reactividad cruzada con Ora i1 humano 

para seleccionar un anticuerpo aplicable a enfermed ades 

humanas. El antígeno Orai1 se puede obtener al perm itir que 
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las células hospederas produzcan en gen Orai1 por l a 

manipulación génica. Específicamente, un vector que  permite 

la expresión del gen Orai1 se prepara y se transfie re a las 

células hospederas para expresar el gen. El Orai1 e xpresado 

se puede purificar.  

 El anticuerpo contra Orai1 de la presente invenció n 

también se puede obtener mediante el uso de un méto do de 

inmunización de ADN. El método de inmunización de A DN es un 

procedimiento que implica transfectar un animal (po r ejemplo, 

rata o ratón) con un plásmido de expresión a antíge no y que 

exprese el antígeno en el animal para inducir la in munidad 

contra el antígeno. El procedimiento de transfecció n incluye 

un método para inyectar directamente el plásmido en  el 

músculo, un método para inyectar un complejo del pl ásmido y 

un liposoma, polietilenimina, o similar en una vena , un 

procedimiento que usa un vector viral, un procedimi ento para 

inyectar partículas doradas unidas al plásmido usan do una 

pistola génica, un método hidrodinámico para inyect ar 

rápidamente una solución de plásmido en una gran ca ntidad en 

una vena, y similares. Una técnica llamada electrop oración in 

vivo, que implica aplicar electroporación a un sitio da do el 

plásmido intramuscularmente inyectado, es conocido como un 

procedimiento para mejorar el nivel de expresión de l método 

de transfección para inyectar el plásmido de expres ión en el 

músculo (Aihara H, Miyazaki J., Nat Biotechnol. 199 8 Sep; 16 
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(9): 867-70 o Mir LM, Bureau MF, Gehl J, Rangara R,  Rouy D, 

Caillaud JM, Delaere P, Branellec D, Schwartz B, Sc herman D., 

Proc Natl Acad Sci USA. 1999 Apr 13; 96 (8): 4262-7 ). Este 

procedimiento mejora adicionalmente el nivel de exp resión al 

tratar el músculo con hialuronidasa antes de la iny ección 

intramuscular del plásmido (McMahon JM1, Signori E,  Wells KE, 

Fazio VM, Wells DJ., Gene Ther. 2001 Aug; 8 (16): 1 264-70). 

 Un anticuerpo monoclonal también se puede obtener de 

acuerdo con los métodos conocidos en la técnica (po r ejemplo, 

Kohler y Milstein, Nature (1975) 256, p. 495-497; y  Kennet, 

R. ed., Monoclonal Antibodies, p. 365-367, Plenum P ress, N.Y. 

(1980)) al fusionar células productoras de anticuer pos que 

producen el anticuerpo contra Orai1 con células de mieloma 

para establecer hibridomas. Ejemplos específicos de  este 

compuesto se describen en las Publicaciones Interna cionales 

Nos. WO09/48072 (publicada el 16 de Abril de 2009) y 

WO10/117011 (publicada el 14 de Octubre de 2010). 

 Ejemplos actuales del anticuerpo anti-Orai1 humano  de 

rata establecido de esta manera puede incluir los a nticuerpos 

R118 y R198. La secuencia de aminoácidos de la regi ón 

variable de cadena ligera del anticuerpo R118 se mu estra en 

SEQ ID NO: 11 del Listado de Secuencias, y la secue ncia de la 

región variable de cadena pesada del anticuerpo R11 8 se 

muestra en SEQ ID NO: 13 del Listado de Secuencias.  La 

secuencia de aminoácidos de la región variable de l a cadena 
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ligera del anticuerpo R198 se muestra en SEQ ID NO:  15 del 

Listado de Secuencias, y la secuencia de la región variable 

de cadena pesada del anticuerpo R198 se muestra en SEQ ID NO: 

17 del Listado de Secuencias. 

 El anticuerpo de la presente invención incluye el 

anticuerpo monoclonal contar Orai1 descrito en lo a nterior, 

así como un anticuerpo recombinante artificialmente  

modificado para el propósito de, por ejemplo, reduc ir la 

antigenicidad heterogénea contra humanos, por ejemp lo, un 

anticuerpo quimérico y un anticuerpo humanizado, un  

anticuerpo humano y similares. Estos anticuerpos se  pueden 

producir mediante el uso de métodos conocidos.  

 Ejemplos del anticuerpo quimérico pueden incluir u n 

anticuerpo quimérico que comprende regiones variabl es y 

regiones constantes de anticuerpos derivados de dif erentes 

especies, por ejemplo, las regiones variables de un  

anticuerpo derivado de ratón o rata unido a las reg iones 

constantes derivadas humanas (ver Proc. Natl. Acad.  Sci. 

U.S.A., 81, 6851-6855, (1984)). 

 Ejemplos del anticuerpo quimérico derivados del 

anticuerpo anti-Orai1 humano de rata R118 pueden in cluir un 

anticuerpo que consiste de una cadena ligera que co mprende 

una región variable de cadena ligera que consiste d e residuos 

de aminoácidos en las posiciones 21 a 126 de SEQ ID  NO: 23 y 

una cadena pesada que comprende una región variable  de cadena 
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pesada que consiste de residuos de aminoácidos en l as 

posiciones 20 a 136 de SEQ ID NO: 27. Un ejemplo de  este 

anticuerpo quimérico derivado de R118 puede incluir  un 

anticuerpo que consiste de una cadena ligera que co nsiste de 

residuos de aminoácidos en las posiciones 21 a 234 de SEQ ID 

NO: 23 y una cadena pesada que consiste de residuos  de 

aminoácidos en las posiciones 20 a 466 de SEQ ID NO : 27. En 

la presente descripción, este anticuerpo es referid o como 

“cR118” o un “anticuerpo cR118”. 

 Ejemplos del anticuerpo quimérico derivados del 

anticuerpo anti-Orai1 humano de rata R198 pueden in cluir un 

anticuerpo que consiste de una cadena ligera que co mprende 

una región variable de cadena ligera que consiste d e residuos 

de aminoácidos en las posiciones 21 a 126 de SEQ ID  NO: 25 y 

una cadena pesada que comprende una región variable  de cadena 

pesada que consiste de residuos de aminoácidos en l as 

posiciones 20 a 136 de SEQ ID NO: 29. Un ejemplo de  este 

anticuerpo quimérico derivado de R198 puede incluir  un 

anticuerpo que consiste de una cadena ligera que co nsiste de 

residuos de aminoácidos en las posiciones 21 a 234 de SEQ ID 

NO: 25 y una cadena pesada que consiste de residuos  de 

aminoácidos en las posiciones 20 a 466 de SEQ ID NO : 29. En 

la presente descripción, este anticuerpo es referid o como 

“cR198” o un “anticuerpo cR198”. 

 La secuencia del anticuerpo quimérico contra Orai1  
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descrito en lo se puede modificar artificialmente p ara 

preparar un anticuerpo humanizado como un anticuerp o 

recombinante génico, para el propósito de, por ejem plo, 

reducir la antigenicidad heterogénea contra humanos . El 

anticuerpo de la presente invención incluye un anti cuerpo 

cuyas CDRs son CDRs modificadas de un anticuerpo hu manizado. 

Estos anticuerpos se pueden producir mediante el us o de 

métodos conocidos.  

 Ejemplos del anticuerpo humanizado pueden incluir un 

anticuerpo que comprende regiones determinadoras de  

complementariedad (CDRs) solas injertadas en un ant icuerpo 

derivado humano (ver Nature (1986) 321, p. 522-525) , y un 

anticuerpo que comprende las secuencias CDR así com o los 

residuos de aminoácidos de una porción de la estruc tura 

injertada en un anticuerpo humano (Publicación Inte rnacional 

No. WO90/07861). 

 El anticuerpo humanizado derivado del anticuerpo c R118 o 

cR198 retiene todas las 6 secuencias de 6 CDR deriv adas de 

cR118 o cR198 y tiene la actividad de inhibir la ac tivación 

de células T. La región variable de cadena ligera d el 

anticuerpo humanizado retiene cualquiera de una CDR L1 que 

consiste de la secuencia de aminoácidos representad a por SEQ 

ID NO: 92 (RASQSIGNSLS) y una CDRL1 que consiste de  la 

secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID NO : 116 

(RASQSISNSLS), una CDRL2 que consiste de la secuenc ia de 
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aminoácidos representada por SEQ ID NO: 96 (STSTLES ), y 

cualquiera de una CDRL3 que consiste de la secuenci a de 

aminoácidos representada por SEQ ID NO: 99 (LQFATFP DT) y una 

CDRL3 mostrada en SEQ ID NO: 100 (LQFATYPDT). Tambi én, la 

región variable de cadena pesada del anticuerpo hum anizado 

retiene cualquiera de una CDRH1 que consiste de la secuencia 

de aminoácidos representada por SEQ ID NO: 102 (AYY IS) y una 

CDRH1 mostrada en SEQ ID NO: 103 (SYYIS), cualquier a de una 

CDRH2 que consiste de la secuencia de aminoácidos 

representada por SEQ ID NO: 104 (YIDMGNGRTNYNARFKG)  y una 

CDRH2 mostrada en SEQ ID NO: 105 (YVDMGNGRTNYNEKFKG ), y una 

CDRH3 que consiste de la secuencia de aminoácidos 

representada por SEQ ID NO: 109 (DSNWGVDY). Estas s ecuencias 

de aminoácidos de las CDRs también se muestran en l a Figura 

38. 

 Ejemplos del anticuerpo que tienen una combinación  

referida de las CDRs pueden incluir un anticuerpo q ue 

comprende CDRL1 que consiste de la secuencia de ami noácidos 

representada por SEQ ID NO: 92, CDRL2 que consiste de la 

secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID NO : 96, 

CDRL3 que consiste de la secuencia de aminoácidos 

representada por SEQ ID NO: 100, CDRH1 que consiste  de la 

secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID NO : 103, 

CDRH2 que consiste de la secuencia de aminoácidos 

representada por SEQ ID NO: 105, y CDRH3 que consis te de la 
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secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID NO : 109, y 

un anticuerpo que comprende CDRL1 que consiste de l a 

secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID NO : 92, 

CDRL2 que consiste de la secuencia de aminoácidos 

representada por SEQ ID NO: 96, CDRL3 que consiste de la 

secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID NO : 99, 

CDRH1 que consiste de la secuencia de aminoácidos 

representada por SEQ ID NO: 102, CDRH2 que consiste  de la 

secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID NO : 104, y 

CDRH3 que consiste de la secuencia de aminoácidos 

representada por SEQ ID NO: 109. 

 Ejemplos preferidos del anticuerpo humanizado pued en 

incluir un anticuerpo que consiste de una cadena li gera que 

comprende una región variable de cadena ligera que consiste 

de residuos de aminoácidos en las posiciones 21 a 1 26 de SEQ 

ID NO: 31 y una cadena pesada que comprende una reg ión 

variable de cadena pesada que consiste de residuos de 

aminoácidos en las posiciones 20 a 136 de SEQ ID NO : 39, un 

anticuerpo que consiste de una cadena ligera que co mprende 

una región variable de cadena ligera que consiste d e residuos 

de aminoácidos en las posiciones 21 a 126 de SEQ ID  NO: 33 y 

una cadena pesada que comprende una región variable  de cadena 

pesada que consiste de residuos de aminoácidos en l as 

posiciones 20 a 136 de SEQ ID NO: 41, un anticuerpo  que 

consiste de una cadena ligera que comprende una reg ión 
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variable de cadena ligera que consiste de residuos de 

aminoácidos en las posiciones 21 a 126 de SEQ ID NO : 35 y una 

cadena pesada que comprende una región variable de cadena 

pesada que consiste de residuos de aminoácidos en l as 

posiciones 20 a 136 de SEQ ID NO: 43, y un anticuer po que 

consiste de una cadena ligera que comprende una reg ión 

variable de cadena ligera que consiste de residuos de 

aminoácidos en las posiciones 21 a 126 de SEQ ID NO : 37 y una 

cadena pesada que comprende una región variable de cadena 

pesada que consiste de residuos de aminoácidos en l as 

posiciones 20 a 136 de SEQ ID NO: 45. 

 Ejemplos más preferidos de los mismos pueden inclu ir un 

anticuerpo que consiste de una cadena ligera que co nsiste de 

residuos de aminoácidos en las posiciones 21 a 234 de SEQ ID 

NO: 31 y una cadena pesada que consiste de residuos  de 

aminoácidos en las posiciones 20 a 466 de SEQ ID NO : 39, un 

anticuerpo que consiste de una cadena ligera que co nsiste de 

residuos de aminoácidos en las posiciones 21 a 234 de SEQ ID 

NO: 33 y una cadena pesada que consiste de residuos  de 

aminoácidos en las posiciones 20 a 466 de SEQ ID NO : 41, un 

anticuerpo que consiste de una cadena ligera que co nsiste de 

residuos de aminoácidos en las posiciones 21 a 234 de SEQ ID 

NO: 35 y una cadena pesada que consiste de residuos  de 

aminoácidos en las posiciones 20 a 466 de SEQ ID NO : 43, y un 

anticuerpo que consiste de una cadena ligera que co nsiste de 
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residuos de aminoácidos en las posiciones 21 a 234 de SEQ ID 

NO: 37 y una cadena pesada que consiste de residuos  de 

aminoácidos en las posiciones 20 a 466 de SEQ ID NO : 45. 

 El anticuerpo de la presente invención puede ser u n 

anticuerpo con capacidad mejorada para ligarse al O rai1 

obtenido al mutar adicionalmente el anticuerpo huma nizado 

descrito en lo anterior. Este procedimiento es llam ado 

maduración por afinidad. Ejemplos específicos del m étodo 

pueden incluir un método de expresión de ribosomas.  El método 

de expresión de ribosomas es un método que implica usar un 

complejo tripartita de una proteína ligada a un ARN m que 

tiene la información genética del mismo a través de  un 

ribosoma y aislar una secuencia génica que codifica  la 

proteína que se liga a una molécula diana (Stafford  RL. y 

colaboradores, Protein Eng. Des. Sel. 2014 (4): 97- 109). 

 La región variable de cadena ligera del anticuerpo  

modificado genéticamente por el método descrito en lo 

anterior retiene cualquiera de una CDRL1 que consis te de la 

secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID NO : 93 

(RASQSIGGSLS), una CDRL1 que consiste de la secuenc ia de 

aminoácidos representada por SEQ ID NO: 94 (HASQNIG GSLS), y 

una CDRL1 que consiste de la secuencia de aminoácid os 

representada por SEQ ID NO: 95 (HASRNIGGSLS), cualq uiera de 

una CDRL2 que consiste de la secuencia de aminoácid os 

representada por SEQ ID NO: 96 (STSTLES), una CDRL2  que 
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consiste de la secuencia de aminoácidos representad a por SEQ 

ID NO: 97 (LTSTLDW), y una CDRL2 que consiste de la  secuencia 

de aminoácidos representada por SEQ ID NO: 98 (LTSS LDW), y 

una CDRL3 que consiste de la secuencia de aminoácid os 

representada por SEQ ID NO: 101 (LQFAIFPDS). Tambié n, la 

región variable de cadena pesada del anticuerpo mod ificado 

genéticamente retiene una CDRH1 que consiste de la secuencia 

de aminoácidos representada por SEQ ID NO: 102 (AYY IS), 

cualquiera de una CDRH2 que consiste de la secuenci a de 

aminoácidos representada por SEQ ID NO: 104 

(YIDMGNGRTNYNARFKG), una CDRH2 que consiste de la s ecuencia 

de aminoácidos representada por SEQ ID NO: 106 

(YIDMGNGRTDYNARFKG), una CDRH2 que consiste de la s ecuencia 

de aminoácidos representada por SEQ ID NO: 107 

(YIDMGNGRTDYNGRFKG), y una CDRH2 mostrada en SEQ ID  NO: 108 

(YIDMGNGRTDYNMRFKG), y una CDRH3 que consiste de la  secuencia 

de aminoácidos representada por SEQ ID NO: 109 (DSN WGVDY) o a 

CDRH3 que consiste de la secuencia de aminoácidos 

representada por SEQ ID NO: 110 (DSNWGADY). Estas s ecuencias 

de aminoácidos del CDRs se muestran en la Figura 38 . 

 Ejemplos del anticuerpo que tiene una combinación 

referida de las CDRs pueden incluir un anticuerpo q ue 

comprende una CDRL1 que consiste de la secuencia de  

aminoácidos representada por SEQ ID NO: 93, una CDR L2 que 

consiste de la secuencia de aminoácidos representad a por SEQ 
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ID NO: 96, una CDRL3 que consiste de la secuencia d e 

aminoácidos representada por SEQ ID NO: 101, una CD RH1 que 

consiste de la secuencia de aminoácidos representad a por SEQ 

ID NO: 102, una CDRH2 que consiste de la secuencia de 

aminoácidos representada por SEQ ID NO: 106, y una CDRH3 que 

consiste de la secuencia de aminoácidos representad a por SEQ 

ID NO: 110, un anticuerpo que comprende una CDRL1 q ue 

consiste de la secuencia de aminoácidos representad a por SEQ 

ID NO: 94, una CDRL2 que consiste de la secuencia d e 

aminoácidos representada por SEQ ID NO: 97, una CDR L3 que 

consiste de la secuencia de aminoácidos representad a por SEQ 

ID NO: 101, una CDRH1 que consiste de la secuencia de 

aminoácidos representada por SEQ ID NO: 102, una CD RH2 que 

consiste de la secuencia de aminoácidos representad a por SEQ 

ID NO: 106, y una CDRH3 que consiste de la secuenci a de 

aminoácidos representada por SEQ ID NO: 110, un ant icuerpo 

que comprende una CDRL1 que consiste de la secuenci a de 

aminoácidos representada por SEQ ID NO: 95, una CDR L2 que 

consiste de la secuencia de aminoácidos representad a por SEQ 

ID NO: 98, una CDRL3 que consiste de la secuencia d e 

aminoácidos representada por SEQ ID NO: 101, una CD RH1 que 

consiste de la secuencia de aminoácidos representad a por SEQ 

ID NO: 102, una CDRH2 que consiste de la secuencia de 

aminoácidos representada por SEQ ID NO: 106, y una CDRH3 que 

consiste de la secuencia de aminoácidos representad a por SEQ 
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ID NO: 110, un anticuerpo que comprende una CDRL1 q ue 

consiste de la secuencia de aminoácidos representad a por SEQ 

ID NO: 93, una CDRL2 que consiste de la secuencia d e 

aminoácidos representada por SEQ ID NO: 96, una CDR L3 que 

consiste de la secuencia de aminoácidos representad a por SEQ 

ID NO: 101, una CDRH1 que consiste de la secuencia de 

aminoácidos representada por SEQ ID NO: 102, una CD RH2 que 

consiste de la secuencia de aminoácidos representad a por SEQ 

ID NO: 107, y una CDRH3 que consiste de la secuenci a de 

aminoácidos representada por SEQ ID NO: 110, un ant icuerpo 

que comprende una CDRL1 que consiste de la secuenci a de 

aminoácidos representada por SEQ ID NO: 93, una CDR L2 que 

consiste de la secuencia de aminoácidos representad a por SEQ 

ID NO: 96, una CDRL3 que consiste de la secuencia d e 

aminoácidos representada por SEQ ID NO: 101, una CD RH1 que 

consiste de la secuencia de aminoácidos representad a por SEQ 

ID NO: 102, una CDRH2 que consiste de la secuencia de 

aminoácidos representada por SEQ ID NO: 108, y una CDRH3 que 

consiste de la secuencia de aminoácidos representad a por SEQ 

ID NO: 110, y un anticuerpo que comprende una CDRL1  que 

consiste de la secuencia de aminoácidos representad a por SEQ 

ID NO: 93, una CDRL2 que consiste de la secuencia d e 

aminoácidos representada por SEQ ID NO: 96, una CDR L3 que 

consiste de la secuencia de aminoácidos representad a por SEQ 

ID NO: 101, una CDRH1 que consiste de la secuencia de 
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aminoácidos representada por SEQ ID NO: 102, una CD RH2 que 

consiste de la secuencia de aminoácidos representad a por SEQ 

ID NO: 104, y una CDRH3 que consiste de la secuenci a de 

aminoácidos representada por SEQ ID NO: 109. 

 Ejemplos preferidos del anticuerpo CDR genéticamen te 

modificado pueden incluir un anticuerpo que consist e de una 

cadena ligera que comprende una región variable de cadena 

ligera que consiste de residuos de aminoácidos en l as 

posiciones 21 a 126 de SEQ ID NO: 56 y una cadena p esada que 

comprende una región variable de cadena pesada que consiste 

de residuos de aminoácidos en las posiciones 20 a 1 36 de SEQ 

ID NO: 62, un anticuerpo que consiste de una cadena  ligera 

que comprende una región variable de cadena ligera que 

consiste de residuos de aminoácidos en las posicion es 21 a 

126 de SEQ ID NO: 58 y una cadena pesada que compre nde una 

región variable de cadena pesada que consiste de re siduos de 

aminoácidos en las posiciones 20 a 136 de SEQ ID NO : 62, un 

anticuerpo que consiste de una cadena ligera que co mprende 

una región variable de cadena ligera que consiste d e residuos 

de aminoácidos en las posiciones 21 a 126 de SEQ ID  NO: 60 y 

una cadena pesada que comprende una región variable  de cadena 

pesada que consiste de residuos de aminoácidos en l as 

posiciones 20 a 136 de SEQ ID NO: 62, un anticuerpo  que 

consiste de una cadena ligera que comprende una reg ión 

variable de cadena ligera que consiste de residuos de 
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aminoácidos en las posiciones 21 a 126 de SEQ ID NO : 56 y una 

cadena pesada que comprende una región variable de cadena 

pesada que consiste de residuos de aminoácidos en l as 

posiciones 20 a 136 de SEQ ID NO: 64, un anticuerpo  que 

consiste de una cadena ligera que comprende una reg ión 

variable de cadena ligera que consiste de residuos de 

aminoácidos en las posiciones 21 a 126 de SEQ ID NO : 56 y una 

cadena pesada que comprende una región variable de cadena 

pesada que consiste de residuos de aminoácidos en l as 

posiciones 20 a 136 de SEQ ID NO: 66, y un anticuer po que 

consiste de una cadena ligera que comprende una reg ión 

variable de cadena ligera que consiste de residuos de 

aminoácidos en las posiciones 21 a 126 de SEQ ID NO : 56 y una 

cadena pesada que comprende una región variable de cadena 

pesada que consiste de residuos de aminoácidos en l as 

posiciones 20 a 136 de SEQ ID NO: 43. 

 Ejemplos preferidos del anticuerpo que comprende l a 

región variable de cadena ligera y la región variab le de 

cadena pesada descritas en lo anterior pueden inclu ir un 

anticuerpo que consiste de una cadena ligera que co nsiste de 

residuos de aminoácidos en las posiciones 21 a 234 de SEQ ID 

NO: 56 y una cadena pesada que consiste de residuos  de 

aminoácidos en las posiciones 20 a 466 de SEQ ID NO : 62, un 

anticuerpo que consiste de una cadena ligera que co nsiste de 

residuos de aminoácidos en las posiciones 21 a 234 de SEQ ID 
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NO: 58 y una cadena pesada que consiste de residuos  de 

aminoácidos en las posiciones 20 a 466 de SEQ ID NO : 62, un 

anticuerpo que consiste de una cadena ligera que co nsiste de 

residuos de aminoácidos en las posiciones 21 a 234 de SEQ ID 

NO: 60 y una cadena pesada que consiste de residuos  de 

aminoácidos en las posiciones 20 a 466 de SEQ ID NO : 62, un 

anticuerpo que consiste de una cadena ligera que co nsiste de 

residuos de aminoácidos en las posiciones 21 a 234 de SEQ ID 

NO: 56 y una cadena pesada que consiste de residuos  de 

aminoácidos en las posiciones 20 a 466 de SEQ ID NO : 64, un 

anticuerpo que consiste de una cadena ligera que co nsiste de 

residuos de aminoácidos en las posiciones 21 a 234 de SEQ ID 

NO: 56 y una cadena pesada que consiste de residuos  de 

aminoácidos en las posiciones 20 a 466 de SEQ ID NO : 66, y un 

anticuerpo que consiste de una cadena ligera que co nsiste de 

residuos de aminoácidos en las posiciones 21 a 234 de SEQ ID 

NO: 56 y una cadena pesada que consiste de residuos  de 

aminoácidos en las posiciones 20 a 466 de SEQ ID NO : 43. 

 Para evitar la citotoxicidad contra células normal es que 

expresan el Orai1 humano, es deseable que un anticu erpo deba 

tener actividad efectora baja. La actividad efector a se sabe 

que difiere entre las subclases de anticuerpos. Se observan 

las siguientes características, por ejemplo, IgG4 t iene ADCC 

baja y actividades CDC, e IgG2 tiene actividad CDC,  pero 

tiene actividad ADCC baja. Sobre la base de estas 
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características, es posible preparar un anticuerpo con ADCC 

reducida y actividades de CDC al reemplazar las reg iones 

constantes de IgG1 con las regiones constantes de I gG2 o 

IgG4. También, es posible preparar un anticuerpo Ig G1 con 

actividades ADCC y CDC reducidas al sustituir parci almente 

las secuencias de región constante de la IgG1 con r eferencia 

a IgG2 o IgG4. Como ejemplo, Marjan Hezareh y colab oradores, 

Journal of Virology, 75 (24): 12161-12168 (2001) mu estra que 

las actividades ADCC y CDC de IgG1 se reducen al re emplazar 

cada uno de los residuos de leucina en las posicion es 234 y 

235 (las posiciones son indicadas por el índice de EU de 

Kabat y colaboradores) de IgG1 con un residuo de al anina. 

 Ejemplos de la cadena pesada del anticuerpo anti-O rai1 

preparados por el método descrito en lo anterior pu eden 

incluir una secuencia de cadena pesada mostrada en SEQ ID NO: 

68 o 70. La cadena pesada mostrada en SEQ ID NO: 68  o 70 se 

puede combinar con cada secuencia de cadena ligera descrita 

en la presente descripción y se usa como un anticue rpo 

terapéutico. Ejemplos específicos de la cadena lige ra que se 

combina pueden incluir la cadena ligera descrita en  SEQ ID 

NO: 31, 33, 35, 37, 56, 58, o 60. Ejemplos del anti cuerpo que 

tiene una combinación preferida de la cadena ligera  y la 

cadena pesada pueden incluir un anticuerpo que cons iste de 

una cadena ligera que consiste de residuos de amino ácidos en 

las posiciones 21 a 234 de SEQ ID NO: 56 y una cade na pesada 
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que consiste de residuos de aminoácidos en las posi ciones 20 

a 466 de SEQ ID NO: 70, un anticuerpo que consiste de una 

cadena ligera que consiste de residuos de aminoácid os en las 

posiciones 21 a 234 de SEQ ID NO: 58 y una cadena p esada que 

consiste de residuos de aminoácidos en las posicion es 20 a 

466 de SEQ ID NO: 70, y un anticuerpo que consiste de una 

cadena ligera que consiste de residuos de aminoácid os en las 

posiciones 21 a 234 de SEQ ID NO: 60 y una cadena p esada que 

consiste de residuos de aminoácidos en las posicion es 20 a 

466 de SEQ ID NO: 70. 

 Se sabe que los residuos de lisina carboxilo-termi nales 

se suprimen en las cadenas pesadas de los anticuerp os 

producidos en las células de mamífero cultivadas (J ournal of 

Chromatography A, 705: 129-134 (1995)). También se sabe que 

dos residuos de aminoácidos carboxilo-terminales (g licina 

lisina) se suprimen en las cadenas pesadas, y un re siduo de 

prolina recientemente colocado en la carboxilo-term inal se 

amida (Analytical Biochemistry, 360: 75-83 (2007)).  Sin 

embargo, esta supresión y modificación de las secue ncias de 

cadena pesada no tienen influencia en la capacidad del 

anticuerpo de ligarse al antígeno y las funciones e fectoras 

(activación del complemento y efecto citotóxico cel ular 

dependiente de anticuerpo, etc.) del anticuerpo. De  esta 

manera, el anticuerpo de la presente invención tamb ién 

incluye un anticuerpo modificado de esta manera. Ej emplos de 
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los mismos pueden incluir un mutante de supresión o btenido 

por la supresión de 1 o 2 aminoácidos en la carboxi lo-

terminal de cadena pesada, y una forma amidada de e ste 

mutante de supresión (por ejemplo, una cadena pesad a amidada 

en el residuo de prolina en el sitio carboxilo-term inal). Sin 

embargo, el mutante de supresión de carboxi-termina l de la 

cadena pesada del anticuerpo de acuerdo con la pres ente 

invención no se limita a los tipos descritos en lo anterior 

siempre y cuando el mutante de supresión mantenga l a 

capacidad de ligarse al antígeno y a las funciones efectoras. 

Dos cadenas pesadas que constituyen el anticuerpo d e acuerdo 

con la presente invención pueden ser cualquiera de un tipo de 

cadena pesada seleccionada del grupo que consiste d e cadenas 

pesadas de longitud completa y las cadenas pesadas de los 

mutantes de supresión descritas en lo anterior y o pueden ser 

una combinación de cualquiera de dos tipos seleccio nados de 

los mismos. La relación cuantitativa de cada mutant e de 

supresión se puede incluir por el tipo y condicione s de 

cultivo de las células de mamífero cultivadas que p roducen el 

anticuerpo de acuerdo con la presente invención. Ej emplos del 

componente principal del anticuerpo de acuerdo con la 

presente invención pueden incluir dos cadenas pesad as, ambas 

de las cuales carecen de un residuo de aminoácido c arboxi-

terminal. Específicamente, una cadena pesada que co nsiste de 

residuos de aminoácido en las posiciones 20 a 465 e n una 
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secuencia de cadena pesada mostrada en cada una de las SEQ ID 

NOs: 27, 29, 39, 41, 43, 45, 62, 64, 66, 68, y 70 d el Listado 

de Secuencias, o una cadena pesada que consiste de residuos 

de aminoácidos en las posiciones 20 a 464 en la mis ma también 

se pueden usar en el anticuerpo de la presente inve nción. 

 Los anticuerpos obtenidos por estos métodos se pue den 

evaluar por su actividad de ligación contra el antí geno para 

seleccionar un anticuerpo adecuado. Un ejemplo de o tro índice 

para comparar las propiedades de anticuerpos. Puede n incluir 

la estabilidad del anticuerpo. La calorimetría de e xploración 

diferencial (DSC) es un método capaz de medir rápid a y 

precisamente un punto medio de desnaturalización té rmica 

(Tm), que sirve como un buen índice para la estabil idad 

estructural relativa de las proteínas. Los valores se pueden 

medir usando DSC y se comparan para determinar la e stabilidad 

de calor distintivo. La estabilidad de almacenamien to de un 

anticuerpo se sabe que se correlaciona con la estab ilidad de 

calor del anticuerpo a algún grado (Lori Burton, y 

colaboradores, Pharmaceutical Development and Techn ology 

(2007) 12, p. 265-273). Un anticuerpo adecuado se p uede 

seleccionar con estabilidad térmica como un índice.  Ejemplos 

de otros índices para seleccionar el anticuerpo pue den 

incluir altos rendimientos en células hospederas ap ropiadas, 

y baja agregación en una solución acuosa. Por ejemp lo, puesto 

que no siempre es verdad que un anticuerpo que tien e el 



53  

 

 5

10

15

20

25

rendimiento más alto muestre la estabilidad térmica  más alta, 

un anticuerpo que debe ser adecuado para la adminis tración a 

humanos tiene que ser seleccionado por juicio sinté tico 

basado en los índices mencionados en lo anterior.  

 Un método para obtener una inmunoglobulina de cade na 

individual al ligar las secuencias de cadena pesada  y ligera 

de longitud completa del anticuerpo a través de un ligador 

apropiado también se muestra (Lee, H-S, y colaborad ores, 

Molecular Immunology (1999) 36, p. 61-71; y Schirrm ann, T. y 

colaboradores, mAbs (2010), 2 (1), p. 73-76). Esta 

inmunoglobulina de cadena individual se puede dimer izar para 

mantener de esta manera una estructura y actividade s 

similares a aquellas del anticuerpo, que es origina lmente un 

tetrámero. También, el anticuerpo de la presente in vención 

puede ser un anticuerpo que tiene una región variab le de 

cadena pesada individual y no tiene una secuencia d e cadena 

ligera. Este anticuerpo, llamado un anticuerpo de d ominio 

individual (sdAb) o nanocuerpo, se ha observado act ualmente 

en camellos y llamas y se ha reportado por mantener  la 

estabilidad a la ligación al antígeno (Muyldemans S . y 

colaboradores, Protein Eng. (1994) 7 (9), 1129-35; y Hamers-

Casterman C. y colaboradores, Nature (1993) 363 (64 28), 446-

8). Estos anticuerpos se pueden interpretar como un a clase de 

fragmento de ligación a antígeno del anticuerpo de acuerdo 

con la presente invención. 
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 La actividad citotóxica celular dependiente de 

anticuerpo del anticuerpo de la presente invención se puede 

mejorar al ajustar la modificación de una cadena de  azúcar 

ligada al anticuerpo. Por ejemplo, los métodos desc ritos en 

WO99/54342, WO00/61739, y WO02/31140 son conocidos como 

ejemplos de esta técnica para ajustar una modificac ión de 

cadena de azúcar de un anticuerpo, aunque esta técn ica no se 

limita a la misma.  

 En el caso de preparar un anticuerpo al aislar 

temporalmente el gen de anticuerpo y después al tra nsferir el 

gen a un hospedero apropiado, el hospedero apropiad o se puede 

usar en combinación con un vector de expresión. Eje mplos 

específicos del gen de anticuerpo pueden incluir un a 

combinación de un gen que codifica una secuencia de  cadena 

pesada y un gen que codifica una secuencia de caden a ligera 

del anticuerpo descrito en la presente descripción.  Para la 

transformación de las células hospederas, el gen de  secuencia 

de cadena pesada y el gen de secuencia de cadena li gera se 

pueden insertar en el mismo vector de expresión o s e pueden 

insertar en vectores de expresión separados. En cas o de usar 

células eucariotas hospederas, se pueden usar célul as 

animales, células vegetales o microbios eucariotas.  Ejemplos 

de las células animales pueden incluir células de m amífero, 

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

23, p. 175-182, ATCC CRL-1650), fibroblasto de rató n NIH3T3 
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(ATCC No. CRL-1658), y líneas deficientes de dihidr ofolato 

reductasa (Urlaub, G. and Chasin, L.A., Proc. Natl.  Acad. 

Sci. U.S.A. (1980) 77, p. 4126-4220) de células de ovario de 

hámster chino (células CHO, ATCC CCL-61). En caso d e usar 

células procariotas, ejemplos de los mismas pueden incluir E. 

coli y Bacillus subtilis. El gen de anticuerpo de interés se 

transfiere a estas células por transformación, y la s células 

transformadas se cultivan in vitro para obtener el 

anticuerpo. Este método de cultivo puede diferir en  

rendimiento dependiendo de la secuencia del anticue rpo. Un 

anticuerpo que es fácil de producir como un fármaco  se puede 

seleccionar, al usar su rendimiento como un índice,  entre 

anticuerpos que tienen actividad de ligación equiva lente.  

 Ejemplos del isotipo del anticuerpo de la presente  

invención pueden incluir, pero no se limitan a, IgG  (IgG1, 

IgG2, IgG3, e IgG4), IgM, IgA (IgA1 e IgA2), IgD, e  IgE. El 

isotipo puede ser de manera preferente IgG o IgM, d e manera 

más preferente IgG1 o IgG2. 

 El anticuerpo de la presente invención puede ser u n 

fragmento de ligación a antígeno del anticuerpo que  tiene el 

sitio de ligación a antígeno del anticuerpo, o una forma 

modificada del mismo. El fragmento de anticuerpo se  puede 

obtener al tratar el anticuerpo con una enzima prot eolítica 

tal como papaína o pepsina o al expresar un gen de anticuerpo 

genéticamente modificado en las células cultivadas 
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apropiadas. Entre estos fragmentos de anticuerpo, u n 

fragmento que mantiene la totalidad o una porción d e las 

funciones poseídas por la molécula de longitud comp leta del 

anticuerpo puede ser referido como un fragmento de ligación a 

antígeno del anticuerpo. 

 Ejemplos de las funciones del anticuerpo pueden in cluir 

en general actividad de ligación a antígeno, la act ividad 

para neutralizar la actividad del antígeno, la acti vidad para 

mejorar la actividad del antígeno, actividad citotó xica 

celular dependiente de anticuerpo, actividad citotó xica 

dependiente de complemento, y actividad citotóxica celular 

dependiente de complemento. La función poseída por el 

fragmento de ligación a antígeno del anticuerpo de acuerdo 

con la presente invención es la actividad de ligaci ón contra 

Orai1 y es de manera preferente la actividad de inh ibición de 

la activación de las células T, de manera más prefe rente la 

actividad de inhibición de la producción de IL-2 y/ o 

interferón γ por las células T. 

 Ejemplos del fragmento del anticuerpo pueden inclu ir 

Fab, F(ab')2, Fv, Fv de cadena individual (scFv) qu e 

comprenden las Fvs de cadena pesada y ligera ligada s a través 

de un ligador apropiado, diacuerpos, anticuerpos li neales, y 

anticuerpo multiespecíficos formados de fragmentos de 

anticuerpos. El fragmento del anticuerpo también in cluye 

Fab', que es un fragmento monovalente de las region es 
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variables del anticuerpo obtenidas por el tratamien to de 

F(ab')2 bajo condiciones reductoras.  

 El anticuerpo de la presente invención puede ser u n 

anticuerpo multiespecífico que tiene especificidad para al 

menos dos tipos diferentes de antígenos. Esta moléc ula se 

liga usualmente a dos tipos de antígenos (es decir,  un 

anticuerpo biespecífico). El “anticuerpo multiespec ífico” de 

acuerdo con la presente invención abarca un anticue rpo que 

tiene especificidad para más tipos (por ejemplo, 3 tipos) de 

antígenos. 

 El anticuerpo multiespecífico de la presente inven ción 

puede ser un anticuerpo que consiste de un anticuer po de 

longitud completa, o puede ser un fragmento de este  

anticuerpo (por ejemplo, anticuerpo biespecífico F( ab')2). El 

anticuerpo biespecífico se puede preparar al ligar las 

cadenas pesadas y ligeras (pares HL) de dos tipos d e 

anticuerpos, o se puede preparar al fusionar hibrid omas que 

producen diferentes anticuerpos monoclonales para p reparar 

células de fusión que producen el anticuerpo biespe cífico 

(Millstein y colaboradores, Nature (1983) 305, p. 5 37-539). 

 El anticuerpo de la presente invención puede ser u n 

anticuerpo de cadena individual (Fv de cadena indiv idual; 

también referido como “scFv”). El scFv se obtiene a l ligar 

las regiones variables de cadena pesada y ligera de l 

anticuerpo a través de un ligador de un polipéptido  
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(Pluckthun, The Pharmacology of Monoclonal Antibodi es, 113 

(Rosenberg and Moore ed., Springer Verlag, New York , p. 269-

315 (1994); y Nature Biotechnology (2005), 23, p. 1 126-1136). 

También, un fragmento biscFv preparado al ligar dos  scFvs a 

través de un ligador de polipéptido también se pued e usar 

como un anticuerpo biespecífico.  

 El método para preparar el scFv es bien conocido e n la 

técnica (ver por ejemplo, Patentes de E.U.A. Nos. 4 ,946,778, 

5,260,203, 5,091,513, y 5,455,030). En este scFv, l a región 

variable de cadena pesada y la región variable de c adena 

ligera se ligan a través de un ligador, de manera p referente 

un ligador de polipéptido, que les impide formar un  conjugado 

(Huston, J.S. y colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sc i. U.S.A. 

(1988), 85, p. 5879-5883). La región variable de ca dena 

pesada y la región variable de cadena ligera en el scFv se 

pueden derivar del mismo anticuerpo o se pueden der ivar de 

diferentes anticuerpos. Por ejemplo, un péptido de cadena 

ligera individual arbitrario que consiste de 12 a 1 9 residuos 

se usa como el ligador de polipéptido que liga esta s regiones 

variables.  

 A fin de obtener el ADN que codifica el scFv, cada  

porción de ADN que codifica la secuencia de aminoác idos 

completa o deseada en las secuencias de ADN que cod ifican la 

cadena pesada o la región variable de cadena pesada  del 

anticuerpo y el ADN que codifica la cadena ligera o  la región 
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variable de cadena ligera de la misma, se usa como una 

plantilla y es amplificado por la PCR usando un par  de 

cebadores que flanquean ambos extremos de la planti lla. 

Subsecuentemente, el ADN que codifica la porción li gadora de 

polipéptido se amplifica adicionalmente en combinac ión con un 

par de cebadores que flanquean ambos extremos del A DN de modo 

que el fragmento obtenido se puede ligar en sus ext remos a 

los ADNs de cadena pesada y ligera, respectivamente .  

 Una vez que el ADN que codifica el scFv se prepara , un 

vector de expresión que contiene el ADN y un hosped ero 

transformado con el vector de expresión se pueden o btener de 

acuerdo con los métodos de rutina. Además, el hospe dero se 

puede usar para obtener el scFv de acuerdo con los métodos de 

rutina. Estos fragmentos de anticuerpos se pueden p roducir 

por un hospedero de la misma manera como en lo ante rior al 

obtener y al expresar el gen.  

 El anticuerpo de la presente invención se puede 

multimerizar para mejorar de esta manera su afinida d para el 

antígeno. Los anticuerpos del mismo tipo se pueden 

multimerizar, o una pluralidad de anticuerpos que r econocen 

una pluralidad de epítopos, respectivamente, del mi smo 

antígeno se puede multimerizar. Ejemplos de un méto do para 

multimerizar estos anticuerpos pueden incluir la li gación de 

dos scFvs a un dominio IgG CH3, la ligación del mis mo a 

estreptavidina, y la introducción de un motivo de h élice-
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vuelta-hélice.  

 El anticuerpo de la presente invención puede ser u n 

anticuerpo policlonal que es una mezcla de tipos pl urales de 

anticuerpos anti-Orai1 que difieren en la secuencia  de 

aminoácidos. Un ejemplo del anticuerpo policlonal p uede 

incluir una mezcla de tipos plurales de anticuerpos  que 

difieren en CDRs. Un anticuerpo obtenido al cultiva r una 

mezcla de células que producen anticuerpos diferent es, 

seguido por purificación de los cultivos se puede u sar como 

un anticuerpo policlonal (ver WO2004/061104). 

 Un anticuerpo conjugado con cualquiera de las dive rsas 

moléculas tal como polietilenglicol (PEG) también s e puede 

usar como una forma modificada del anticuerpo. 

 El anticuerpo de la presente invención puede ser 

adicionalmente cualquiera de los conjugados formado s por 

estos anticuerpos con otros fármacos (inmunoconjuga dos). 

Ejemplos de este anticuerpo puede incluir el anticu erpo 

conjugado con un material radioactivo o un compuest o que 

tiene un efecto farmacológico (Nature Biotechnology  (2005) 

23, p. 1137-1146). 

 El anticuerpo obtenido se puede purificar hasta qu e 

sea homogéneo. Se pueden usar métodos de separación  y 

purificación de proteínas usuales para la separació n y 

purificación del anticuerpo. El anticuerpo se puede  

separar y purificar por procedimiento(s) aproximada mente 
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seleccionados o combinados, por ejemplo, cromatogra fía de 

columna, filtración a través de un filtro, 

ultrafiltración, eliminación de sal, diálisis, 

electroforesis en gel de poliacrilamida preparativa , y/o 

enfoque isoeléctrico (Strategies for Protein Purifi cation 

and Characterization: A Laboratory Course Manual, D aniel 

R. Marshak y colaboradores eds., Cold Spring Harbor  

Laboratory Press (1996); and Antibodies: A Laborato ry 

Manual. Ed Harlow and David Lane, Cold Spring Harbo r 

Laboratory (1988)), aunque el método de separación y 

purificación no se limita a los mismos.  

 Ejemplos de esta cromatografía pueden incluir 

cromatografía de afinidad, cromatografía de interca mbio 

iónico, cromatografía hidrofóbica, cromatografía de  

filtración en gen, cromatografía en fase inversa, y  

cromatografía de adsorción. Estos procedimientos de  

cromatografía se pueden llevar a cabo usando cromat ografía 

líquida tal como HPLC o FPLC. Ejemplos de la column a para el 

uso en la cromatografía de afinidad pueden incluir columnas 

de proteína A y columnas de proteína G. Ejemplos de  las 

columnas de la proteína A pueden incluir Hyper D, P OROS, y 

Sepharose F.F. (Pharmacia Corp.). También, el antic uerpo se 

puede purificar mediante el uso de su actividad de ligación 

contra el antígeno usando un portador inmovilizado con 

antígeno.  
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 3. Fármaco que contiene el anticuerpo anti-Orai1  

 Un anticuerpo que neutraliza la actividad biológic a del 

Orai1 se puede obtener de entre los anticuerpos ant i-Orai1 

obtenidos por los métodos descritos en el párrafo a nterior 

“2. Producción del anticuerpo anti-Orai1”. Este ant icuerpo, 

que neutraliza la actividad biológica de Orai1, pue de inhibir 

la actividad biológica in vivo de Orai1, es decir, la 

activación de los canales de calcio activados por l iberación 

de calcio (canales CRAC) de las células que expresa n Orai1 

tipificadas por las células T y mastocitos, y como tales, se 

pueden usar farmacéuticamente como un agente terapé utico y/o 

profiláctico para enfermedades provocadas por la ac tivación 

de los canales CRAC de estas células.  

 Las enfermedades o afecciones provocadas por la 

activación del canal CRAC incluyen rechazo de trasp lantes, 

enfermedades relacionadas inmunitarias. Enfermedade s 

alérgicas, enfermedades inflamatorias, trombosis, y  cánceres, 

etc. 

 Ejemplos del tratamiento y/o prevención de rechazo  de 

trasplantes incluyen el tratamiento y/o prevención de 

respuestas de rechazo y reacciones de hospedero ver sus 

injerto al trasplante de un órgano o un tejido tal como el 

corazón, los riñones, el hígado, médula ósea, o pie l, y 

enfermedad de injerto versus hospedero provocada po r el 

trasplante de células hematopoyéticas (médula ósea,  sangre 
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periférica, sangre del cordón umbilical, etc.). 

 Los ejemplos de enfermedades relacionadas inmunita rias 

incluyen enfermedades de tejido conjuntivo o 

musculoesqueléticas (artritis reumatoide, espondili tis 

anquilosante, lupus eritematoso sistémico, esclerod erma, 

polimiositis, dermatomiositis, etc.), enfermedades 

hematológicas (anemia aplásica, púrpura trombocitop énica 

idiopática, etc.), enfermedades gastrointestinales 

(enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa, etc.), en fermedades 

neurológicas (esclerosis múltiple, miastenia grave,  etc.), 

enfermedades oftálmicas (uveítis, etc.), enfermedad es 

vasculares (enfermedad de Behcet, granulomatosis de  Wegener, 

etc.), enfermedades epidérmicas (psoriasis, pénfigo , 

leucoderma, etc.), y enfermedades endocrinas (diabe tes 

mellitus tipo 1, tiroiditis autoinmunitaria, enferm edad de 

Graves, enfermedad de Hashimoto, etc.),  

 Los ejemplos de las enfermedades alérgicas incluye n 

dermatitis atópica, asma, anafilaxis, reacción anaf ilactoide, 

alergia a alimentos, rinitis, otitis media, reacció n a 

fármacos, reacción a piquetes de insectos, reacción  a 

plantas, alergia al látex conjuntivitis, y urticari a. 

 Ejemplos de las enfermedades inflamatorias incluye n 

enfermedades renales inflamatorias (glomerulonefrit is, 

nefrosis, etc.), enfermedades pulmonares inflamator ias 

(enfermedad pulmonar obstructiva crónica, fibrosis cística, 
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neumonía intersticial, etc.), enfermedades intestin ales 

antiinflamatorias (colitis ulcerativa, ileitis, etc .), 

enfermedades hepáticas inflamatorias (hepatitis 

autoinmunitaria, hepatitis viral, etc.), enfermedad es 

cardíacas inflamatorias (miocarditis, enfermedad ca rdíaca 

isquémica, aterosclerosis, etc.), enfermedades de l a piel 

inflamatorias (dermatitis por contacto, eccema, etc .), 

enfermedades oculares inflamatorias (tracoma, endof talmitis, 

etc.), enfermedades nerviosas centrales inflamatori as 

(meningitis, encefalomielitis, encefalitis autoinmu nitaria, 

etc.), enfermedades articulares inflamatorias (artr itis, 

osteoartritis, etc.), e inflamaciones sistémicas (s epticemia, 

hemorragia, hipersensibilidad, síntomas de choque a tribuidos 

a quimioterapia de cáncer o similares, etc.). 

 Los ejemplos de casos en los cales la actividad an ti-

plaquetas o anti-trombótica son útiles para el trat amiento 

y/o prevención son infarto al miocardio, apoplejía,  

enfermedades cardíacas isquémicas y trombosis. 

 Ejemplos de tratamiento de cánceres incluyen cánce r de 

mama, cáncer de pulmón, cáncer de piel y leucemia.  

 Ejemplos adicionales de las enfermedades que se pu eden 

tratar por el anticuerpo de la presente invención i ncluyen: 

afecciones patológicas que implican mastocitos y ba sófilos, 

tales como leucemia de mastocitos, mastocitos, leuc emia 

basofílica, y endometriosis; y miopatía agregada tu bular, 
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síndrome de Stormorken, artritis reumatoide, espond ilitis 

anquilosante, y dermatitis atópica, que se desarrol lan o cuyo 

riesgo de desarrollo se incrementa por la función y  genética 

de los canales CRAC. 

 Los ejemplos del anticuerpo anti-Orai1 como el fár maco 

pueden incluir anticuerpos humanizados preparados d el 

anticuerpo R118 y/o el anticuerpo R198, y forman mo dificadas 

de CDR de las mismas.  

 La actividad neutralizante in vitro del anticuerpo anti-

Orai1 contra la actividad biológica de Orai1 se pue de medir 

sobre la base de, por ejemplo, la actividad anti-in hibidora 

contra la activación de células que expresan Orai1.  Por 

ejemplo, el anticuerpo anti-Orai1 se agrega en 

concentraciones variantes a la línea de células der ivadas de 

células T humanas, células Jurkat, y la actividad i nhibidora 

contra la liberación de IL-2 de las células Jurkat 

estimuladas con PMA y A23187 se puede medir. Tambié n, el 

anticuerpo anti-Orai1 se agrega en concentraciones variantes 

a las células mononucleares de sangre periférica hu mana 

(PBMC), y la actividad inhibidora contra la liberac ión de IL-

2 e interferón γ de PBMC estimuladas con PMA A23187 se puede 

medir. 

 Es un hecho experimentalmente probado, y ampliamen te 

reconocido, que las células responsables por el des arrollo de 

la enfermedad de injerto versus hospedero son célul as T. 
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Cuando las células T trasplantadas reconocen el rec ipiente 

como materia extraña, la autopropagación basada en la 

interleucina 2 (IL-2) producida por las mismas, y l a 

liberación de las citocinas inflamatorias tales com o 

interferón gamma (IFN- γ) por la activación provocan una 

reacción de inflamación inmunológica sistémica, dan do por 

resultado el desarrollo de enfermedad de injerto ve rsus 

hospedero. De esta manera, la inhibición de la prod ucción de 

estas citocinas conduce a la prevención o tratamien to de la 

enfermedad de injerto versus hospedero, mientras qu e la 

utilidad del anticuerpo anti-Orai1 como un fármaco 

terapéutico se puede determinar al usar su activida d 

inhibidora como un índice.  

 Ejemplos preferidos del anticuerpo de acuerdo con la 

presente invención pueden incluir un anticuerpo o u n 

fragmento de ligación a antígeno del anticuerpo que  se liga 

específicamente a la secuencia de aminoácidos repre sentada 

por SEQ ID NO: 2, en donde la concentración en la c ual la 

cantidad de IL-2 liberada de células Jurkat tratada s con PMA 

y A23187 se inhibe por 50% es 80 ng/mL o más baja. Ejemplos 

más preferidos de este anticuerpo pueden incluir el  

anticuerpo o fragmento de ligación a antígeno del a nticuerpo, 

en donde la concentración en la cual la cantidad de  IL-2 

liberada de las células Jurkat tratadas con PMA y A 23187 se 

inhibe por 50% es 10 ng/mL o más baja. El anticuerp o de la 
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presente invención también incluye un anticuerpo o un 

fragmento de ligación a antígeno del anticuerpo, en  donde la 

concentración en la cual la cantidad de IL-2 libera da de Las 

células Jurkat tratadas con PMA y A23187 se inhibe por 80% es 

60000 ng/mL o más baja, y un anticuerpo o un fragme nto de 

ligación a antígeno del anticuerpo, en donde la con centración 

en la cual la cantidad de IL-2 liberada de las célu las Jurkat 

tratadas con PMA y A23187 se inhibe por 80% es 200 ng/mL o 

más baja. 

 Ejemplos preferidos alternativos del anticuerpo de  

acuerdo con la presente invención pueden incluir un  

anticuerpo o un fragmento de ligación a antígeno de l 

anticuerpo que se liga específicamente a la secuenc ia de 

aminoácidos representada por SEQ ID NO: 2, en donde  la 

concentración en la cual la cantidad de IL-2 libera da de PBMC 

humanas tratadas con PMA y A23187 se inhibe por 50%  es 100 

ng/mL o más baja. Ejemplos más preferidos de este a nticuerpo 

pueden incluir el anticuerpo o fragmento de ligació n a 

antígeno del anticuerpo, en donde la concentración en la cual 

la cantidad de IL-2 liberada de PBMC humanas tratad as con PMA 

y A23187 se inhibe por 50% es 20 ng/mL o más baja. El 

anticuerpo de la presente invención también puede i ncluir un 

anticuerpo o un fragmento de ligación a antígeno de l 

anticuerpo, en donde la concentración en la cual la  cantidad 

de IL-2 liberada de PBMC humanas tratadas con PMA y  A23187 se 
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inhibe por 80% es 17000 ng/mL o más baja, y un anti cuerpo o 

un fragmento de ligación a antígeno del anticuerpo,  en donde 

la concentración en la cual la cantidad de IL-2 lib erada de 

PBMC humanas tratadas con PMA y A23187 se inhibe po r 80% es 

400 ng/mL o más baja. 

 Ejemplos preferidos alternativos adicionales del 

anticuerpo de acuerdo con la presente invención pue den 

incluir un anticuerpo o un fragmento de ligación a antígeno 

del anticuerpo que se liga específicamente a la sec uencia de 

aminoácidos representada por SEQ ID NO: 2, en donde  la 

concentración en la cual la cantidad de IFN- γ liberada de 

PBMC humanas tratadas con PMA y A23187 se inhibe po r 50% es 

800 ng/mL o más baja. Ejemplos más preferidos de es te 

anticuerpo pueden incluir el anticuerpo o fragmento  de 

ligación a antígeno del anticuerpo, en donde la con centración 

en la cual la cantidad de IFN- γ liberada de PBMC humanas 

tratadas con PMA y A23187 se inhibe por 50% es 40 n g/mL o más 

baja. El anticuerpo de la presente invención puede incluir un 

anticuerpo o un fragmento de ligación a antígeno de l 

anticuerpo, en donde la concentración en la cual la  cantidad 

de IFN- γ liberada de PBMC humanas tratadas con PMA y A23187  

se inhibe por 80% es 300000 ng/mL o más baja, y un anticuerpo 

o un fragmento de ligación a antígeno del anticuerp o, en 

donde la concentración en la cual la cantidad de IF N-γ 

liberada de PBMC humanas tratadas con PMA y A23187 se inhibe 
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por 80% es 2000 ng/mL o más baja. 

 El efecto terapéutico profiláctico in vivo del 

anticuerpo anti-Orai1 en la enfermedad de injerto v ersus 

hospedero en un animal de laboratorio se puede conf irmar, por 

ejemplo, al medir la inhibición de la pérdida de pe so en un 

modelo de enfermedad de injerto versus hospedero de  ratón 

trasplantado con PBMC humanas. Específicamente, los  ratones 

NOG o NSG, que son ratones inmunodeficientes divers amente 

combinados, se irradian con rayos X de 2.0 Gy. Al s iguiente 

día, 200 µL de una solución de PBS que contiene 15, 000,000 a 

50,000,000 de células de PBMC humanas por mL se tra splanta 

cada ratón a través de la vena de la cola. Un grupo  de 

ratones irradiados con rayos X que no ha recibido l as PBMC 

humanas se usa como un grupo de enfermedad no de in jerto 

versus hospedero, y un grupo trasplantado con PBMC humanas 

administrado solamente con una solución de vehículo  para el 

anticuerpo se usa como un grupo de enfermedad de in jerto 

versus hospedero. Antes o después del trasplante de  PBMC 

humanas, el anticuerpo anti-Orai1 se administra ya sea 

intravenosamente a la cola o intraperitonealmente p ara medir 

el efecto inhibidor en la pérdida de peso en el gru po de 

enfermedad de injerto versus hospedero.  

 Además, el efecto terapéutico profiláctico del 

anticuerpo anti-Orai1 en varias enfermedades tambié n se puede 

confirmar por los siguientes sistemas de evaluación  in vivo 
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usando un ratón inactivado de Orai1 humano.  

 Para el efecto en la dermatitis, una solución de 

antígeno de proteína se administra intraperitoneal o 

intravenosamente a un ratón, y después de 2 semanas , el 

antígeno se inyecta al mismo como un refuerzo. Desp ués, la 

misma solución de antígeno de proteína como en lo a nterior se 

aplica repetitivamente a la oreja o en el lomo 3 a 6 veces en 

intervalos de 3 días a 2 semanas para provocar la d ermatitis. 

El efecto en la dermatitis se evalúa al comparar el  espesor 

de la aurícula, la puntuación macroscópica de derma titis en 

el lomo, las concentraciones del anticuerpo, citoci nas, o 

biomarcadores en suero en la sangre o tejidos, y la  actividad 

de crecimiento, la capacidad de producción de citoc inas, o 

antígenos superficiales de células obtenidas de la piel, 

sangre periférica, el timo, el bazo, el nodo linfát ico, o la 

médula ósea entre un grupo de anticuerpo anti-Orai1  y un 

grupo no de administración.  

 Para el efecto en el prurito, una crema de antígen o de 

ácaros se aplica repetitivamente a la aurícula o el  molo 3 a 

6 veces en intervalos de 3 días a 2 semanas, o un h apteno se 

aplica a la aurícula, la región abdominal, o el lom o cada dos 

días a una vez a la semana, o una sustancia que ind uce el 

prurito se administra intracutáneamente a la aurícu la, 

subcutáneamente a la espalda, o por la vía intratec al. La 

acción prurítica inducida por este método se cuanti fica al 
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medir el número de eventos pruríticos usando imanes  unidos al 

dorso de ambas patas del ratón y un aparato de medi ción de 

acción prurítica o al examinar los signos patológic os en la 

piel, sangre periférica o tejidos de la médula espi nal. El 

efecto en el prurito se evalúa al comparar los resu ltados 

obtenidos entre un grupo de anticuerpos anti-Orai1 y un grupo 

no de administración.  

 Para el efecto en la psoriasis, se aplica imiquimo d a 

ambos lados o un lado de la aurícula y el lomo afei tado, o 

una suspensión de zymosan se administra intraperito nealmente, 

o una citocina tal como IL-23 se administra intracu táneamente 

a un lado de la aurícula del ratón. La dermatitis p soriática 

inducida por este método se cuantifica por el exame n del peso 

y espesor de un sitio de inflamación, la actividad de 

mieloperoxidasa de los neutrófilos infiltrados en e l sitio, 

el análisis de citometría de flujo de las células 

infiltradas, el análisis génico, la medición de con centración 

de citocinas, etc. El efecto en la psoriasis se eva lúa al 

comparar los resultados obtenidos entre un grupo de  

anticuerpo anti-Orai1 y un grupo no de administraci ón.  

 Para el efecto en la esclerosis múltiple, una solu ción 

de glicoproteína de oligodendrocito de mielina o un  antígeno 

de péptido parcial del mismo se emulsiona al mezcla rse con 

una solución acuosa de un adyuvante completo de Fre und en 

cantidades iguales. Esta emulsión se administra 
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intracutáneamente al flanco o región abdominal de u n ratón. 

Después, una solución de toxina de pertussis acuosa  se 

administra a la vena la de cola. Después de algunos  días, la 

solución de toxina de pertussis se administra adici onalmente 

otra vez a la vena de la cola para inducir la 

encefalomielitis experimental. Los síntomas de pará lisis que 

se desarrollan después de 1 semana a 2 semanas del 

experimento y se expanden de la cola hasta las pata s 

inferiores y las extremidades anteriores se clasifi ca por la 

observación macroscópica. El efecto en la esclerosi s múltiple 

se evalúa al comparar los resultados obtenidos entr e un grupo 

de anticuerpo anti-Orai1 y un grupo no de administr ación.  

 Para el efecto en la artritis, una emulsión obteni da al 

mezclar colágeno tipo II de bovino y un adyuvante c ompleto de 

Freund se administra intracutáneamente a la base de  la cola 

del ratón. Después de 2 a 3 semanas, la misma admin istración 

como en lo anterior se lleva a cabo. Después, el ef ecto en la 

artritis se evalúa al comparar la puntuación del hi nchamiento 

de la articulación, las concentraciones del anticue rpo, 

citocinas, o biomarcadores en suero en la sangre o tejidos, 

la actividad de crecimiento, capacidad de producció n de 

citocinas, o antígenos superficiales de las células  obtenidas 

de la piel, sangre periférica, el timo, el bazo, el  nodo 

linfático, o la médula ósea, etc., entre un grupo d e 

anticuerpo anti-Orai1 y un grupo no de administraci ón. 
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 Para el efecto en la colitis, se administra ácido 

trinitrobencenosulfónico en el tracto intestinal de  un ratón 

puesto en ayunas durante 24 horas, o al ratón se le  permite 

beber libremente una solución acuosa que contiene 1  a 10% de 

sulfato de dextrano sódico de una botella de alimen tación de 

agua durante 4 días a 2 semanas, o células T CD4+CD 25-

CD45RBhi recolectadas y purificadas del nodo linfát ico y el 

bazo de un ratón inactivado de Orai1 humano se tras plantan 

intraperitonealmente en un ratón Rag2-/-. El efecto  en la 

colitis inducida por este método se evalúa al compa rar el 

peso corporal durante el período de observación, el  grado de 

espesor del tracto intestinal, el número y tamaño d e pólipos, 

y signos patológicos examinados por autopsia despué s de la 

terminación de la prueba, las concentraciones del a nticuerpo, 

citocinas, o biomarcadores en suero en sangre o tej idos, la 

actividad de crecimiento, la capacidad de producció n de 

citocinas o antígenos superficiales de células obte nidas del 

tracto intestinal, sangre periférica, el timo, el b azo, el 

nodo linfático, o la médula ósea, etc., entre un gr upo de 

anticuerpo anti-Orai1 y un grupo no de administraci ón. 

 Para el efecto en el lupus eritematoso sistémico, 

albúmina de huevo u otro antígeno no estimulador se  

administra intraperitoneal o subcutáneamente un máx imo de 15 

veces en intervalos de 5 a 10 días para inducir sín tomas 

similares a lupus eritematoso sistémico. El efecto en el 



74  

 

 5

10

15

20

25

lupus eritematoso sistémico se evalúa al comparar l as 

concentraciones del anticuerpo, citocinas, o biomar cadores en 

suero en la sangre o tejidos recolectados a través del tiempo 

durante el período de observación, el título del an ticuerpo o 

concentración de biomarcadores en la orina, síntoma s 

inducidos en un ratón no tratado por el trasplante de células 

preparadas de un órgano tal como el bazo o el nodo linfático 

recolectado después de la terminación de la prueba,  etc., 

entre un grupo de anticuerpo anti-Orai1 y un grupo no de 

administración. 

 Para el efecto en la hepatitis, se administra 

intraperitonealmente D-galactosamina ya sea sola o en 

combinación con lipopolisacárido a un ratón, o la 

concanavalina A se administra intravenosamente sola  a la 

cola. El efecto en la hepatitis inducida por este m étodo se 

evalúa al comparar las concentraciones de GOT y GPT  en la 

sangre recolectada 1 hora a 1 semana después de la 

administración de la sustancia causante, y las cond iciones 

histopatológicas de las lesiones hepáticas entre un  grupo de 

anticuerpo anti-Orai1 y un grupo no de administraci ón. 

 Para el efecto de la tasa de supervivencia de inje rto en 

el trasplante de células de médula ósea o el efecto  

profiláctico en la enfermedad de injerto versus hos pedero, 

las células dentro de la médula ósea recolectadas d el hueso 

del muslo o la espinilla de un ratón inactivado de Orai1 
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humano se trasplanta a un ratón recipiente irradiad o con 

rayos X ya sea solo o en combinación con células de l baso 

recolectadas del bazo del ratón inactivado de Orai1  humano. 

El efecto en la tasa de supervivencia del injerto o  el efecto 

profiláctico se evalúa al comparar el cambio en el peso 

corporal o tasas de supervivencia durante 4 a 16 se manas, la 

concentraciones del anticuerpo, citocinas, o biomar cadores en 

suero en la sangre o tejido en la terminación de la  prueba, y 

los antígenos superficiales, actividad de crecimien to, o 

capacidad de producción de citocinas de las células  obtenidas 

del tracto intestinal, sangre periférica, el timo, el bazo, 

el nodo linfático, o la médula ósea entre un grupo de 

anticuerpo anti-Orai1 y un grupo no de administraci ón. 

 Para el efecto en la tasa de supervivencia de inje rto de 

un órgano trasplantado, la piel recolectada de la b ase de la 

cola de un ratón hospedero se fija al panniculus ca rnosus 

expuesto al cortar la piel en el lomo de un ratón i nactivado 

Orai1 humano. El tamaño del trasplante y su estado de injerto 

se clasifican durante 4 a 16 semanas después del tr asplante. 

El efecto en la tasa de supervivencia del injerto s e evalúa 

al comparar los resultados obtenidos entre un grupo  de 

anticuerpo anti-Orai1 y un grupo no de administraci ón. 

 El anticuerpo obtenido de esta manera, que neutral iza la 

actividad biológica de Orai1, es útil como un fárma co, 

particularmente, como un anticuerpo para la prevenc ión o 
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tratamiento de rechazos de trasplantes, enfermedade s 

relacionadas inmunitarias, enfermedades alérgicas, 

enfermedades inflamatorias, trombosis o cánceres, e tc. 

 Como un ejemplo, el anticuerpo anti-Orai1 se puede  

administrar ya sea solo o en combinación con al men os un 

agente terapéutico adicional para el tratamiento o prevención 

de rechazos de trasplantes, enfermedades relacionad as 

inmunitarias, enfermedades alérgicas, enfermedades 

inflamatorias, trombosis, o cánceres. Ejemplos del agente 

terapéutico adicional que se pueden administrar en 

combinación con el anticuerpo anti-Orai1 pueden inc luir, pero 

no se limitan a, antifolatos, inhibidores de calcin eurina, 

esteroides corticales adrenérgicos, globulinas anti timocitos, 

anti-metabolitos de ácido nucleico, inhibidores de la 

síntesis de ácido nucleico, antígenos de superficie  celular 

que toman como diana agentes biológicos, y citocina s que 

toman como diana agentes biológicos o receptores de  

citocinas.  

 Ejemplos específicos de estos agentes terapéuticos  

pueden incluir: metotrexato como el antifolato; cic losporina 

y tacrolimo como los inhibidores de calcineurina; 

metilprednisolona como el esteroide cortical adrené rgico; 

ciclofosfamida como los inhibidores de la síntesis de ácido 

nucleico; Zetbulina, linfoglobulina, y timoglobulin a como las 

globulinas antitimocitos; micofenolato mofetil como  el 
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antimetabolito de ácido nucleico; alemtuzumab y rit uximab 

como los antígenos de superficie celular que toman como diana 

agentes biológicos; e infliximab, etanercept, y rit uximab 

como las citocinas que toman como diana los agentes  

biológicos o receptores de citocinas.  

 Dependiendo de las condiciones de los rechazos de 

trasplantes, enfermedades relacionadas inmunitarias , 

enfermedades alérgicas, enfermedades inflamatorias,  

trombosis, o cánceres o el objetivo de tratamiento y/o 

prevención de los mismos, 2, 3, o más tipos de agen tes 

terapéuticos adicionales se pueden administrar, y e stos 

agentes terapéuticos adicionales se pueden encerrar  en la 

misma preparación y administrar al mismo tiempo el agente 

terapéutico adicional y el anticuerpo anti-Orai1 se  pueden 

encerrar en la misma preparación y administrar al m ismo 

tiempo. Alternativamente, el anticuerpo anti-Orai1 y el 

agente terapéutico adicional se pueden encerrar en 

preparaciones separadas y administrar al mismo tiem po. 

Adicionalmente, el agente terapéutico adicional y e l 

anticuerpo anti-Orai1 se pueden administrar separad amente en 

una manera escalonada. Específicamente, el agente t erapéutico 

que contiene el anticuerpo anti-Orai1 o el fragment o de 

ligación a antígeno del anticuerpo como un ingredie nte activo 

se puede administrar después de la administración d el agente 

terapéutico adicional, o el agente terapéutico adic ional se 
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puede administrar después de la administración del agente 

terapéutico que contiene el anticuerpo anti-Orai1 o  el 

fragmento de ligación a antígeno del anticuerpo com o un 

ingrediente activo. En el caso de administración pa ra la 

terapia génica, un gen de un agente terapéutico pro teínico y 

el gen del anticuerpo anti-Orai1 se puede insertar cadena 

abajo de las regiones promotoras separadas o la mis ma región 

promotora e introducir en vectores separados o el m ismo 

vector.  

 El anticuerpo anti-Orai1 o el fragmento del mismo se 

puede conjugar con un agente terapéutico para produ cir un 

conjugado de fármaco tomado como diana descrito en M.C. 

Garnet, “Targeted drug conjugates: principles and p rogress”, 

Advanced Drug Delivery Reviews, (2001) 53, 171-216.  Para este 

propósito, la molécula de anticuerpo así como cualq uier 

fragmento de anticuerpo es aplicable siempre y cuan do el 

fragmento de anticuerpo no pierda completamente la propiedad 

de reconocer células T. Ejemplos del fragmento pued en incluir 

fragmentos Fab, F(ab')2, y Fv. Como tal, el anticue rpo y el 

fragmento se pueden usar en la presente invención. el patrón 

de conjugación entre el anticuerpo anti-Orai1 o el 

tratamiento del anticuerpo y el agente terapéutico puede ser 

cualquiera de diversos patrones descritos en M.C. G arnet, 

“Targeted drug conjugates: principles and progress” , Advanced 

Drug Delivery Reviews, (2001) 53, 171-216, G.T. Her manson, 
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“Bioconjugate Techniques”, Academic Press, Californ ia (1996), 

Putnam and J. Kopecek, “Polymer Conjugates with Ant icancer 

Activity”, Advances in Polymer Science (1995) 122, 55-123, 

etc. Ejemplos específicos de los mismos pueden incl uir un 

patrón en el cual el anticuerpo anti-Orai1 y el age nte 

terapéutico se conjugan directamente en una manera química o 

a través de un espaciador tal como un oligopéptido,  y un 

patrón en el cual el anticuerpo anti-Orai1 y el age nte 

terapéutico se conjugan a través de un portador de fármaco 

apropiado. Ejemplos de portador de fármaco pueden i ncluir 

liposomas y polímeros solubles en agua. Ejemplos de  este 

patrón mediado por estos portadores de fármacos pue den 

incluir más específicamente un patrón en el anticue rpo y el 

agente terapéutico se encierran en un liposoma por la 

conjugación de liposoma y el anticuerpo, y un patró n en el 

cual el agente terapéutico se conjuga con un políme ro soluble 

en agua (un compuesto que tiene un peso molecular e n el orden 

de 1000 a 100,000) directamente en una manera quími ca o a 

través de un espaciador tal como un oligopéptido mi entras que 

el anticuerpo se conjuga con el polímero soluble en  agua. La 

conjugación del anticuerpo (o fragmento) con el age nte 

terapéutico o el portador de fármaco (por ejemplo, liposoma y 

polímero soluble en agua) se puede llevar a cabo po r un 

método bien conocido por aquellas personas expertas  en la 

técnica, por ejemplo, un método descrito en G.T. He rmanson, 
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“Bioconjugate Techniques”, Academic Press, Californ ia (1996), 

and Putnam and J. Kopecek, “Polymer Conjugates with  

Anticancer Activity”, Advances in Polymer Science ( 1995) 122, 

55-123. En encerramiento del agente terapéutico en el 

liposoma se puede llevar a cabo por un método bien conocido 

por aquellas personas expertas en la técnica, por e jemplo, un 

método descrito en D.D. Lasic, “Liposomes: From Phy sics to 

Applications”, Elsevier Science Publishers B.V., Am sterdam 

(1993), etc. La conjugación del agente terapéutico con el 

polímero soluble en agua se puede llevar a cabo por  un método 

bien conocido por aquellas personas expertas en la técnica, 

por ejemplo, un método descrito en D. Putnam and J Kopecek, 

“Polymer Conjugates with Anticancer Activity”, Adva nces in 

Polymer Science (1995) 122, 55-123. El conjugado de l 

anticuerpo (o el fragmento) y un agente terapéutico  

proteínico (o el fragmento) se pueden preparar por cualquiera 

de los métodos descritos en lo anterior así como mé todos de 

modificación genética bien conocidos por aquellas p ersonas 

expertas en la técnica.  

 La presente invención también proporciona una 

composición farmacéutica que comprende una cantidad  

terapéutico y/o profilácticamente efectiva del anti cuerpo 

anti-Orai1 y un diluyente farmacéuticamente aceptab le, 

vehículo, solubilizante, emulsificante, conservador  y/o 

aditivo.  
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 La presente invención también proporciona una 

composición farmacéutica que comprende una cantidad  

terapéutica y/o profilácticamente efectiva del anti cuerpo 

anti-Orai1, una cantidad terapéutica y/o profilácti camente 

efectiva de al menos un agente terapéutico, y un di luyente 

farmacéuticamente aceptable, vehículo, solubilizant e, 

emulsificante, conservador y/o aditivo. Ejemplos de l agente 

terapéutico pueden incluir, pero no se limitan a lo s 

antifolatos mencionados en lo anterior, inhibidores  de 

calcineurina, esteroides corticales adrenérgicos, g lobulinas 

anti-timocitos, anti-metabolitos de ácido nucleico,  

inhibidores de síntesis ácido nucleico, antígenos d e 

superficie celular que toman como diana agentes bio lógicos, y 

citocinas que toman como diana agentes biológicos o  

receptores de citocinas.  

 Se prefiere que la sustancia farmacéuticamente ace ptable 

usada en la composición farmacéutica de la presente  invención 

no debe ser toxica a un recipiente de la composició n 

farmacéutica, de manera preferente en términos de u na dosis o 

una concentración administrada.  

 La composición farmacéutica de la presente invenci ón 

puede contener materiales farmacéuticos para cambia r o 

mantener el pH, presión osmótica, viscosidad, 

transparencia, color, isotonicidad, esterilidad, 

estabilidad, solubilidad, liberación sostenida, cap acidad 
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de absorción, o permeabilidad. Ejemplos de los mate riales 

farmacéuticos pueden incluir, pero no se limitan a,  lo 

siguiente: aminoácidos tales como glicina, alanina,  

glutamina, asparagina, arginina, y lisina; agentes 

antimicrobianos; antioxidantes tales como ácido asc órbico, 

sulfato de sodio, y bisulfito de sodio; soluciones 

amortiguadoras tales como fosfato, citrato, o soluc iones 

amortiguadoras de borato, bicarbonato de sodio, y 

soluciones de Tris-HCl; rellenadores tales como man itol y 

glicina; agentes quelantes tales como ácido 

etilendiamintetracético (EDTA); agentes formadores de 

complejo tales como cafeína, polivinilpirrolidina, β-

ciclodextrina, e hidroxipropil- β-ciclodextrina; agentes de 

volumen tales como glucosa, manosa, y dextrina; otr os 

carbohidratos tales como monosacáridos y disacárido s; 

agentes colorantes; correctores; diluyentes; 

emulsificantes; polímeros hidrofílicos tales como 

polivinilpirrolidona; polipéptidos de peso molecula r bajo; 

contraiones formadores de sales; antisépticos tales  como 

cloruro de benzalconio, ácido benzoico, ácido salic ílico, 

timerosal, alcohol fenetílico, metilparabeno, 

propilparabeno, clorhexidina, ácido sórbico, y peró xido de 

hidrógeno, solventes tales como glicerina, propilen glicol, 

y polietilenglicol; alcoholes azúcar tales como man itol y 

sorbitol; agentes de suspensión; agentes tensioacti vos 
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tales como éster de sorbitán, polisorbatos tales co mo 

polisorbato 20 y polisorbato 80, tritón, trometamin a, 

lecitina, y colesterol; mejoradores de estabilidad tales 

como sacarosa y sorbitol; mejoradores de elasticida d tal 

como cloruro de sodio, cloruro de potasio, manitol,  y 

sorbitol; agentes de transporte; excipientes; y/o a ditivos 

farmacéuticos. La cantidad de estos materiales 

farmacéuticos agregados es de manera preferente de 0.01 a 

100 veces, de manera particular, 0.1 a 10 veces el peso 

del anticuerpo anti-Orai1. Una receta adecuada para  la 

composición farmacéutica en una preparación se pued e 

determinar apropiadamente por aquellas personas exp ertas 

en la técnica de acuerdo con una enfermedad aplicab le, una 

vía de administración aplicable, etc. 

 El excipiente o el vehículo en la composición 

farmacéutica pueden ser líquidos o sólidos. Los exc ipientes o 

vehículos apropiados pueden ser otros materiales us ualmente 

usados en el agua inyectable, solución salina fisio lógica, 

líquido cefalorraquídeo artificiales, y administrac ión 

parenteral. La solución salina fisiológica neutra o  solución 

salina fisiológica que contiene albúmina de suero s e puede 

usar como un vehículo. La composición farmacéutica puede 

contener una solución amortiguadora Tris de pH 7.0 a 8.5, una 

solución amortiguadora de acetato de pH 4.0 a 5.5, o una 

solución amortiguadora de citrato de pH 3.0 a 6.2. Estas 
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soluciones amortiguadoras también pueden contener s orbitol u 

otros compuestos. Ejemplos de la composición farmac éutica de 

la presente invención pueden incluir una composició n 

farmacéutica que comprende el anticuerpo anti-Orai1 , y una 

composición farmacéutica que comprende el anticuerp o anti-

Orai1 y al menos un agente terapéutico. La composic ión 

farmacéutica de la presente invención se prepara en  la forma 

de un producto secado por congelación o un líquido como un 

fármaco que tiene una fórmula seleccionada y una pu reza 

requerida. La composición farmacéutica que comprend e el 

anticuerpo anti-Orai1, o la composición farmacéutic a que 

comprende el anticuerpo anti-Orai1 y al menos un ag ente 

terapéutico también se pueden formar como un produc to secado 

por congelación usando un excipiente apropiado tal como 

sacarosa.  

 La composición farmacéutica de la presente invenci ón se 

puede preparar para la administración parenteral os e puede 

preparar para adsorción en el tracto digestivo a tr avés de 

una vía oral. La fórmula y concentración de la prep aración se 

puede determinar de acuerdo con el método de admini stración. 

Mientras es más alta la afinidad del anticuerpo ant i-Orai1 

contenido en la composición farmacéutica de la pres ente 

invención para el Orai1, es decir, una constante de  

disociación más baja (valor Kd) para Orai1, es más baja la 

dosis del anticuerpo anti-Orai1 que puede mostrar e ficacia en 
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un humano. Por lo tanto, la dosis de la composición  

farmacéutica de la presente invención a un humano t ambién se 

puede determinar sobre la base de este resultado. L a dosis 

para la administración del anticuerpo anti-Orai1 de  tipo 

humano a un humano es de aproximadamente 0.1 a 100 mg/kg, que 

se puede administrar una vez por 1 a 180 días. 

 Ejemplos de la forma de la composición farmacéutic a de 

la presente invención pueden incluir inyecciones in cluyendo 

gotas intravenosas, supositorios, formulaciones tra nsnasales, 

formulaciones sublinguales, y formulaciones de abso rción 

transdérmica.  

 Aunque las preparaciones de anticuerpos más aproba das se 

administran intravenosamente, la administración sub cutánea es 

frecuentemente más preferida en la práctica médica.  En este 

caso, el volumen se limita de 1.0 a 1.5 mL. Por lo tanto, una 

solución de anticuerpo que tiene una alta concentra ción es 

requerida dependiendo de la dosis. Sin embargo, pue sto que 

una concentración más alta incrementa la viscosidad  de la 

solución de fármaco, puede existir una situación en  la cual 

la solución de fármaco no se puede inyectar mediant e el uso 

de una aguja de inyección que tenga un espesor ruti nariamente 

utilizado, debido a su alta viscosidad. En resumen,  en caso 

de seleccionar una inyección como la forma de la co mposición 

farmacéutica, la baja viscosidad es una propiedad i mportante 

que se le debe dar la prioridad más alta. De esta m anera, un 
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anticuerpo adecuado se puede seleccionar con la vis cosidad 

como un índice.  

EJEMPLOS 

 A partir de ahora, la presente invención se descri birá 

específicamente con referencia a los Ejemplos. Sin embargo, 

la presente invención no se propone ser limitada po r ellos. 

Cada procedimiento relacionado con la manipulación de genes 

en los siguientes ejemplos se llevó a cabo de acuer do con los 

métodos descritos en “Molecular Cloning” (Sambrook,  J., 

Fritsch, E.F. and Maniatis, T., Cold Spring Harbor Laboratory 

Press, 1989), o usando reactivos comercialmente dis ponible o 

kits de acuerdo con los manuales de instrucciones d e los 

productos comerciales, a menos que se especifique d e otra 

manera.  

 Ejemplo 1 Preparación del anticuerpo anti-Orai1 hu mano 

de rata  

 1)-1 Inmunización  

 1)-1-1 Construcción del vector de Orai1 humano 

(pcADN3.1-hOrai1) 

 El clon ORF final (No. de Clon IOH40869, Life 

Technologies Corp.) clonado en pDONR221 (Life Techn ologies 

Corp.) se adquirió y se usó como la secuencia de ge nes del 

Orai1 humano. La secuencia de genes se muestra en S EQ ID NO: 

1 del Listado de Secuencias, y la secuencia de amin oácidos se 

muestra en SEQ ID NO: 2 del Listado de Secuencias. También, 
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el pcADN3.1(+) se modificó en un vector de destino con 

Gateway Vector Conversion System (Life Technologies  Corp.) 

para preparar el pcADN3.1-DEST. La secuencia de gen es se 

recombinó con pcADN3.1-DEST dentro de la secuencia att usando 

la mezcla de enzimas Gateway LR Clonase (Life Techn ologies 

Corp.) para preparar un vector de expresión Orai1 h umano 

pcADN3.1-hOrai1. El kit EndoFree Plasmid Giga (Qiag en N.V.) 

se usó en la preparación a gran escala del vector d e 

expresión Orai1 humano. 

 1)-1-2 Inmunización de la rata  

 Ratas WKY/Izm hembras (Japón SLC, Inc.) se usaron en la 

inmunización. Primero, ambas patas inferiores de ca da rata se 

pre-trataron con hialuronidasa (Sigma-Aldrich Corp. ), y 

después, pcADN3.1-hOrai1 se inyectó intramuscularme nte a esos 

sitio. Subsecuentemente, la electroporación in vivo se llevó 

a cabo en los sitios usando ECM830 (BTX) y un elect rodo de 

dos agujas. Después de la repetición de la electrop oración in 

vivo similar una vez cada dos semanas, el nodo linfátic o de 

la rata se recolectó y se usó en la preparación del  

hibridoma.  

 1)-2 Preparación del hibridoma  

 Las células del nodo linfático se fusionaron 

eléctricamente con las células SP2/0-ag14 de mielom a de ratón 

usando el Sistema de Producción de Hibridoma Hybrim une (Cyto 

Pulse Sciences Inc.). Las células fusionadas se dil uyeron con 
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Medio D de selección ClonaCell-HY (StemCell Technol ogies 

Inc.) y se cultivaron. Las colonias de hibridomas q ue se 

presentaron se recuperaron para preparar los hibrid omas 

monoclonales. Cada colonia de hibridoma recuperada se 

cultivó, y el sobrenadante del cultivo de hibridoma  obtenido 

se usó para clasificación de un hibridoma que produ ce el 

anticuerpo anti-Orai1 humano. 

 1)-3 Clasificación primaria por el ELISA de célula s 

 1)-3-1 Preparación de la célula que expresa el gen  de 

antígeno para el ELISA celular 

 Las células HEK293 se prepararon a 7.5 x 10 5 células/mL 

en un medio DMEM que contiene 10% de FBS. Las célul as se 

transfectaron con pcADN3.1-hOrai1 o pcADN3.1-DEST c omo un 

control de acuerdo con los procedimientos de transf ección 

usando Lipofectamine 2000, dispensado a 50 µl/pocil lo a una 

placa de 96 pocillos (Corning Inc.), y se cultivó a  37°C 

durante dos noches bajo condiciones de CO 2 al 5% en un medio 

DMEM que contiene 10% de FBS. Las células transfect adas 

obtenidas se usaron en el estado unido en el ELISA celular. 

 1)-3-2 ELISA celular 

 Después de la remoción del sobrenadante de cultivo  de 

las células HEK293 transfectadas con el vector de e xpresión 

preparado en el Ejemplo 1)-1-1, cada sobrenadante d e cultivo 

de hibridoma se agregó a las células HEK293 transfe ctadas con 

pcADN3.1-hOrai1 o pcADN3.1-DEST, y la placa se incu bó a 4°C 
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durante 1 hora. Las células en los pocillos se lava ron una 

vez con PBS que contiene 5% de FBS. Después, el ant icuerpo 

Anti-IgG-Peroxidasa de Rata producido en el conejo (Sigma-

Aldrich Corp.) diluido 500 veces con PBS que contie ne 5% de 

FBS se agregó al mismo, y la placa se incubó a 4°C durante 1 

hora. Las células en los pocillos se lavaron 6 vece s con PBS 

que contiene 5% de FBS. Después, una solución cromo génica OPD 

(solución OPD (clorhidrato de o-fenilendiamina (Wak o Pure 

Chemicals Industries, Ltd.) y H 2O2 se disolvieron en 

concentraciones de 0.4 mg/mL y 0.6% (v/v), respecti vamente, 

en citrato de trisodio 0.05 M y dodecahidrato de fo sfato de 

hidrógeno de disodio 0.1 M, pH 4.5)) se agregó al m ismo a 25 

µL/pocillo. La reacción de color se llevó a cabo co n 

agitación ocasional se detuvo por la adición de HCl  1 M a 25 

µL/pocillo. Después, la absorbancia se midió a 490 nm usando 

un lector de placas (ENVISION; PerkinElmer, Inc.). A fin de 

seleccionar un hibridoma que produzca un anticuerpo  que se 

ligue específicamente al Orai1 humano expresado en la 

superficie de membrana celular, los hibridomas que produjeron 

un sobrenadante de cultivo que muestran mayor absor bancia 

para las células HEK293 transfectadas con el vector  de 

expresión pcADN3.1-hOrai1 comparadas con las célula s HEK293 

transfectadas con pcADN3.1-DEST de control se selec cionaron 

como hibridomas positivos de anticuerpo anti-Orai1 humano. 

 1)-4 Clasificación secundaria por la citometría de  flujo  
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 1)-4-1 Preparación de la célula que expresa el gen  de 

antígeno para el análisis de citometría de flujo 

 Las células HEK293T se inocularon a 5 x 10 4 células/cm 2 

sobre un matraz de 225 cm 2 y se cultivaron durante la noche a 

37°C bajo condiciones de CO 2 al 5% en un medio DMEM que 

contiene 10% de FBS. Al siguiente día, las células HEK293T se 

transfectaron con pcADN3.1-hOrai1 o pcADN3.1-DEST c omo un 

control usando Lipofectamina 2000 y se cultivaron 

adicionalmente a 37°C durante dos noches bajo condi ciones de 

CO2 al 5%. Al siguiente día, las células HEK293T 

transfectadas con el vector de expresión se trataro n con 

TrypLE Express (Life Technologies Corp.), se lavaro n con DMEM 

que contiene 10% de FBS, y después se suspendieron en PBS que 

contiene 5% de FBS. La suspensión celular obtenida se usó en 

el análisis de citometría de flujo.  

 1)-4-2 Análisis de citometría de flujo  

 La especificidad de ligación a Orai1 humano del 

anticuerpo producido por cada hibridoma confirmado por ser 

positivo por el ELISA celular en el Ejemplo 1)-3 se  confirmó 

adicionalmente por la citometría de flujo. Cada sus pensión de 

células HEK293T preparada en el Ejemplo 1)-4-1 se c entrifugó 

para remover el sobrenadante. Después, las células pcADN3.1-

DEST transfectadas con HEK293T o las células HEK293 T 

transfectadas con pcADN3.1-hOrai1 se suspendieron m ediante la 

adición del sobrenadante de cultivo de hibridoma y se 
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incubaron a 4°C durante 1 hora. Las células se lava ron una 

vez con PBS que contiene 5% de FBS, después se susp endieron 

por la adición del conjugado Anti-IgG FITC de rata (Sigma-

Aldrich Corp.) diluido 500 veces con PBS que contie ne 5% de 

FBS, y se dejó asentar a 4°C durante 1 hora. Las cé lulas se 

lavaron 3 veces con PBS que contiene 5% de FBS y de spués se 

volvieron a suspender en PBS que contiene 5% de FBS  y 2 µg/mL 

de 7-aminoactinomicina D (Molecular Probes, Inc.), seguido 

por la detección usando un citómetro de flujo (FC50 0; Beckman 

Coulter Inc.). Los datos se analizaron usando el Fl owjo (Tree 

Star Inc.). Después de la exclusión de células muer tas 

positivas de 7-aminoactinomicina D por acumulación,  la 

intensidad de florescencia FITC de las células viva s se 

graficó como un histograma. Los hibridomas que prod ujeron una 

muestra que exhibe un cambio a intensidad de fluore scencia 

más potente en el histograma de las células HEK293T  

transfectadas con pcADN3.1-hOrai1 comparadas con el  

histograma de intensidad de fluorescencia de las cé lulas 

HEK293T transfectadas con pcADN3.1-DEST de control se 

obtuvieron como hibridomas que producen el anticuer po anti-

Orai1 humano. Como resultado, 225 hibridomas que mu estran un 

cambio significativo se obtuvieron.  

 1)-5 Isotipificación del anticuerpo  

 Los anticuerpos R118 y R198, que se sugirieron par a 

ligarse al Orai1 humano en gran medida, se seleccio naron de 
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entre los anticuerpos anti-Orai1 humano de rata pro ducidos 

por los hibridomas obtenidos en 1)-4, y se isotipif icaron. 

Sus isotipos se determinaron usando un kit de prueb a de 

isotipificación monoclonal de rata (AbD Serotec). C omo 

resultado, los isotipos de los anticuerpos monoclon ales anti-

Orai1 humano de rata R118 y R198 ambos se encontró que son 

cadenas IgG2a y κ. 

 1)-6 Preparación del anticuerpo anti-Orai1 humano de 

rata  

 Cada anticuerpo monoclonal anti-Orai1 humano de ra ta se 

purificó del sobrenadante de cultivo de hibridoma. 

 Primero, el hibridoma que produce R118 o R198 se 

desarrolló en una cantidad suficiente con el Medio de 

Selección E ClonaCell-HY. Después, el medio se reem plazó con 

SFM de Hibridoma (Life Technologies Corp.) compleme ntado con 

20% de Ultra Low IgG FBS (Life Technologies Corp.),  seguido 

por el cultivo durante 5 días. Este sobrenadante de  cultivo 

se recolectó y se esterilizó a través de un filtro de 0.45 

µm. 

 El anticuerpo se purificó del sobrenadante de hibr idoma 

mediante cromatografía de afinidad de proteína G (d e 4 a 6°C) 

en un paso. El paso de reemplazo de la solución amo rtiguadora 

después de la purificación por la cromatografía de afinidad 

de proteína G se llevó a cabo de 4 a 6°C. Primero, el 

sobrenadante del cultivo de hibridoma se aplicó a u na columna 



93  

 

 5

10

15

20

25

empacada con proteína G (GE Healthcare Bio-Sciences  Corp.) 

equilibrada con PBS. Después de la entrada del sobr enadante 

de cultivo completo en la columna, la columna se la vó con PBS 

de 2 o más veces el volumen de la columna. Después,  las 

fracciones que contienen anticuerpo se recolectaron  por 

elución con una solución de clorhidrato de glicina acuosa 0.1 

M (pH 2.7). Las fracciones recolectadas se preparar on en pH 

7.0 a 7.5 mediante la adición de Tris-HCl 1 M (pH 9 .0) y 

después la solución amortiguadora se reemplazó con PBS usando 

el Dispositivo de Filtro Centrifugal UF VIVASPIN 20  (corte de 

peso molecular: UF30K, Sartorius Japón K.K., 4 a 6° C) 

mientras que se concentró en una concentración de a nticuerpo 

de 0.2 mg/mL o más alta. Finalmente, la solución de  

anticuerpo se filtró a través de un filtro Minisart -Plus 

(Sartorius Japón K.K.) y se usó como una muestra pu rificada.  

 [Ejemplo 2] Evaluación  in vitro del anticuerpo anti-

Orai1 humano de rata  

 2)-1 Evaluación de la capacidad del anticuerpo ant i-

Orai1 humano de rata para la ligación por citometrí a de flujo 

 A fin de evaluar la especificidad de ligación a Or ai1, 

la suspensión de células HEK293T transfectadas con pcADN3.1-

DEST o la suspensión de células HEK293T transfectad as con 

pcADN3.1-hOrai1 preparadas por el método mostrado e n 1)-4-1 

se centrifugó para remover el sobrenadante. Después , las 

células HEK293T se suspendieron por la adición del anticuerpo 
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monoclonal anti-Orai1 humano de rata R118 o R198 pr eparado en 

1)-6 o un anticuerpo de control IgG de rata (Beckma n Coulter 

Inc.), y se incubó a 4°C durante 30 minutos. Las cé lulas se 

lavaron dos veces con PBS que contiene 5% de FBS, d espués se 

suspendieron por la adición del conjugado Anti-IgG FITC de 

Rata diluido 320 veces con PBS que contiene 5% de F BS, y se 

incubó a 4°C durante 30 minutos. Las células se lav aron dos 

veces con PBS que contiene 5% de FBS y después se v olvieron a 

suspender en PBS que contiene 5% de FBS y 1 µg/mL d e yoduro 

de propidio (Life Technologies Corp.), seguido por detección 

usando un citómetro de flujo (FC500). Los datos se usaron 

analizando Flowjo. Después de la exclusión de las c élulas 

muertas positivas de yoduro de propidio por acumula ción, la 

intensidad de fluorescencia FITC de las células viv as se 

graficó como un histograma para calcular la intensi dad de 

fluorescencia media (MFI). R118 y R198 no se ligaro n a las 

células HEK293T transfectadas con pcADN3.1-DEST y, como se 

muestra en la Figura 1, cada una se ligó solamente a las 

células HEK293T transfectadas con pcADN3.1-hOrai1 e n una 

manera dependiente de concentración, mostrando que estos 

anticuerpos se ligan cada uno específicamente al Or ai1 

humano. Por otra parte, esta ligación no se observó  en el 

anticuerpo de control IgG de rata. 

 2)-2 T Efecto inhibidor de la activación celular d el 

anticuerpo anti-Orai1 humano de rata  
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 Células Jurkat de línea de células T humanas se 

prepararon en una concentración der 1.5 x 10 6 células/mL en 

RPMI1640 (Life Technologies Corp.) que contienen 10 % de FBS, 

100 U/mL de penicilina, y 100 µg/mL de estreptomici na (Life 

Technologies Corp.), inoculadas a 80 µL/pocillo en una placa 

de cultivo celular de 96 pocillos, y se pre-trataro n con el 

anticuerpo monoclonal anti-Orai1 humano de rata R11 8 o R198 o 

un anticuerpo de control IgG de rata agregado a 10 µL/pocillo 

a 37°C durante 60 minutos bajo condiciones de CO 2 al 5%. 

Después, 100 ng/mL PMA (Sigma-Aldrich Corp.) y 1 µg /mL A23187 

(Sigma-Aldrich Corp.) se agregaron en 10 µL/pocillo  

(concentración final: 10 ng/mL de PMA y 100 ng/mL A 23187) y 

se agitaron bien, seguido por cultivo a 37°C durant e 

aproximadamente 16 horas bajo condiciones de CO 2 al 5%. La 

placa se agitó bien y después se centrifugó a 600 g  durante 3 

minutos. La concentración de interleucina-2 (IL-2) contenida 

en el sobrenadante se midió por el ELISA (R&D syste ms, Inc.). 

La Figura 2 muestra que los anticuerpos monoclonale s anti-

Orai1 humano de rata obtenidos muestran cada uno, e n una 

manera dependiente de concentración, la liberación de IL-2 de 

las células Jurkat tratadas con PMA y A23187. R118 y R198 

inhibieron cada uno la liberación de IL-2 de las cé lulas 

Jurkat en una manera dependiente de concentración. Por otra 

parte, esta inhibición no se observó en el anticuer po de 

control IgG de rata. 
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 Ejemplo 3 Determinación de la secuencia de nucleót idos 

de los ADNcs que codifican regiones variables del a nticuerpo 

anti-Orai1 humano de rata  

 3)-1 Síntesis del ADNc 

 Un lisado celular (Tris-HCl 50 mM (pH 7.5), LiCl 2 50 mM, 

EDTA 5 mM (pH 8), 0.5% de dodecil-sulfato de litio (LiDS), 

ditiotreitol 2.5 mM (DTT)) del hibridoma que produc e cada 

anticuerpo R118 o R198 se mezcló con cuentas magnét icas (Kit 

de Dynabeads mRNA DIRECT, Invitrogen Corp.) ligadas  con oligo 

dT25 de modo que el ARNm se ligó a las cuentas magn éticas. 

Después, las cuentas magnéticas se lavaron una vez con 

solución de lavado A de ARNm (Tris-HCl 10 mM (pH 7. 5), LiCl 

0.15 M, EDTA 1 mM, 0.1% de LiDS, 0.1% de Triton X-1 00) y una 

solución para síntesis de ADNc (Tris-HCl 50 mM (pH 8.3), KCl 

75 mM, MgCl 2 3 mM, DTT 5 mM, dNTP 0.5 mM, 0.2% de Triton X-

100, 1.2 unidades de inhibidor de RNasa (Life Techn ologies 

Corp.)), seguido por síntesis de ADNc usando una so lución 

para síntesis de ADNc complementada con 12 unidades  de 

Transcriptasa Inversa SuperScript III (Life Technol ogies 

Corp.). Subsecuentemente, las cuentas magnéticas se  lavaron 

con una solución de reacción de prolongación 3' (fo sfato de 

potasio 50 mM, MgCl 2 4 mM, dGTP 0.5 mM, 0.2% de Triton X-100, 

1.2 unidades de inhibidor de RNasa (Life Technologi es 

Corp.)), seguido por la reacción de prolongación 3'  usando 

una solución de reacción complementada con 48 unida des de 
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Transferasa Terminal, recombinante (F. Hoffmann-La Roche, 

Ltd.). 

 3)-2 Amplificación y secuenciación de fragmentos d e 

genes de región variable de cadena pesada y ligera de 

inmunoglobulina de rata  

 Las cuentas magnéticas se lavaron con una solución  TE 

(Tris-HCl 10 mM (pH 7.5), EDTA 1 mM, 0.1% de Triton  X-100), y 

después los genes de cadena pesada y ligera de 

inmunoglobulina de rata se amplificaron por 5'-RACE  PCR. 

Específicamente, las cuentas magnéticas se transfir ieron a 

una solución de reacción de PCR (0.2 µM de cebador,  dNTP 0.2 

mM, 0.25 unidades de ADN Polimerasa PrimeSTAR HS (T akara Bio 

Inc.)) y se sometieron a 35 ciclos de reacción cada  uno 

implicando 94°C durante 30 segundos-68°C durante 90  segundos. 

Los conjuntos de cebadores usados fueron como sigue : 

 Conjunto de cebadores de PCR (para la cadena pesad a) 

5'-GCTAGCGCTACCGGACTCAGATCCCCCCCCCCCCCDN-3' (Nhe-polyC-S) 

(SEQ ID NO: 3) 

5'-TCACTGAGCTGGTGAGAGTGTAGAGCCC-3' (rIgγ-AS1) (SEQ ID NO: 4) 

5'-TCACCGAGCTGCTGAGGGTGTAGAGCCC-3' (rIgγ-AS2) (SEQ ID NO: 5) 

 Conjunto de cebadores de PCR (para la cadena liger a) 

5'-GCTAGCGCTACCGGACTCAGATCCCCCCCCCCCCCDN-3' (Nhe-polyC-S) 

(SEQ ID NO: 6) (lo mismo como aquella para la caden a pesada) 

5'-TCAGTAACACTGTCCAGGACACCATCTC-3' (rIgκ-AS) (SEQ ID NO: 7) 

 Los fragmentos amplificados por la reacción de PCR  se 
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secuenciaron para analizar sus secuencias de nucleó tidos. Un 

oligonucleótido que tiene una secuencia de nucleóti dos de 5'-

CTGGCTCAGGGAAATAGCC-3' (rIgγ-seq) (SEQ ID NO: 8) se usó como 

un cebador de secuenciación para la cadena pesada, y un 

oligonucleótido que tiene una secuencia de nucleóti dos de 5'-

TCCAGTTGCTAACTGTTCC-3' (rIg κ-seq) (SEQ ID NO: 9) se usó como 

un cebador de secuenciación para la cadena ligera.  

 El análisis de secuenciación se llevó a cabo usand o un 

aparato de análisis de secuencia de genes (“ABI PRI SM 3700 

DNA Analyzer; Applied Biosystems, Inc.” or “Applied  

Biosystems 3730xl Analyzer; Applied Biosystems, Inc .”). El 

Sistema de Secuenciación de Ciclo de Terminador de Tinte con 

ADN polimerasa AmpliTaq (Life Technologies Corp.) y  GeneAmp 

9700 (Applied Biosystems, Inc.) se usaron en la rea cción de 

secuenciación.  

 Las secuencias de nucleótidos determinadas que cod ifican 

las regiones variables de cadena pesada y ligera de  R118 y 

R198 se muestran en SEQ ID NOs: 10 (cadena ligera R 118) y 12 

(cadena pesada R118) y SEQ ID NOs: 14 (cadena liger a R198) y 

16 (cadena pesada R198), respectivamente, del Lista do de 

Secuencias. Las secuencias de aminoácidos de las re giones 

variables se muestran en SEQ ID NOs: 11 (cadena lig era R118) 

y 13 (cadena pesada R118) y SEQ ID NOs: 15 (cadena ligera 

R198) y 17 (cadena pesada R198), respectivamente, d el Listado 

de Secuencias. SEQ ID NOs: 10 y 11 se muestran en l a Figura 
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14. SEQ ID NOs: 12 y 13 se muestran en la Figura 15 . SEQ ID 

NOs: 14 y 15 se muestran en la Figura 16. SEQ ID NO s: 16 y 17 

se muestran en la Figura 17. 

 Ejemplo 4 Preparación del anticuerpo anti-Orai1 hu mano 

quimerizado humano  

 4)-1 Construcción del vector de expresión de caden a 

ligera quimerizado y humanizado pCMA-LK 

 Un fragmento de aproximadamente 5.4 kb obtenido po r la 

digestión de un plásmido pcADN3.3-TOPO/LacZ (Life 

Technologies Corp.) con enzimas de restricción XbaI  y PmeI se 

ligó con un fragmento de ADN (mostrado en SEQ ID NO : 18 del 

Listado de Secuencias) que comprende una secuencia que 

codifica una señal de secreción de cadena κ humana y una 

región constante de cadena κ humana usando el kit de 

clonación de PCR In-Fusion Advantage (Clontech Labo ratories, 

Inc.) para preparar el pcADN3.3/LK. 

 El pcADN3.3/LK se usó como una plantilla en la PCR  

usando el conjunto de cebadores proporcionado a con tinuación. 

El fragmento obtenido de aproximadamente 3.8 kb se fosforiló 

y después se auto-ligó para construir un vector de expresión 

de cadena ligera de anticuerpo quimerizado y humani zado pCMA-

LK que tiene una secuencia señal, un sitio de clona ción, y la 

secuencia de codificación de región constante de ca dena κ 

humana cadena abajo de un promotor CMV. 

Conjunto de cebadores  
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5'-TATACCGTCGACCTCTAGCTAGAGCTTGGC-3' (SEQ ID NO: 19 ; cebador 

3.3-F1) 

5'-GCTATGGCAGGGCCTGCCGCCCCGACGTTG-3' (SEQ ID NO: 20; cebador 

3.3-R1) 

 4)-2 Construcción del vector de expresión de caden a 

pesada de tipo IgG1 quimerizado y humanizado pCMA-G 1 

 Un fragmento de ADN obtenido por la digestión de p CMA-LK 

con XbaI y PmeI para remover la secuencia que codif ica una 

señal de secreción de cadena κ y una región constante de 

cadena κ humana se ligó con un fragmento de ADN (mostrado e n 

SEQ ID NO: 21 del Listado de Secuencias) que compre nde una 

secuencia que codifica una secuencia señal de caden a pesada 

humana y aminoácidos de una región constante IgG1 h umana 

usando un kit de clonación de PCR In-Fusion Advanta ge para 

construir un vector de expresión de cadena pesada d e tipo 

IgG1 de anticuerpo quimérico y humanizado pCMA-G1 q ue tiene 

una secuencia señal, un sitio de clonación, y la se cuencia de 

codificación de región constante de cadena pesada I gG1 humana 

cadena abajo de un promotor de CMV. 

 4)-3 Construcción del vector de expresión de caden a 

ligera de anticuerpo anti-Orai1 humano quimerizado humano  

 4)-3-1 Construcción del vector de expresión R118 d e 

cadena ligera cR118_L quimerizado humano  

 Un fragmento de ADN que comprende la secuencia de 

codificación de región variable de cadena ligera R1 18 
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obtenida en el Ejemplo 3)-2 se sintetizó (GeneArt A rtificial 

Gene Synthesis service). Un fragmento de ADN de 

aproximadamente 0.7 kb obtenido mediante la escisió n del 

fragmento de ADN que comprende la secuencia de codi ficación 

de región variable de cadena ligera R118 con las en zimas de 

restricción XbaI y PmeI se insertó en un fragmento de ADN de 

aproximadamente 3.4 kb obtenido mediante la escisió n del 

vector de propósito general pCMA-LK para la expresi ón de 

cadena ligera de anticuerpo quimerizada y humanizad a con las 

mismas enzimas de restricción como en lo anterior u sando el 

Ligation High ver. 2 (Toyobo Co., Ltd.) para constr uir un 

vector de expresión de cadena ligera R118 quimeriza do 

(cR118_L). El vector de expresión obtenido se desig nó como 

“pCMA-LK/cR118_L”. La secuencia de nucleótidos que codifica 

la cadena ligera cR118 quimerizada humana la secuen cia de 

aminoácidos de la cadena ligera se muestran en SEQ ID NOs: 22 

y 23 (Figura 18), respectivamente, del Listado de S ecuencias. 

 4)-3-2 Construcción del vector de expresión R198 d e 

cadena ligera cR198_L quimerizado humano  

 Un fragmento de ADN que comprende la secuencia de 

codificación de región variable de cadena ligera R1 98 

obtenida en el Ejemplo 3)-2 se sintetizó (GeneArt A rtificial 

Gene Synthesis service). Un fragmento de ADN de 

aproximadamente 0.7 kb obtenido por la escisión del  fragmento 

de ADN que comprende la secuencia de codificación d e región 
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variable de cadena ligera R198 con enzimas de restr icción 

XbaI y PmeI se insertó en un fragmento de ADN de 

aproximadamente 3.4 kb obtenido mediante la escisió n del 

vector de propósito general pCMA-LK para la expresi ón de 

cadena ligera de anticuerpo quimerizado y humanizad o con las 

mismas enzimas de restricción como lo anterior usan do 

Ligation High ver. 2 (Toyobo Co., Ltd.) para constr uir un 

vector de expresión de cadena ligera R198 quimeriza do humano 

(cR198_L). El vector de expresión obtenido se desig nó como 

“pCMA-LK/cR198_L”. La secuencia de nucleótidos que codifica 

la cadena ligera cR198 quimerizada humana y la secu encia de 

aminoácidos de la cadena ligera se muestran en SEQ ID NOs: 24 

y 25 (Figura 19), respectivamente, del Listado de S ecuencias. 

 4)-4 Construcción del vector de expresión de caden a 

pesada de anticuerpo anti-Orai1 humano quimerizado humano  

 4)-4-1 Construcción del vector de expresión R118 d e 

cadena pesada cR118_H quimerizado humano  

 Un fragmento de ADN que comprende la secuencia de 

codificación de región variable de cadena espada R1 18 

obtenida en el Ejemplo 3)-2 se sintetizó (GeneArt A rtificial 

Gene Synthesis service). Un fragmento de ADN de 

aproximadamente 0.3 kb obtenido mediante la escisió n del 

fragmento de ADN que comprende la secuencia de codi ficación 

de región variable de cadena pesada R118 con una en zima de 

restricción BlpI se insertó en un fragmento de ADN de 



103  

 

 5

10

15

20

25

aproximadamente 4.5 kb obtenido mediante la escisió n del 

vector de expresión de cadena pesada de tipo IgG1 q uimerizado 

y humano pCMA-G1 con la misma enzima de restricción  como en 

lo anterior usando Ligation High ver. 2 para constr uir un 

vector de expresión de cadena pesada R118 quimeriza do humano 

(cR118_H). El vector de expresión obtenido se desig nó como 

“pCMA-G1/cR118_H”. La secuencia de nucleótidos que codifica 

la cadena pesada cR118 quimerizada humana y la secu encia de 

aminoácidos de la cadena pesada se muestran en SEQ ID NOs: 26 

y 27 (Figura 20), respectivamente, del Listado de S ecuencias. 

 4)-4-2 Construcción del vector de expresión R198 d e 

cadena pesada cR198_H quimerizado humano  

 Un fragmento de ADN que comprende la secuencia de 

codificación de región variable de cadena pesada R1 98 

obtenida en el Ejemplo 3)-2 se sintetizó (GeneArt A rtificial 

Gene Synthesis service). Un fragmento de ADN de 

aproximadamente 0.3 kb obtenido mediante la escisió n del 

fragmento de ADN que comprende la secuencia de codi ficación 

de región variable de cadena pesada R198 con una en zima de 

restricción BlpI se insertó en un fragmento de ADN de 

aproximadamente 4.5 kb obtenido mediante la escisió n del 

vector de expresión de cadena pesada de tipo IgG1 q uimerizado 

humanizado pCMA-G1 con la misma enzima de restricci ón como en 

lo anterior usando el Ligation High ver. 2 para con struir un 

vector de expresión de cadena pesada R198 quimeriza do humano 
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(cR198_H). El vector de expresión obtenido se desig nó como 

“pCMA-G1/cR198_H”. La secuencia de nucleótidos que codifica 

la cadena pesada cR198 quimerizada humana y la secu encia de 

aminoácidos de la cadena pesada se muestran en SEQ ID NOs: 28 

y 29 (Figura 21), respectivamente, del Listado de S ecuencias. 

 4)-5 Preparación del anticuerpo anti-Orai1 humano 

quimerizado humano  

 4)-5-1 Producción del anticuerpo anti-Orai1 humano  

quimerizado humano  

 Células FreeStyle 293F (Life Technologies Corp.) s e sub-

cultivaron y se cultivaron de acuerdo con el manual . 

 10 7 Células FreeStyle 293F (Life Technologies Corp.) e n 

la fase de crecimiento logarítmica se inocularon en  una 

botella de 30 mL (Thermo Fisher Scientific Inc.), s e 

prepararon a 9 mL por dilución con el medio de expr esión 

FreeStyle 293 (Life Technologies Corp.), y después se 

cultivaron en agitación a 135 rpm a 37°C durante 1 hora en 

una incubadora de CO 2 al 8%. 30 µg de polietilenimina 

(Polysciences #24765) se disolvieron en 500 µL de O pti-Pro 

SFM (Life Technologies Corp.). Después, cada vector  de 

expresión de cadena pesada de anticuerpo anti-Orai1  

quimerizado humano (4 µg) y cada vector de expresió n de 

cadena ligera de anticuerpo anti-Orai1 humano quime rizado 

humano (6 µg), preparados usando el Kit QIAGEN Plas mid Maxi 

(Qiagen N.V.), se suspendieron en 500 µL de Opti-Pr o SFM. 500 
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µL de la solución mezclada con vector de expresión/ Opti-Pro 

SFM se agregaron a 500 µL de la solución mezclada c on 

polietilenimina/Opti-Pro SFM, y la mezcla se agitó 

suavemente, se dejó asentar adicionalmente durante 5 minutos, 

y después se agregó a las células FreeStyle 293F. L as células 

se cultivaron con agitación a 95 rpm a 37°C durante  5 a 7 

días en una incubadora de CO 2 al 8%, y el sobrenadante de 

cultivo obtenido se filtró a través de un filtro Mi llex de 

0.22 µm (Millipore Corp.). 

 La R118 quimerizada humana obtenida por la combina ción 

de pCMA-G1/cR118_H y pCMA-LK/cR118_L se designó com o “cR118”. 

Del mismo modo, la R198 quimerizada humana obtenida  por la 

combinación de pCMA-G1/cR198_H y pCMA-LK/cR198_L se  designó 

como “cR198”. 

 4)-5-2 Purificación del anticuerpo anti-Orai1 huma no 

quimerizado humano  

 Cada sobrenadante de cultivo obtenido en 4)-5-1 se  

purificó por cromatografía de afinidad de rProteína  A en un 

paso. Primero, 10 mL del sobrenadante de cultivo se  aplicó a 

MabSelectSuRe (GE Healthcare Bio-Sciences Corp.) se  equilibró 

con PBS. Después de la entrada de la solución de cu ltivo 

completa en la columna, la columna se lavó con 7 mL  de PBS. 

Después, se llevó a cabo la elución con 5 mL de arg inina-HCl 

2 M, pH 4.0, y el eluato se reemplazó con solución 

amortiguadora con 4 mL de una solución amortiguador a de 
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histidina (histidina 25 mM, 5% de sorbitol, pH 6.0)  usando 

una columna de desalinización PD-10 (GE Healthcare Bio-

Sciences Corp.). Finalmente, la solución se concent ró en 

aproximadamente 100 µL usando Amicon Ultracel 30K ( corte de 

peso molecular: 30 K, Millipore Corp.) y se usó com o una 

muestra purificada.  

 Ejemplo 5. Actividad in vitro del anticuerpo anti-Orai1 

humano quimerizado humano  

 5)-1 Actividad de ligación a antígeno del anticuer po 

anti-Orai1 humano quimerizado humano por citometría  de flujo  

 A fin de evaluar la especificidad de ligación de O rai1 

humano, la suspensión de células HEK293T transfecta das con 

pcADN3.1-DEST o la suspensión de células HEK293T 

transfectadas con pcADN3.1-hOrai1 preparadas por el  método 

mostrado en 1)-4-1 se centrifugó para remover un 

sobrenadante. Después, las células HEK293T se suspe ndieron 

por la adición del anticuerpo anti-Orai1 humano qui merizado 

humano cR118 o cR198 preparado en 4)-5 o un anticue rpo de 

control IgG humano (Jackson ImmunoResearch Laborato ries, 

Inc.), y se incubó a 4°C durante 30 minutos. Las cé lulas se 

lavaron dos veces con PBS que contiene 5% de FBS, d espués se 

suspendió por la adición del conjugado IgG FITC Ant i-humano 

(Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.) diluido  100 veces 

con PBS que contiene 5% de FBS, y se incubó a 4°C d urante 30 

minutos. Las células se lavaron dos veces con PBS q ue 
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contiene 5% de FBS y después se volvió a suspender en PBS que 

contiene 5% de FBS y 1 µg/mL de yoduro de propidio 

(Invitrogen Corp.), seguido por detección usando un  citómetro 

de flujo (FC500). Los datos se analizaron usando Fl owjo. 

Después de la exclusión de las células muertas posi tivas de 

yoduro de propidio por acumulación, la intensidad d e 

fluorescencia FITC de las células vivas se graficó como un 

histograma para calcular la intensidad de fluoresce ncia media 

(MFI). cR118 y cR198 no se ligaron a las células HE K293T 

transfectadas con pcADN3.1-DEST y, como se muestra en la 

Figura 3, cada una se ligó solo a las células HEK29 3T 

transfectadas con pcADN3.1-hOrai1 en una manera dep endiente 

de concentración, mostrando que estos anticuerpos s e ligan 

cada uno específicamente a Orai1 humano. Por otra p arte, esta 

ligación no se observó en el anticuerpo de control IgG 

humano. 

 5)-2 Efecto inhibidor de la activación de la línea  de 

células T humanas del anticuerpo anti-Orai1 humano 

quimerizado humano  

 Las células Jurkat de la línea de células T humana s se 

prepararon en una concentración de 1.5 x 10 6 células/mL en 

RPMI1640 que contiene 10% de FBS, 100 U/mL de penic ilina, y 

100 µg/mL de estreptomicina, se inocularon a 80 µL/ pocillo 

sobre una placa de cultivo celular de 96 pocillos, y se pre-

trataron con el anticuerpo anti-Orai1 humano quimer izado 
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humano cR198 o cR118, el anticuerpo precursor R198,  o un 

anticuerpo de control IgG humano agregado a 10 µL/p ocillo a 

37°C durante 60 minutos bajo condiciones de CO 2 al 5%. 

Después, 100 ng/mL de PMA y 1 µg/mL A23187 se agreg aron en 10 

µL/pocillo y se agitaron bien, seguido por el culti vo a 37°C 

durante aproximadamente 16 horas bajo condiciones d e CO2 al 

5%. La placa se agitó bien y después se centrifugó a 600 g 

durante 3 minutos. La concentración de IL-2 conteni da en el 

sobrenadante se midió por el ELISA. La Figura 4 mue stra que 

los anticuerpos anti-Orai1 humano quimerizados huma nos 

preparados inhiben cada uno, en una manera dependie nte de 

concentración, la liberación de IL-2 de las células  Jurkat 

tratadas con PMA y A23187. cR118 y cR198 mostraron cada uno 

la liberación de IL-2 de las células Jurkat en una manera 

dependiente de concentración con su equivalente de 

resistencia a la inhibición a aquella del anticuerp o 

precursor R198. Por otra parte, esta inhibición no se observó 

en el anticuerpo de control IgG humano. 

 Ejemplo 6. Diseño de la versión humanizada hR198 d el 

anticuerpo anti-Orai1 humano quimerizado humano cR1 98 

 6)-1 Modelación molecular de las regiones variable s de 

R198 

 La modelación molecular de las regiones variables de 

cR198 se llevó a cabo por un método en general cono cido como 

modelación de homología (Methods in Enzymology, 203 , 121-153, 
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(1991)). Las regiones variables del R198 determinad as en lo 

anterior se compararon con las secuencias primarias  (son 

disponibles las estructuras tridimensionales deriva das de las 

estructuras de cristal de rayos X) de las regiones variables 

de inmunoglobulina humanas registradas en Protein D ata Bank 

(Nuc. Acid Res. 28, 235-242 (2000)). Como resultado , 1AJ7 se 

seleccionó como la que tiene la homología de secuen cia más 

alta a la región variable de cadena ligera de cR198 . También, 

1XGY se seleccionó como la que tiene la homología d e 

secuencia más alta a la región variable de cadena p esada de 

cR198. Las estructuras tridimensionales de las regi ones de 

estructura se prepararon como un “modelo de estruct ura” al 

combinar las coordenadas de 1AJ7 y 1XGY que corresp onden a la 

cadena ligera y la cadena pesada de cR198. Las CDRs  de cR198 

se asignaron como agrupamientos 11A, 7A, 9A, 10A, y  10A a 

CDRL1, CDRL2, CDRL3, CDRH1, y CDRH2, respectivament e, de 

acuerdo con la clasificación de Thornton y colabora dores (J. 

Mol. Biol., 263, 800-815, (1996)). Su CDRH3 se clas ificó en 

k(6)- de acuerdo con la regla H3 (documento FEBS, 3 99, 1-8 

(1996)). Subsecuentemente, la conformación típica d e cada CDR 

se incorporó en el modelo de estructura.  

 Finalmente, un cálculo de energía para excluir el 

contacto interatómico desventajoso se condujo a fin  de 

obtener modelos moleculares posibles de las regione s 

variables cR198 en términos de energía. Estos proce dimientos 
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se llevaron a cabo usando un programa de predicción  de 

estructura tridimensional de proteína comercialment e 

disponible Prime y un programa de investigación de 

conformación MacroModel (Schrodinger, LLC). 

 6)-2 Diseño de la secuencia de aminoácidos del R19 8 

humanizado 

 El anticuerpo R198 humanizado se construyó por un método 

conocido en general como injerto de CDR (Proc. Natl . Acad. 

Sci. USA 86, 10029-10033 (1989)). Un anticuerpo ace ptor se 

seleccionó sobre la base de la homología de los ami noácidos 

en las regiones de estructura.  

 Las secuencias de las regiones de estructura cR198  se 

compararon con las secuencias de todas las estructu ras 

humanas registradas en la base de datos de Kabat (N uc. Acid 

Res., 29, 205-206 (2001)) de las secuencias de amin oácidos de 

anticuerpo. Como resultado, el anticuerpo 1C10'CL s e 

seleccionó como un receptor debido a su 71% de homo logía de 

secuencia en cuanto a las regiones de estructura. L os 

residuos de aminoácidos de las regiones de estructu ra en 

1C10'CL se alinearon con los residuos de aminoácido s de las 

regiones de estructura cR198 para identificar las p osiciones 

de los aminoácidos que no coincidieron entre los mi smos. Las 

posiciones de estos residuos se analizaron usando e l modelo 

tridimensional de cR198 construido en lo anterior. Después, 

los residuos donadores injertados en el aceptor se 
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seleccionaron de acuerdo con los criterios proporci onados por 

Queen y colaboradores (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 8 6, 10029-

10033 (1989)). 

 Algunos residuos donadores seleccionados de esta m anera 

se transfirieron al anticuerpo aceptor para constru ir la 

secuencia R198 humanizada como se describe en los s iguientes 

Ejemplos. 

 Además, 1 a 5 residuos de aminoácidos en cada CDR o FR 

de cR198 se reemplazaron con los residuos de aminoá cidos de 

cR118 para construir una secuencia R198 humanizada modificada 

CDR como se describe en los siguientes Ejemplos. 

 6)-3 Diseño de la cadena ligera R198 humanizada hR 198_L 

 6)-3-1 cadena ligera tipo hR198_L1: 

 La cadena ligera R198 humanizada diseñada al reemp lazar 

un residuo de treonina en la posición de aminoácido  30 con un 

residuo de serina, un residuo de prolina en la posi ción de 

aminoácido 32 con un residuo de serina, un residuo de leucina 

en la posición de aminoácido 35 con un residuo de v alina, un 

residuo de ácido glutámico en la posición de aminoá cido 37 

con un residuo de ácido aspártico, un residuo de se rina en la 

posición de aminoácido 42 con un residuo de treonin a, un 

residuo de ácido aspártico en la posición de aminoá cido 61 

con un residuo de glicina, un residuo de glicina en  la 

posición de aminoácido 62 con un residuo de lisina,  un 

residuo de serina en la posición de aminoácido 63 c on un 
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residuo de alanina, un residuo de valina en la posi ción de 

aminoácido 64 con un residuo de prolina, un residuo  de serina 

la posición de aminoácido 92 con un residuo de treo nina, un 

residuo de serina en la posición de aminoácido 94 c on un 

residuo de treonina, un residuo de treonina en la p osición de 

aminoácido 96 con un residuo de serina, un residuo de ácido 

glutámico en la posición de aminoácido 99 con un re siduo de 

glutamina, un residuo de serina en la posición de a minoácido 

100 con un residuo de prolina, un residuo de treoni na en la 

posición de aminoácido 120 con un residuo de glutam ina, un 

residuo de leucina en la posición de aminoácido 124  con un 

residuo de valina, un residuo de leucina en la posi ción de 

aminoácido 126 con un residuo de isoleucina, un res iduo de 

arginina en la posición de aminoácido 127 con un re siduo de 

lisina, y un residuo de alanina en la posición de a minoácido 

129 con un residuo de treonina conforme a la cadena  ligera 

cR198 mostrada en SEQ ID NO: 25 del Listado de Secu encias se 

designó como “cadena ligera de tipo hR198_L1”. 

 La secuencia de nucleótidos que codifica la cadena  

ligera de tipo hR198_L1 se muestra en SEQ ID NO: 30  del 

Listado de Secuencias. Las posiciones de nucleótido s 61 a 702 

codifican una cadena ligera madura formada por la e scisión de 

la secuencia señal. Las posiciones de nucleótidos 6 1 a 378 

codifican la región variable. La secuencia de amino ácidos de 

la cadena ligera de tipo hR198_L1 se muestra en SEQ  ID NO: 31 
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del Listado de Secuencias. Las posiciones de aminoá cidos 21 a 

234 representan la cadena ligera madura formada por  la 

escisión de la secuencia señal. Las posiciones de a minoácidos 

21 a 126 representan la región variable. Ambas de l as 

secuencias de SEQ ID NOs: 30 y 31 también se muestr an en la 

Figura 22. Cada secuencia CDR y su SEQ ID NO corres pondiente 

se muestran en la Figura 38. 

 6)-3-2 Cadena ligera tipo hR198_L2: 

 Una cadena ligera R198 humanizada diseñada al reem plazar 

un residuo de treonina en la posición de aminoácido  30 con un 

residuo de serina, un residuo de prolina en la posi ción de 

aminoácido 32 con un residuo de serina, un residuo de leucina 

en la posición de aminoácido 35 con un residuo de v alina, un 

residuo de ácido glutámico en la posición de aminoá cido 37 

con un residuo de ácido aspártico, un residuo de se rina en la 

posición de aminoácido 42 con un residuo de treonin a, un 

residuo de ácido aspártico en la posición de aminoá cido 61 

con un residuo de glicina, un residuo de glicina en  la 

posición de aminoácido 62 con un residuo de lisina,  un 

residuo de serina en la posición de aminoácido 63 c on un 

residuo de alanina, un residuo de serina en la posi ción de 

aminoácido 92 con un residuo de treonina, un residu o de 

serina en la posición de aminoácido 94 con un resid uo de 

treonina, un residuo de treonina en la posición de aminoácido 

96 con un residuo de serina, un residuo de ácido gl utámico en 
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la posición de aminoácido 99 con un residuo de glut amina, un 

residuo de serina en la posición de aminoácido 100 con un 

residuo de prolina, un residuo de treonina en la po sición de 

aminoácido 120 con un residuo de glutamina, un resi duo de 

leucina en la posición de aminoácido 124 con un res iduo de 

valina, un residuo de leucina en la posición de ami noácido 

126 con un residuo de isoleucina, un residuo de arg inina en 

la posición de aminoácido 127 con un residuo de lis ina, y un 

residuo de alanina en la posición de aminoácido 129  con un 

residuo de treonina conforme a la cadena ligera cR1 98 en SEQ 

ID NO: 25 del Listado de Secuencias se designó como  una 

“cadena ligera tipo hR198_L2”. 

 La secuencia de nucleótidos que codifica la cadena  

ligera tipo hR198_L2 se muestra en SEQ ID NO: 32 de l Listado 

de Secuencias. Las posiciones de nucleótidos 61 a 7 02 

codifican una cadena ligera madura formada por la e scisión de 

la secuencia señal. Las posiciones de nucleótidos 6 1 a 378 

codifican la región variable. La secuencia de amino ácidos de 

la cadena ligera tipo hR198_L2 se muestra en SEQ ID  NO: 33 

del Listado de Secuencias. Las posiciones de aminoá cidos 21 a 

234 representan la cadena ligera madura formada por  la 

escisión de la secuencia señal. Las posiciones de a minoácidos 

21 a 126 representan la región variable. Ambas de l as 

secuencias de SEQ ID NOs: 32 y 33 también se muestr an en la 

Figura 23. Cada secuencia CDR y su SEQ ID NO corres pondiente 
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se muestran en la Figura 38. 

 6)-3-3 Cadena ligera tipo hR198_L3: 

 Una cadena ligera R198 humanizada diseñada al reem plazar 

un residuo de treonina en la posición de aminoácido  30 con un 

residuo de serina, un residuo de prolina en la posi ción de 

aminoácido 32 con un residuo de serina, un residuo de leucina 

en la posición de aminoácido 35 con un residuo de v alina, un 

residuo de ácido glutámico en la posición de aminoá cido 37 

con un residuo de ácido aspártico, un residuo de se rina en la 

posición de aminoácido 42 con un residuo de treonin a, un 

residuo de ácido aspártico en la posición de aminoá cido 61 

con un residuo de glicina, un residuo de glicina en  la 

posición de aminoácido 62 con un residuo de lisina,  un 

residuo de serina en la posición de aminoácido 63 c on un 

residuo de alanina, un residuo de valina en la posi ción de 

aminoácido 64 con un residuo de prolina, un residuo  de serina 

en la posición de aminoácido 92 con un residuo de t reonina, 

un residuo de serina en la posición de aminoácido 9 4 con un 

residuo de treonina, un residuo de treonina en la p osición de 

aminoácido 96 con un residuo de serina, un residuo de ácido 

glutámico en la posición de aminoácido 99 con un re siduo de 

glutamina, un residuo de serina en la posición de a minoácido 

100 con un residuo de prolina, un residuo de tirosi na en la 

posición de aminoácido 114 con un residuo de fenila lanina, un 

residuo de treonina en la posición de aminoácido 12 0 con un 
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residuo de glutamina, un residuo de leucina en la p osición de 

aminoácido 124 con un residuo de valina, un residuo  de 

leucina en la posición de aminoácido 126 con un res iduo de 

isoleucina, un residuo de arginina en la posición d e 

aminoácido 127 con un residuo de lisina, y un resid uo de 

alanina en la posición de aminoácido 129 con un res iduo de 

treonina conforme a la cadena ligera cR198 mostrada  en SEQ ID 

NO: 25 del Listado de Secuencias se designó como “c adena 

ligera tipo hR198_L3”. 

 La secuencia de nucleótidos que codifica la cadena  

ligera tipo hR198_L3 se muestra en SEQ ID NO: 34 de l Listado 

de Secuencias. Las posiciones de nucleótidos 61 a 7 02 

codifican una cadena ligera madura formada por la e scisión de 

la secuencia señal. Las posiciones de nucleótidos 6 1 a 378 

codifican la región variable. La secuencia de amino ácidos de 

la cadena ligera tipo hR198_L3 se muestra en SEQ ID  NO: 35 

del Listado de Secuencias. Las posiciones de aminoá cidos 21 a 

234 representan la cadena ligera madura formada por  la 

escisión de la secuencia señal. Las posiciones de a minoácidos 

21 a 126 representan la región variable. Ambas de l as 

secuencias de SEQ ID NOs: 34 y 35 también se muestr an en la 

Figura 24. Cada secuencia CDR y su SEQ ID NO corres pondiente 

se muestran en la Figura 38. 

 6)-3-4 cadena ligera de tipo hR198_L4: 

 Una cadena ligera R198 humanizada diseñada al reem plazar 
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un residuo de treonina en la posición de aminoácido  30 con un 

residuo de serina, un residuo de prolina en la posi ción de 

aminoácido 32 con un residuo de serina, un residuo de leucina 

en la posición de aminoácido 35 con un residuo de v alina, un 

residuo de ácido glutámico en la posición de aminoá cido 37 

con un residuo de ácido aspártico, un residuo de se rina en la 

posición de aminoácido 42 con un residuo de treonin a, un 

residuo de ácido aspártico en la posición de aminoá cido 61 

con un residuo de glicina, un residuo de glicina en  la 

posición de aminoácido 62 con un residuo de lisina,  un 

residuo de serina en la posición de aminoácido 63 c on un 

residuo de alanina, un residuo de serina en la posi ción de 

aminoácido 92 con un residuo de treonina, un residu o de 

serina en la posición de aminoácido 94 con un resid uo de 

treonina, un residuo de treonina en la posición de aminoácido 

96 con un residuo de serina, un residuo de ácido gl utámico en 

la posición de aminoácido 99 con un residuo de glut amina, un 

residuo de serina en la posición de aminoácido 100 con un 

residuo de prolina, un residuo de tirosina en la po sición de 

aminoácido 114 con un residuo de fenilalanina, un r esiduo de 

treonina en la posición de aminoácido 120 con un re siduo de 

glutamina, un residuo de leucina en la posición de aminoácido 

124 con un residuo de valina, un residuo de leucina  en la 

posición de aminoácido 126 con un residuo de isoleu cina, un 

residuo de arginina en la posición de aminoácido 12 7 con un 
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residuo de lisina, y un residuo de alanina en la po sición de 

aminoácido 129 con un residuo de treonina conforme a la 

cadena ligera cR198 mostrada en SEQ ID NO: 25 del L istado de 

Secuencias se designó como una “cadena ligera de ti po 

hR198_L4”. 

 La secuencia de nucleótidos que codifica la cadena  

ligera de tipo hR198_L4 se muestra en SEQ ID NO: 36  del 

Listado de Secuencias. Las posiciones de nucleótido s 61 a 702 

codifican una cadena ligera madura formada por la e scisión de 

la secuencia señal. Las posiciones de nucleótidos 6 1 a 378 

codifican la región variable. La secuencia de amino ácidos de 

la cadena ligera tipo hR198_L4 se muestra en SEQ ID  NO: 37 

del Listado de Secuencias. Las posiciones de aminoá cidos 21 a 

234 representan la cadena ligera madura formada por  la 

escisión de la secuencia señal. Las posiciones de a minoácidos 

21 a 126 representan la región variable. Ambas de l as 

secuencias de SEQ ID NOs: 36 y 37 también se muestr an en la 

Figura 25. Cada secuencia CDR y su SEQ ID NO corres pondiente 

se muestran en la Figura 38. 

 6)-4 diseño de la cadena pesada R198 humanizada hR 198_H 

 6)-4-1 Cadena pesada tipo hR198_H1: 

 Una cadena pesada R198 humanizada diseñada al reem plazar 

un residuo de glutamina en la posición de aminoácid o 24 con 

un residuo de valina, un residuo de leucina en la p osición de 

aminoácido 30 con un residuo de valina, un residuo de alanina 
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en la posición de aminoácido 31 con un residuo de l isina, un 

residuo de serina en la posición de aminoácido 35 c on un 

residuo de alanina, un residuo de metionina en la p osición de 

aminoácido 37 con un residuo de valina, un residuo de 

isoleucina en la posición de aminoácido 39 con un r esiduo de 

valina, un residuo de isoleucina en la posición de aminoácido 

56 con un residuo de valina, un residuo de lisina e n la 

posición de aminoácido 57 con un residuo de arginin a, un 

residuo de treonina en la posición de aminoácido 59  con un 

residuo de alanina, un residuo de treonina en la po sición de 

aminoácido 60 con un residuo de prolina, un residuo  de lisina 

en la posición de aminoácido 86 con un residuo de a rginina, 

un residuo de serina en la posición de aminoácido 9 5 con un 

residuo de treonina, un residuo de fenilalanina en la 

posición de aminoácido 99 con un residuo de tirosin a, un 

residuo de glutamina en la posición de aminoácido 1 01 con un 

residuo de ácido glutámico, un residuo de treonina en la 

posición de aminoácido 106 con un residuo de argini na, un 

residuo de prolina en la posición de aminoácido 107  con un 

residuo de serina, un residuo de ácido aspártico en  la 

posición de aminoácido 108 con un residuo de ácido glutámico, 

un residuo de serina en la posición de aminoácido 1 10 con un 

residuo de treonina, un residuo de valina en la pos ición de 

aminoácido 130 con un residuo de treonina, y un res iduo de 

metionina en la posición de aminoácido 131 con un r esiduo de 
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leucina conforme a la cadena pesada cR198 mostrada en SEQ ID 

NO: 29 del Listado de Secuencias se designó como un a “cadena 

pesada tipo hR198_H1”. 

 La secuencia de nucleótidos que codifica la cadena  

pesada de tipo hR198_H1 se muestra en SEQ ID NO: 38  del 

Listado de Secuencias. Las posiciones de nucleótido s 58 a 

1398 que codifica una cadena pesada madura formada por la 

escisión de la secuencia señal. Las posiciones de n ucleótidos 

58 a 408 codifican la región variable. La secuencia  de 

aminoácidos de la cadena pesada tipo hR198_H1 se mu estra en 

SEQ ID NO: 39 del Listado de Secuencias. Las posici ones de 

aminoácidos 20 a 466 representan una cadena pesada madura 

formada por la escisión de la secuencia señal. Las posiciones 

de aminoácidos 20 a 136 representan la región varia ble. Ambas 

de las secuencias de SEQ ID NOs: 38 y 39 también se  muestran 

en la Figura 26. Cada secuencia CDR y su SEQ ID NO 

correspondiente mostrada en Figura 38. 

 6)-4-2 cadena pesada tipo hR198_H2: 

 Una cadena pesada R198 humanizada diseñada al reem plazar 

un residuo de glutamina en la posición de aminoácid o 24 con 

un residuo de valina, un residuo de leucina en la p osición de 

aminoácido 30 con un residuo de valina, un residuo de alanina 

en la posición de aminoácido 31 con un residuo de l isina, un 

residuo de serina en la posición de aminoácido 35 c on un 

residuo de alanina, un residuo de metionina en la p osición de 
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aminoácido 37 con un residuo de valina, un residuo de 

isoleucina en la posición de aminoácido 39 con un r esiduo de 

valina, un residuo de lisina en la posición de amin oácido 57 

con un residuo de arginina, un residuo de treonina en la 

posición de aminoácido 59 con un residuo de alanina , un 

residuo de treonina en la posición de aminoácido 60  con un 

residuo de prolina, un residuo de lisina en la posi ción de 

aminoácido 86 con un residuo de arginina, un residu o de 

serina en la posición de aminoácido 95 con un resid uo de 

treonina, un residuo de fenilalanina en la posición  de 

aminoácido 99 con un residuo de tirosina, un residu o de 

glutamina en la posición de aminoácido 101 con un r esiduo de 

ácido glutámico, un residuo de treonina en la posic ión de 

aminoácido 106 con un residuo de arginina, un resid uo de 

prolina en la posición de aminoácido 107 con un res iduo de 

serina, un residuo de ácido aspártico en la posició n de 

aminoácido 108 con un residuo de ácido glutámico, u n residuo 

de serina en la posición de aminoácido 110 con un r esiduo de 

treonina, un residuo de valina en la posición de am inoácido 

130 con un residuo de treonina, y un residuo de met ionina en 

la posición de aminoácido 131 con un residuo de leu cina 

conforme a la cadena pesada cR198 mostrada en SEQ I D NO: 29 

del Listado de Secuencias se designó como una “cade na pesada 

de tipo hR198_H2”. 

 La secuencia de nucleótidos que codifica la cadena  
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pesada tipo hR198_H2 se muestra en SEQ ID NO: 40 de l Listado 

de Secuencias. Las posiciones de nucleótidos 58 a 1 398 que 

codifica una cadena pesada madura formada por la es cisión de 

la secuencia señal. Las posiciones de nucleótidos 5 8 a 408 

codifican la región variable. La secuencia de amino ácidos de 

la cadena pesada de tipo hR198_H2 se muestra en SEQ  ID NO: 41 

del Listado de Secuencias. Las posiciones de aminoá cidos 20 a 

466 representan una cadena pesada madura formada po r la 

escisión de la secuencia señal. Las posiciones de a minoácidos 

20 a 136 representan la región variable. Ambas de l as 

secuencias de SEQ ID NOs: 40 y 41 también se muestr an en la 

Figura 27. Cada secuencia CDR y su SEQ ID NO corres pondiente 

se muestran en la Figura 38. 

 6)-4-3 Cadena ligera tipo hR198_H3: 

 Una cadena pesada R198 humanizada diseñada al reem plazar 

un residuo de glutamina en la posición de aminoácid o 24 con 

un residuo de valina, un residuo de leucina en la p osición de 

aminoácido 30 con un residuo de valina, un residuo de alanina 

en la posición de aminoácido 31 con un residuo de l isina, un 

residuo de serina en la posición de aminoácido 35 c on un 

residuo de alanina, un residuo de metionina en la p osición de 

aminoácido 37 con un residuo de valina, un residuo de 

isoleucina en la posición de aminoácido 39 con un r esiduo de 

valina, un residuo de serina en la posición de amin oácido 50 

con un residuo de alanina, un residuo de isoleucina  en la 
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posición de aminoácido 56 con un residuo de valina,  un 

residuo de lisina en la posición de aminoácido 57 c on un 

residuo de arginina, un residuo de treonina en la p osición de 

aminoácido 59 con un residuo de alanina, un residuo  de 

treonina en la posición de aminoácido 60 con un res iduo de 

prolina, un residuo de isoleucina en la posición de  

aminoácido 67 con un residuo de valina, un residuo de valina 

en la posición de aminoácido 70 con un residuo de i soleucina, 

un residuo de ácido glutámico en la posición de ami noácido 81 

con un residuo de alanina, un residuo de lisina en la 

posición de aminoácido 82 con un residuo de arginin a, un 

residuo de lisina en la posición de aminoácido 86 c on un 

residuo de arginina, un residuo de serina en la pos ición de 

aminoácido 95 con un residuo de treonina, un residu o de 

fenilalanina en la posición de aminoácido 99 con un  residuo 

de tirosina, un residuo de glutamina en la posición  de 

aminoácido 101 con un residuo de ácido glutámico, u n residuo 

de treonina en la posición de aminoácido 106 con un  residuo 

de arginina, un residuo de prolina en la posición d e 

aminoácido 107 con un residuo de serina, un residuo  de ácido 

aspártico en la posición de aminoácido 108 con un r esiduo de 

ácido glutámico, un residuo de serina en la posició n de 

aminoácido 110 con un residuo de treonina, un resid uo de 

valina en la posición de aminoácido 130 con un resi duo de 

treonina, y un residuo de metionina en la posición de 
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aminoácido 131 con un residuo de leucina conforme a  la cadena 

pesada cR198 mostrada en SEQ ID NO: 29 del Listado de 

Secuencias se designó como una “cadena pesada tipo hR198_H3”. 

 La secuencia de nucleótidos que codifica la cadena  

pesada tipo hR198_H3 se muestra en SEQ ID NO: 42 de l Listado 

de Secuencias. Las posiciones de nucleótidos 58 a 1 398 que 

codifica una cadena pesada madura formada por la es cisión de 

la secuencia señal. Las posiciones de nucleótidos 5 8 a 408 

codifican la región variable. La secuencia de amino ácidos de 

la cadena pesada tipo hR198_H3 se muestra en SEQ ID  NO: 43 

del Listado de Secuencias. Las posiciones de aminoá cidos 20 a 

466 representan una cadena pesada madura formada po r la 

escisión de la secuencia señal. Las posiciones de a minoácidos 

20 a 136 representan la región variable. Ambas de l as 

secuencias de SEQ ID NOs: 42 y 43 también se muestr an en la 

Figura 28. Cada secuencia CDR y su SEQ ID NO corres pondiente 

se muestran en la Figura 38. 

 6)-4-4 Cadena pesada tipo hR198_H4: 

 Una cadena pesada R198 humanizada diseñada al reem plazar 

un residuo de glutamina en la posición de aminoácid o 24 con 

un residuo de valina, un residuo de leucina en la p osición de 

aminoácido 30 con un residuo de valina, un residuo de alanina 

en la posición de aminoácido 31 con un residuo de l isina, un 

residuo de serina en la posición de aminoácido 35 c on un 

residuo de alanina, un residuo de metionina en la p osición de 
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aminoácido 37 con un residuo de valina, un residuo de 

isoleucina en la posición de aminoácido 39 con un r esiduo de 

valina, un residuo de serina en la posición de amin oácido 50 

con un residuo de alanina, un residuo de lisina en la 

posición de aminoácido 57 con un residuo de arginin a, un 

residuo de treonina en la posición de aminoácido 59  con un 

residuo de alanina, un residuo de treonina en la po sición de 

aminoácido 60 con un residuo de prolina, un residuo  de 

isoleucina en la posición de aminoácido 67 con un r esiduo de 

valina, un residuo de valina en la posición de amin oácido 70 

con un residuo de isoleucina, un residuo de ácido g lutámico 

en la posición de aminoácido 81 con un residuo de a lanina, un 

residuo de lisina en la posición de aminoácido 82 c on un 

residuo de arginina, un residuo de lisina en la pos ición de 

aminoácido 86 con un residuo de arginina, un residu o de 

serina en la posición de aminoácido 95 con un resid uo de 

treonina, un residuo de fenilalanina en la posición  de 

aminoácido 99 con un residuo de tirosina, un residu o de 

glutamina en la posición de aminoácido 101 con un r esiduo de 

ácido glutámico, un residuo de treonina en la posic ión de 

aminoácido 106 con un residuo de arginina, un resid uo de 

prolina en la posición de aminoácido 107 con un res iduo de 

serina, un residuo de ácido aspártico en la posició n de 

aminoácido 108 con un residuo de ácido glutámico, u n residuo 

de serina en la posición de aminoácido 110 con un r esiduo de 
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treonina, un residuo de valina en la posición de am inoácido 

130 con un residuo de treonina, y un residuo de met ionina en 

la posición de aminoácido 131 con un residuo de leu cina 

conforme a la cadena pesada cR198 mostrada en SEQ I D NO: 29 

del Listado de Secuencias se designó como una “cade na pesada 

tipo hR198_H4”. 

 La secuencia de nucleótidos que codifica la cadena  

pesada tipo hR198_H4 se muestra en SEQ ID NO: 44 de l Listado 

de Secuencias. Las posiciones de nucleótidos 58 a 1 398 que 

codifica una cadena pesada madura formada por la es cisión de 

la secuencia señal. Las posiciones de nucleótidos 5 8 a 408 

codifican la región variable. La secuencia de amino ácidos de 

la cadena pesada tipo hR198_H4 se muestra en SEQ ID  NO: 45 

del Listado de Secuencias. Las posiciones de aminoá cidos 20 a 

466 representan una cadena pesada madura formada po r la 

escisión de la secuencia señal. Las posiciones de a minoácidos 

20 a 136 representan la región variable. Ambas de l as 

secuencias de SEQ ID NOs: 44 y 45 también se muestr an en la 

Figura 29. Cada secuencia CDR y su SEQ ID NO corres pondiente 

se muestran en la Figura 38. 

 Ejemplo 7. Preparación del anticuerpo anti-Orai1 h umano 

humanizado  

 7)-1 Construcción del vector de expresión hR198_L de 

cadena ligera de anticuerpo anti-Orai1 humano human izado  

 7)-1-1 Construcción del vector de expresión hR198_ L1  
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 Un fragmento de ADN que comprende la secuencia de 

codificación de región variable hR198_L1 mostrado e n las 

posiciones de nucleótidos 38 a 402 en la secuencia de 

nucleótidos de hR198_L1 representado por SEQ ID NO:  30 del 

Listado de Secuencias se sintetizó (GeneArt Artific ial Gene 

Synthesis service). El fragmento de ADN sintetizado  se 

escindió con las enzimas de restricción AvaI y EcoR V y se 

insertó en el sitio correspondiente del vector de e xpresión 

de cadena ligera de anticuerpo quimérico y humaniza do pCMA-LK 

escindido con las mismas enzimas de restricción com o lo 

anterior para construir un vector de expresión hR19 8_L1. El 

vector de expresión obtenido se designó como “pCMA-

LK/hR198_L1”. 

 7)-1-2 Construcción del vector de expresión hR198_ L2  

 Un fragmento de ADN que comprende la secuencia de 

codificación de región variable hR198_L2 mostrada e n las 

posiciones de nucleótidos 38 a 402 en la secuencia de 

nucleótidos de hR198_L2 representada por SEQ ID NO:  32 del 

Listado de Secuencias se sintetizó (GeneArt Artific ial Gene 

Synthesis service). El fragmento de ADN que compren de la 

secuencia de codificación de región variable hR198_ L2 se 

amplificó con el fragmento de ADN sintetizado como una 

plantilla usando KOD -Plus- (Toyobo Co., Ltd.), esc indida con 

la enzima de restricción BsiWI, y se insertó en el sitio 

correspondiente del vector de expresión de cadena l igera de 
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anticuerpo quimerizado y humanizado pCMA-LK escindi do con la 

enzima de restricción BsiWI para construir un vecto r de 

expresión hR198_L2. El vector de expresión obtenido  se 

designó como “pCMA-LK/hR198_L2”. 

 7)-1-3 Construcción de los vectores de expresión 

hR198_L3 y hR198_L4  

 Un fragmento de ADN que comprende la secuencia de 

codificación de región variable hR198_L4 mostrada e n las 

posiciones de nucleótidos 38 a 402 en la secuencia de 

nucleótidos de hR198_L4 representado por SEQ ID NO:  36 del 

Listado de Secuencias se sintetizó (GeneArt Artific ial Gene 

Synthesis service). Un vector de expresión hR198_L4  se 

construyó por el mismo método como en el Ejemplo 7) -1-2. El 

vector de expresión obtenido se designó como “pCMA-

LK/hR198_L4”. 

 Una mutación para reemplazar el residuo de valina en la 

posición de aminoácido 64 con un residuo de prolina  se 

introdujo con pCMA-LK/hR198_L4 como la plantilla us ando un 

kit de mutagénesis dirigida al sitio QuikChange (St ratagene 

Corp.). El vector de expresión obtenido que compren de la 

secuencia de nucleótidos representada por SEQ ID NO : 34 del 

Listado de Secuencias se designó como “pCMA-LK/hR19 8_L3”. 

 7)-2 Construcción del vector de expresión hR198_H de 

cadena pesada de anticuerpo anti-Orai1 humano human izado  

 7)-2-1 Construcción de los vectores de expresión 
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hR198_H1 y hR198_H2  

 Un fragmento de ADN que comprende la región variab le 

hR198_H0 que codifica la secuencia mostrada en las posiciones 

de nucleótidos 36 a 425 en la secuencia de nucleóti dos de 

hR198_H0 representada por SEQ ID NO: 111 del Listad o de 

Secuencias se sintetizó como un candidato para la 

humanización de la cadena pesada de anticuerpo anti -Orai1 

hR198 (GeneArt Artificial Gene Synthesis service). El 

fragmento de ADN que comprende la secuencia de codi ficación 

de región variable hR198_H0 se amplificó con el fra gmento de 

ADN sintetizado como una plantilla usando KOD -Plus - y se 

insertó en el sitio correspondiente del vector de e xpresión 

de cadena pesada de tipo IgG1 de anticuerpo quiméri co y 

humanizado pCMA-G1 escindido con la enzima de restr icción 

BlpI usando un kit de clonación de PCR In-Fusion HD  (Clontech 

Laboratories, Inc.) para construir un vector de exp resión 

hR198_H0. El vector de expresión obtenido se design ó como 

“pCMA-G1/hR198_H0”. La secuencia de aminoácidos de hR198_H0 

se muestra en SEQ ID NO: 112. 

 Después, una mutación para reemplazar un residuo d e 

triptófano en la posición de aminoácido 66 con un r esiduo de 

tirosina se introdujo con pCMA-G1/hR198_H0 como la plantilla 

usando un kit de mutagénesis KOD -Plus- (Toyobo Co. , Ltd.). 

El vector de expresión obtenido que comprende la se cuencia de 

nucleótidos representada por SEQ ID NO: 40 del List ado de 



130  

 

 5

10

15

20

25

Secuencias se designó como “pCMA-G1/hR198_H2”. 

 Después, una mutación para reemplazar un residuo d e 

isoleucina en la posición de aminoácido 56 con un r esiduo de 

valina se introdujo con pCMA-G1/hR198_H2 como la pl antilla 

usando un kit de mutagénesis dirigida al sitio Quik Change 

(Stratagene Corp.) y el conjunto de cebadores se pr oporciona 

a continuación. El vector de expresión obtenido que  comprende 

la secuencia de nucleótidos representada por SEQ ID  NO: 38 

del Listado de Secuencias se designó como “pCMA-G1/ hR198_H1”. 

 7)-2-2 Construcción de los vectores de expresión 

hR198_H3, hR198_H4 y hR198_H5  

 Un fragmento de ADN que comprende la región variab le 

hR198_H5 que codifica la secuencia mostrada en las posiciones 

de nucleótidos 36 a 425 en la secuencia de nucleóti dos de 

hR198_H5 representada por SEQ ID NO: 113 del Listad o de 

Secuencias se sintetizó como un candidato para la 

humanización de la cadena pesada de anticuerpo anti -Orai1 

hR198 (GeneArt Artificial Gene Synthesis service). Un vector 

de expresión hR198_H5 se construyó por el mismo mét odo como 

en el Ejemplo 7)-2-1. El vector de expresión obteni do se 

designó como “pCMA-G1/hR198_H5”. La secuencia de am inoácidos 

de hR198_H5 se muestra en SEQ ID NO: 114. 

 Después, las mutaciones que reemplazan un residuo de 

triptófano en la posición de aminoácido 66 y un res iduo de 

isoleucina en la posición de aminoácido 67 con un r esiduo de 
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tirosina y un residuo de valina, respectivamente, s e 

introdujeron con pCMA-G1/H5 como la plantilla usand o un kit 

de mutagénesis KOD -Plus-. El vector de expresión o btenido 

que comprende la secuencia de nucleótidos represent ada por 

SEQ ID NO: 44 se designó como “pCMA-G1/hR198_H4”. 

 Después, una mutación para reemplazar un residuo d e 

isoleucina en la posición de aminoácido 56 con un r esiduo de 

valina se introdujo por el mismo método como en el Ejemplo 

7)-2-1 con pCMA-G1/hR198_H4 como una plantilla. El vector de 

expresión obtenido que comprende la secuencia de nu cleótidos 

representada por SEQ ID NO: 44 del Listado de Secue ncias se 

designó como “pCMA-G1/hR198_H3”. 

 7)-3 Preparación del anticuerpo anti-Orai1 humano 

humanizado hR198 

 Células 293F se transfectaron con cada vector de 

expresión de cadena pesada de anticuerpo anti-Orai1  humano 

humanizado y cada vector de expresión de cadena lig era de 

anticuerpo anti-Orai1 humano humanizado por el mism o método 

como en 4)-5-1 para obtener un sobrenadante de cult ivo que 

contiene el anticuerpo. 

 Los anticuerpos anti-Orai1 humanos humanizados obt enidos 

por la combinación de pCMA-G1/hR198_H1 y pCMA-LK/hR 198_L1, la 

combinación de pCMA-G1/hR198_H2 y pCMA-LK/hR198_L2,  la 

combinación de pCMA-G1/hR198_H3 y pCMA-LK/hR198_L3,  la 

combinación de pCMA-G1/hR198_H4 y pCMA-LK/hR198_L4 se 
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designaron como “hR198_H1/L1”, “hR198_H2/L2”, “hR19 8_H3/L3”, 

y “hR198_H4/L4”, respectivamente. 

 Cada sobrenadante de cultivo obtenido se purificó por 

cromatografía de afinidad de rProteína A por el mis mo método 

como en 4)-5-2 para obtener una muestra de anticuer po 

purificada. 

 Ejemplo 8.  Actividad in vitro del anticuerpo anti-Orai1 

humano humanizado  

 8)-1 Actividad de ligación a antígeno del anticuer po 

anti-Orai1 humano humanizado por citometría de fluj o  

 A fin de evaluar la especificidad de ligación de O rai1 

humano en la suspensión de células HEK293T transfec tadas con 

pcADN3.1-DEST o la suspensión de células HEK293T 

transfectadas con pcADN3.1-hOrai1 preparadas por el  método 

mostrado en 1)-4-1 se centrifugó para remover el 

sobrenadante. Después, las células HEK293T se suspe ndieron 

mediante la adición del anticuerpo anti-Orai1 human izado 

hR198_H1/L1, hR198_H2/L2, hR198_H3/L3, o hR198_H4/L 4 

preparados en 7)-5 o el anticuerpo precursor cR118 o cR198, y 

se incubaron a 4°C durante 30 minutos. Las células se lavaron 

dos veces con PBS que contiene 5% de FBS, después s e 

suspendieron por la adición de IgG FITC Anti-humano  conjugado 

diluido 100 veces con PBS que contiene 5% de FBS, y  se incubó 

a 4°C durante 30 minutos. Las células se lavaron do s veces 

con PBS que contiene 5% de FBS y después se volvió a 
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suspender en PBS que contiene 5% de FBS y 1 µg/mL d e yoduro 

de propidio, seguido por detección usando un citóme tro de 

flujo (FC500). Los datos se usaron analizando Flowj o. Después 

de la exclusión de células muertas positivas de yod uro de 

propidio por acumulación, la intensidad de fluoresc encia FITC 

de las células vivas se graficó como un histograma para 

calcular la intensidad de fluorescencia media (MFI) . Los 

anticuerpos anti-Orai1 humanos humanizados hR198_H1 /L1, 

hR198_H2/L2, hR198_H3/L3, y hR198_H4/L4 no se ligar on a las 

células HEK293T transfectadas con pcADN3.1-DEST y, como se 

muestra en la Figura 5, cada una se ligó solamente a las 

células HEK293T transfectadas con pcADN3.1-hOrai1 e n una 

manera dependiente de concentración, como con el an ticuerpo 

precursor cR118 o cR198, mostrando que estos anticu erpos se 

ligan cada uno específicamente al Orai1 humano. 

 8)-2 Efecto inhibidor de la activación de la línea  de 

células T humanas del anticuerpo anti-Orai1 humano humanizado  

 Células Jurkat de línea de células T humanas se 

prepararon en una concentración de 1.5 x 10 6 células/mL en 

RPMI1640 que contiene 10% de FBS, 100 U/mL de penic ilina, y 

100 µg/mL de estreptomicina, se inocularon a 80 µL/ pocillo en 

una placa de cultivo celular de 96 pocillos, y se p re-

trataron con el anticuerpo anti-Orai1 humano humani zando 

hR198_H1/L1, hR198_H2/L2, hR198_H3/L3, o hR198_H4/L 4 o el 

anticuerpo anti-Orai1 humano quimerizado humano cR1 18 o cR198 
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agregados en 10 µL/pocillo a 37°C durante 60 minuto s bajo 

condiciones de CO 2 al 5%. Después, 100 ng/mL de PMA y 1 µg/mL 

de A23187 se agregaron en 10 µL/pocillo y se agitar on bien, 

seguido por cultivo a 37°C durante aproximadamente 16 horas 

bajo condiciones de CO 2 al 5%. La placa se agitó bien y 

después se centrifugó a 600 g durante 3 minutos. La  

concentración de IL-2 contenida en el sobrenadante se midió 

por el ELISA. La Figura 6 muestra que los anticuerp os anti-

Orai1 humanos humanizados inhiben cada uno, en una manera 

dependiente de concentración, la liberación de IL-2  de las 

células Jurkat tratadas con PMA y A23187. Los antic uerpos 

anti-Orai1 humanos humanizados cada uno mostró la l iberación 

de IL-2 de las células Jurkat en una manera dependi ente de 

concentración, y la actividad inhibidora de hR198_H 1/L1 y 

hR198_H2/L2 fue equivalente a aquella de los anticu erpos 

anti-Orai1 humano quimerizado humanos cR118 y cR198 . Por otra 

parte, hR198_H3/L3 y hR198_H4/L4 mostraron activida d 

inhibidora en una concentración más baja que aquell a de cR118 

y cR198. 

 Ejemplo 9. Identificación de la mutación mejorador a de 

la actividad por la expresión de ribosomas  

 9)-1 Preparación de bibliotecas de cadena H y cade na L  

 Una biblioteca que contiene cadenas H o cadenas L 

mutadas se construyó con el anticuerpo anti-Orai1 h umano 

humanizado hR198_H4/L4 como una plantilla y se some tió a la 
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identificación de una mutación mejoradora de activi dad por 

inspección de ribosoma.  

 9)-1-1 Preparación de la biblioteca de cadena H 

 80 ciclos de PCR se llevaron a cabo con el gen hR1 98_H4 

como una plantilla usando el conjunto de cebadores 

proporcionados a continuación y la ADN polimerasa r Taq 

(Toyobo Co., Ltd.) para mutar la región del gen 

aleatoriamente.  

Conjunto de cebadores  

5'-ATGCAAGTCCAACTGGTTCAATC-3' (SEQ ID NO: 46; cebad or Orai1 

HF) 

5'-TGACGGAGCCAGCGGGAAGAC-3' (SEQ ID NO: 47; cebador  Orai1 CH 

FR) 

 Después, se llevó a cabo la PCR de solapamiento co n cada 

gen de cadena H mutado aleatoriamente, un sitio 5'U TR que 

comprende un promotor T7, y un fragmento de gen Tol A que 

comprende la secuencia c-Myc agregada 5' y SecM agr egada 3' 

como plantillas usando el conjunto de cebadores 

proporcionados a continuación para preparar una bib lioteca de 

cadena H. 

Conjunto de cebadores  

5'-CAGGAAACAGCTATGACCATG-3' (SEQ ID NO: 48; cebador  M13 rev 

largo) 

5'-CTCGAGTTATTCATTAGGTGAGGCGTTGAGG-3' (SEQ ID NO: 49; cebador 

SecM de detención R) 
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 9)-1-2 Preparación de la biblioteca de cadena L  

 80 ciclos de PCR se llevaron a cabo con el gen hR1 98_L4 

como una plantilla usando el conjunto de cebadores 

proporcionados a continuación y la ADN polimerasa r Taq para 

mutar la región del gen aleatoriamente. 

Conjunto de cebadores  

5'-ATGGACATTCAACTGACCCAAAGC-3' (SEQ ID NO: 50; ceba dor Orai1 

Lc F) 

5'-GATAAAAACACTCGGGGCCGCCAC-3' (SEQ ID NO: 51; ceba dor Orai1 

CL-FR) 

 De la misma forma como la descripción de 9)-1-1, l a PCR 

de solapamiento se llevó a cabo usando el gen de ca dena L 

aleatoriamente mutado y los dos fragmentos de gen d escrito en 

lo anterior como plantillas para preparar una bibli oteca de 

cadena L.  

 9)-1-3 Preparación del fragmento del gen de cadena  H  

 La región del gen de cadena H se amplificó por PCR  con 

el gen hR198_H4 como una plantilla usando el conjun to de 

cebadores proporcionado a continuación y KOD -Plus- . 

Conjunto de cebadores 

5'-ATGCAAGTCCAACTGGTTCAATC-3' (SEQ ID NO: 46; cebad or Orai1 

HF) 

5'-

TCATTATTTGTCATCGTCATCTTTATAGTCGAATTCTTCGCCACGATTAAAGGATTTGGTG

AC-3' (SEQ ID NO: 52; cebador Orai1 HR-FLAG R) 
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 Después, la PCR de solapamiento se llevó a cabo co n el 

fragmento del gen y un sitio 5'UTR que comprende un  promotor 

T7 como plantillas usando el conjunto de cebadores 

proporcionado a continuación para preparar un fragm ento de 

gen de cadena H. 

Conjunto de cebadores 

5'-CAGGAAACAGCTATGACCATG-3' (SEQ ID NO: 48; cebador  M13 rev 

largo) 

5'-

TCATTATTTGTCATCGTCATCTTTATAGTCGAATTCTTCGCCACGATTAAAGGATTTGGTG

AC-3' (SEQ ID NO: 52; cebador Orai1 HR-FLAG R) 

 9)-1-4 Preparación del fragmento del gen de cadena  L  

 La región del gen de cadena L se amplificó por PCR  con 

el gen hR198_L4 como una plantilla usando el conjun to de 

cebadores proporcionado a continuación y KOD -Plus- . 

Conjunto de cebadores 

5'-ATGGACATTCAACTGACCCAAAGC-3' (SEQ ID NO: 50; ceba dor Orai1 

Lc F) 

5'-

TCATTATTTGTCATCGTCATCTTTATAGTCGAATTCTTCGCCACGATTAAAGGATTTGGTG

AC-3' (SEQ ID NO: 53; cebador Orai1 CL-FLAG R) 

 Después, de la misma forma como la descripción de 9)-1-3 

la PCR de solapamiento se llevó a cabo para prepara r un 

fragmento de gen de cadena L. 

Conjunto de cebadores 
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5'-CAGGAAACAGCTATGACCATG-3' (SEQ ID NO: 48; cebador  M13 rev 

largo) 

5'-

TCATTATTTGTCATCGTCATCTTTATAGTCGAATTCTTCGCCACGATTAAAGGATTTGGTG

AC-3' (SEQ ID NO: 53; cebador Orai1 CL-FLAG R) 

 9)-1-5 Preparación de mRNA 

 Cada ARNm se sintetizó con las bibliotecas los 

fragmentos del gen preparados en los Ejemplos 9)-1- 1 a 9)-1-4 

como plantillas usando el Sistema de Producción de ARN a Gran 

Escala T7 RiboMax Express (Promega Corp.). 

 9)-2 Clasificación para la expresión de ribosoma 

 Los Fabs que expresan los ribosomas de cadena H se  

prepararon por la combinación de la biblioteca de c adena H y 

el fragmento del gen de cadena L, y los Fabs que ex presan 

ribosoma de cadena L se prepararon mediante la comb inación de 

la biblioteca de cadena L y el fragmento de gen de cadena H. 

20 pmol de los ARNms de biblioteca de cadena H (o c adena L) y 

100 pmol de ribosomas se agregaron a una solución d e reacción 

PUREfrex (GeneFrontier Corp.), y la mezcla se incub ó a 30°C 

durante 45 minutos. Del mismo modo, 40 pmol de los ARNms de 

cadena L (o cadena H) y 200 pmol de ribosomas se ag regaron a 

una solución de reacción PUREfrex, y la mezcla se i ncubó a 

30°C durante 45 minutos. Después, las soluciones de  reacción 

postraduccionales de la biblioteca de cadena H (o c adena L) y 

la cadena L (o cadena H) se mezclaron y se incubaro n 
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adicionalmente a 30°C durante 90 minutos para prepa rar los 

Fabs que expresan ribosoma de cadena H (o cadena L) . Después, 

la reacción se terminó al enfriar a 4°C. Subsecuent emente, se 

agregó un antígeno a la solución de reacción, y la mezcla se 

agitó suavemente a 4°C durante 1 hora de modo que c ada Fab se 

ligó al antígeno. El antígeno usado como una muestr a fijada 

en formalina de células CHO expresan constitutivame nte Orai1 

humano que se establecieron mediante el uso de pcAD N3.1-

hOrai1 preparados en 1)-1-1, o el péptido de región  de bucle 

Orai1 humano PEGilado con biotina (Sigma-Aldrich Co rp.) se 

muestran a continuación. 

 Péptido de región bucle Orai1 humano PEGilado con 

biotina  

Biotina-PEG-SGSGFLPLKKQPGQPRPTSKPPASGAAANVSTSGITPGQAAAIASTTI 

(SEQ ID NO: 115) 

 Los Fabs que expresan ribosoma ligados con el antí geno 

se recuperaron usando cuentas magnéticas de Estrept avidina 

Nonolink (SoluLink, Inc.). Subsecuentemente, el ant ígeno se 

lavó con Tris-HCl 50 mM (pH 7.4), NaCl 150 mM, Mg(O Ac) 2 15 mM, 

0.05% de Tween 20, y 1 mg/mL de ARN de levadura, y con Tris-

HCl 50 mM (pH 7.4), NaCl 150 mM, Mg(OAc) 2 15 mM, y 0.05% de 

Tween 20. Después, el Tris-HCl 50 mM (pH 7.4), NaCl  150 mM, 

Mg(OAc) 2 15 mM, y EDTA 50 mM se agregaron al antígeno, y las  

mezclas se dejaron reposar a temperatura ambiente d urante 10 

minutos, seguido por la recuperación de un sobrenad ante que 
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contiene ARNms por centrifugación. Los ADNcs se for maron de 

los ARNms recuperados usando un Kit de Síntesis de ADNc de 

Alta Fidelidad Transcriptor (F. Hoffmann-La Roche, Ltd.) y 

después se amplificaron como ADNs por PCR usando el  conjunto 

de cebadores proporcionado a continuación y KOD -Pl us-. Los 

ARNms se sintetizaron con los ADNs como plantillas y se 

clasificaron adicionalmente de la misma forma como en lo 

anterior. El ciclo de clasificación se llevó a cabo  varias 

veces para seleccionar un gen de un anticuerpo que se liga en 

gran medida al antígeno.  

Conjunto de cebadores 

5'-ATGGACATTCAACTGACCCAAAGC-3' (SEQ ID NO: 50; ceba dor Orai1-

LcF) 

5'-CAGATCCTCCTCAGAGATCAGCTTCTGCTC-3' (SEQ ID NO: 54 ; cebador 

Myc-R) 

 9)-3 Preparación de la proteína Fab  

 Los genes seleccionados se subclonaron en vectores  para 

la expresión en E. coli y se clasificaron por el ELISA 

Celular para clones con actividad de ligación mejor ada contra 

células CHO que expresan constitutivamente Orai1 hu mano. Cada 

ADN seleccionado se escindió con enzimas de restric ción EcoRV 

y XhoI y se insertó en un vector para la expresión Fab 

(GeneFrontier Corp.) escindida con las mismas enzim as como en 

lo anterior, que después se transfirió a BL21 de E. coli 

(DE3). Los transformantes obtenidos de esta manera se 
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cultivaron a 37°C durante 4 a 5 horas en 150 µL de 

carbenicilina/0.1% de glucosa/2 x YT por pocillo en  una placa 

de 96 pocillos de fondo redondo. Después, la placa se enfrió 

a 4°C, y después, se agregó IPTG a la misma en una 

concentración final de 0.5 mM, seguido por cultivo de 

agitación durante la noche a 30°C. Después, las cél ulas 

bacterianas se recuperaron por centrifugación, y de spués una 

solución amortiguadora de lisis (2.5 mg/mL de lisos ima, 100 U 

de DNasa I) se agregó a la misma, seguido por agita ción a 

temperatura ambiente durante 60 minutos. Subsecuent emente, el 

sobrenadante se recuperó por centrifugación para pr eparar las 

muestras de Fab. 

 9)-4 Clasificación por ELISA Celular 

 Las células que expresan Orai1 humano se cultivaro n en 

una placa de 384 pocillos hasta que se convirtieron  a una 

hoja confluente. Después, la placa se lavó con una solución 

amortiguadora de lavado (PBS(-),MgSO 4 20 mM, 2.5% de FBS). 

Después, las muestras de Fab se agregaron a la plac a, y la 

placa se agitó a 4°C durante 1 hora. Después del la vado 

cuatro veces con una solución amortiguadora de lava do, un 

anticuerpo de cabra F(ab') 2 anti-humano etiquetado con 

peroxidasa (Jackson ImmunoResearch Laboratories, In c.) se 

agregó a la misma, y la placa se agito a 4°C durant e 30 

minutos. La placa se lavó tres veces con una soluci ón 

amortiguadora de lavado y después se lavó tres vece s con 
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PBS(-) y MgSO 4 20 mM. Después, un reactivo cromogénico (0.4 

mg/mL de tetrametil-bencidina, acetato de sodio 200  mM (pH 

3.4), 0.01% de solución de peróxido de hidrógeno ac uosa) se 

agregó a la misma, y la placa se agitó a temperatur a ambiente 

durante 15 minutos. Después, HCl 2 N se agregó a la  misma, 

seguido por la medición de OD 450 . Una muestra de Fab que 

muestra OD 450  más alta contra las células CHO que expresan 

constitutivamente Orai1 humano, como es comparado c on las 

células CHO de control, se seleccionó. 

 9)-5 Actividad de ligación a antígeno del anticuer po 

anti-Orai1 humano Fab por citometría de flujo  

 A fin de evaluar la especificidad de ligación a Or ai1 

humano, la suspensión de células HEK293T transfecta das con 

pcADN3.1-DEST o la suspensión de células HEK293T 

transfectadas con pcADN3.1-hOrai1 preparada por el método 

mostrado en 1)-4-1 se centrifugó para remover el 

sobrenadante. Después, las células HEK293T se suspe ndieron 

por la adición del clon mutado de cadena ligera LCD R60, 

LCDR67, LCDR83, CE151, o PE057 o el clon mutado de cadena 

pesada HCDR046, HCDR047, HEP087, HEP124, o HEP237 

seleccionados en 9)-4, o el anticuerpo precursor Fa b 

hR198_H4/L4-Fab, y se dejó reposar a 4°C durante 30  minutos. 

Las células se lavaron dos veces con PBS que contie ne 5% de 

FBS, después se suspendió por la adición del conjug ado IgG 

FITC Anti-humano diluido 100 veces con PBS que cont iene 5% de 
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FBS, y se dejó reposar a 4°C durante 30 minutos. La s células 

se lavaron dos veces con PBS que contiene 5% de FBS  y después 

se volvieron a suspender en PBS que contiene 5% de FBS y 1 

µg/mL de yoduro de propidio, seguido por detección usando un 

citómetro de flujo (FC500). Los datos se analizando  usando 

Flowjo. Después de la remoción de las células muert as 

positivas de yoduro de propidio por acumulación, la  

intensidad de fluorescencia FITC de las células viv as se 

graficó a un histograma para calcular la intensidad  de 

fluorescencia media (MFI). Los clones mutados de ca dena 

ligera LCDR60, LCDR67, LCDR83, CE151, y PE057 y los  clones 

mutados de cadena pesada HCDR046, HCDR047, HEP087, HEP124, y 

HEP237 no se ligaron a las células HEK293T transfec tadas con 

pcADN3.1-DEST, como con el anticuerpo precursor Fab  

hR198_H4/L4-Fab y, como se muestra en las Figuras 7 A-7C, cada 

uno tendió a ligarse al Orai1 humano en las células  HEK293T 

transfectadas con pcADN3.1-hOrai1 en un nivel equiv alente a o 

más fuerte que aquel del anticuerpo precursor Fab. 

 Ejemplo 10. Preparación del anticuerpo de maduraci ón por 

afinidad del anticuerpo anti-Orai1 humano humanizad o  

 100 o más tipos de anticuerpos hR198_H3/L3 modific ados 

se prepararon por la transferencia de algunas mutac iones 

mejoradoras de actividad encontradas en los clones mutados de 

cadena ligera LCDR60, LCDR67, LCDR83, CE151, y PE05 7 y los 

clones mutados de cadena pesada HCDR046, HCDR047, H EP087, 
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HEP124, y HEP237 seleccionados en el Ejemplo 9) a 

hR198_H3/L3, y evaluados desde el punto de vista de  la 

afinidad de ligación, actividad in vitro, productividad, y 

antigenicidad heterogénea contra humanos. Como resu ltado, los 

anticuerpos mostrados a continuación fueron selecci onados.  

 10)-1 Diseño del anticuerpo de maduración por afin idad 

del anticuerpo anti-Orai1 humano humanizado  

 10)-1-1 Cadena ligera tipo hR198_LG1: 

 Una cadena ligera R198 humanizada diseñada al reem plazar 

un residuo de asparagina en la posición de aminoáci do 51 con 

un residuo de glicina, un residuo de treonina en la  posición 

de aminoácido 113 con un residuo de isoleucina, y u n residuo 

de treonina en la posición de aminoácido 117 con un  residuo 

de serina conforme a la cadena ligera hR198_L3 most rada en 

SEQ ID NO: 35 del Listado de Secuencias se designó como una 

“cadena ligera tipo hR198_LG1”. 

 La secuencia de nucleótidos que codifica la cadena  

ligera tipo hR198_LG1 se muestra en SEQ ID NO: 55 d el Listado 

de Secuencias. Las posiciones de nucleótidos 61 a 7 02 

codifican una cadena ligera madura formada por la e scisión de 

la secuencia señal. Las posiciones de nucleótidos 6 1 a 378 

codifican la región variable. La secuencia de amino ácidos de 

la cadena ligera tipo hR198_LG1 se muestra en SEQ I D NO: 56 

del Listado de Secuencias. Las posiciones de aminoá cidos 21 a 

234 representan la cadena ligera madura formada por  la 



145  

 

 5

10

15

20

25

escisión de la secuencia señal. Las posiciones de a minoácidos 

21 a 126 representan la región variable. Ambas de l as 

secuencias de SEQ ID NOs: 55 y 56 también se muestr an en la 

Figura 30. Cada secuencia CDR y su SEQ ID NO corres pondiente 

se muestran en la Figura 38. 

 10)-1-2 cadena ligera tipo hR198_LG2: 

 Una cadena ligera R198 humanizada diseñada al reem plazar 

un residuo de arginina en la posición de aminoácido  44 con un 

residuo de histidina, un residuo de serina en la po sición de 

aminoácido 48 con un residuo de asparagina, un resi duo de 

asparagina en la posición de aminoácido 51 con un r esiduo de 

glicina, un residuo de serina en la posición de ami noácido 70 

con un residuo de leucina, un residuo de ácido glut ámico en 

la posición de aminoácido 75 con un residuo de ácid o 

aspártico, un residuo de serina en la posición de a minoácido 

76 con un residuo de triptófano, un residuo de treo nina en la 

posición de aminoácido 113 con un residuo de isoleu cina, y un 

residuo de treonina en la posición de aminoácido 11 7 con un 

residuo de serina conforme a la cadena ligera hR198 _L3 

mostrada en SEQ ID NO: 35 del Listado de Secuencias  se 

designó como una “cadena ligera tipo hR198_LG2”. 

 La secuencia de nucleótidos que codifica la cadena  

ligera tipo hR198_LG2 se muestra en SEQ ID NO: 57 d el Listado 

de Secuencias. Las posiciones de nucleótidos 61 a 7 02 

codifican una cadena ligera madura formada por la e scisión de 
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la secuencia señal. Las posiciones de nucleótidos 6 1 a 378 

codifican la región variable. La secuencia de amino ácidos de 

la cadena ligera tipo hR198_LG2 se muestra en SEQ I D NO: 58 

del Listado de Secuencias. Las posiciones de aminoá cidos 21 a 

234 representan la cadena ligera madura formada por  la 

escisión de la secuencia señal. Las posiciones de a minoácidos 

21 a 126 representan la región variable. Ambas de l as 

secuencias de SEQ ID NOs: 57 y 58 también se muestr an en la 

Figura 31. Cada secuencia CDR y su SEQ ID NO corres pondiente 

se muestran en la Figura 38. 

 10)-1-3 Cadena ligera tipo hR198_LG3: 

 Una cadena ligera R198 humanizada diseñada al reem plazar 

un residuo de arginina en la posición de aminoácido  44 con un 

residuo de histidina, un residuo de glutamina en la  posición 

de aminoácido 47 con un residuo de arginina, un res iduo de 

serina en la posición de aminoácido 48 con un resid uo de 

asparagina, un residuo de asparagina en la posición  de 

aminoácido 51 con un residuo de glicina, un residuo  de serina 

en la posición de aminoácido 70 con un residuo de l eucina, un 

residuo de treonina en la posición de aminoácido 73  con un 

residuo de serina, un residuo de ácido glutámico en  la 

posición de aminoácido 75 con un residuo de ácido a spártico, 

un residuo de serina en la posición de aminoácido 7 6 con un 

residuo de triptófano, un residuo de treonina en la  posición 

de aminoácido 113 con un residuo de isoleucina, y u n residuo 
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de treonina en la posición de aminoácido 117 con un  residuo 

de serina conforme a la cadena ligera hR198_L3 most rada en 

SEQ ID NO: 35 del Listado de Secuencias se designó como una 

“cadena ligera tipo hR198_LG3”. 

 La secuencia de nucleótidos que codifica la cadena  

ligera tipo hR198_LG3 se muestra en SEQ ID NO: 59 d el Listado 

de Secuencias. Las posiciones de nucleótidos 61 a 7 02 

codifican una cadena ligera madura formada por la e scisión de 

la secuencia señal. Las posiciones de nucleótidos 6 1 a 378 

codifican la región variable. La secuencia de amino ácidos de 

la cadena ligera tipo hR198_LG3 se muestra en SEQ I D NO: 60 

del Listado de Secuencias. Las posiciones de aminoá cidos 21 a 

234 representan la cadena ligera madura formada por  la 

escisión de la secuencia señal. Las posiciones de a minoácidos 

21 a 126 representan la región variable. Ambas de l as 

secuencias de SEQ ID NOs: 59 y 60 también se muestr an en la 

Figura 32. Cada secuencia CDR y su SEQ ID NO corres pondiente 

se muestran en la Figura 38. 

 10)-1-4 Cadena pesada tipo hR198_HG1: 

 Una cadena pesada R198 humanizada diseñada para 

reemplazar un residuo de asparagina en la posición de 

aminoácido 78 con un residuo de ácido aspártico, y un residuo 

de valina en la posición de aminoácido 123 con un r esiduo de 

alanina conforme a la cadena pesada hR198_H3 mostra da en SEQ 

ID NO: 43 del Listado de Secuencias se designó como  una 



148  

 

 5

10

15

20

25

“cadena pesada tipo hR198_HG1”. 

 La secuencia de nucleótidos que codifica la cadena  

pesada tipo hR198_HG1 se muestra en SEQ ID NO: 61 d el Listado 

de Secuencias. Las posiciones de nucleótidos 58 a 1 398 

codifican una cadena pesada madura formada por la e scisión de 

la secuencia señal. Las posiciones de nucleótidos 5 8 a 408 

codifican la región variable. La secuencia de amino ácidos de 

la cadena pesada tipo hR198_HG1 se muestra en SEQ I D NO: 62 

del Listado de Secuencias. Las posiciones de aminoá cidos 20 a 

466 representan una cadena pesada madura formada po r la 

escisión de la secuencia señal. Las posiciones de a minoácidos 

20 a 135 representan la región variable. Ambas de l as 

secuencias de SEQ ID NOs: 61 y 62 también se muestr an en la 

Figura 33. Cada secuencia CDR y su SEQ ID NO corres pondiente 

se muestran en la Figura 38. 

 10)-1-5 Cadena pesada tipo hR198_HG2: 

 Una cadena pesada R198 humanizada diseñada para 

remplazar un residuo de valina en la posición de am inoácido 

48 con un residuo de isoleucina, un residuo de aspa ragina en 

la posición de aminoácido 78 con un residuo de ácid o 

aspártico, un residuo de alanina en la posición de aminoácido 

81 con un residuo de glicina, y un residuo de valin a en la 

posición de aminoácido 123 con un residuo de alanin a conforme 

a la cadena pesada hR198_H3 mostrada en SEQ ID NO: 43 del 

Listado de Secuencias se designó como una “cadena p esada tipo 
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hR198_HG2”. 

 La secuencia de nucleótidos que codifica la cadena  

pesada tipo hR198_HG2 se muestra en SEQ ID NO: 63 d el Listado 

de Secuencias. Las posiciones de nucleótidos 58 a 1 398 que 

codifica una cadena pesada madura formada por la es cisión de 

la secuencia señal. Las posiciones de nucleótidos 5 8 a 408 

codifican la región variable. La secuencia de amino ácidos de 

la cadena pesada tipo hR198_HG2 se muestra en SEQ I D NO: 64 

del Listado de Secuencias. Las posiciones de aminoá cidos 20 a 

466 representan una cadena pesada madura formada po r la 

escisión de la secuencia señal. Las posiciones de a minoácidos 

20 a 135 representan la región variable. Ambas de l as 

secuencias de SEQ ID NOs: 63 y 64 también se muestr an en la 

Figura 34. Cada secuencia CDR y su SEQ ID NO corres pondiente 

se muestran en la Figura 38. 

 10)-1-6 Cadena pesada tipo hR198_HG3: 

 Una cadena pesada R198 humanizada diseñada para 

remplazar un residuo de valina en la posición de am inoácido 

48 con un residuo de isoleucina, un residuo de aspa ragina en 

la posición de aminoácido 78 con un residuo de ácid o 

aspártico, un residuo de alanina en la posición de aminoácido 

81 con un residuo de metionina, y un residuo de val ina en la 

posición de aminoácido 123 con un residuo de alanin a conforme 

a la cadena pesada hR198_H3 mostrada en SEQ ID NO: 43 del 

Listado de Secuencias se designó como una “cadena p esada tipo 
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hR198_HG3”. 

 La secuencia de nucleótidos que codifica la cadena  

pesada tipo hR198_HG3 se muestra en SEQ ID NO: 65 d el Listado 

de Secuencias. Las posiciones de nucleótidos 58 a 1 398 que 

codifica una cadena pesada madura formada por la es cisión de 

la secuencia señal. Las posiciones de nucleótidos 5 8 a 408 

codifican la región variable. La secuencia de amino ácidos de 

la cadena pesada tipo hR198_HG3 se muestra en SEQ I D NO: 66 

del Listado de Secuencias. Las posiciones de aminoá cidos 20 a 

466 representan una cadena pesada madura formada po r la 

escisión de la secuencia señal. Las posiciones de a minoácidos 

20 a 135 representan la región variable. Ambas de l as 

secuencias de SEQ ID NOs: 65 y 66 también se muestr an en la 

Figura 35. Cada secuencia CDR y su SEQ ID NO corres pondiente 

se muestran en la Figura 38. 

 10)-2 Preparación del vector de expresión de antic uerpo 

de maduración por afinidad del anticuerpo anti-Orai 1 humano 

humanizado  

 10)-2-1 Construcción del vector de expresión de ca dena 

ligera tipo hR198_LG1  

 Las mutaciones para reemplazar un residuo de aspar agina 

en la posición de aminoácido 51 con un residuo de g licina, un 

residuo de treonina en la posición de aminoácido 11 3 con un 

residuo de isoleucina, y un residuo de treonina en la 

posición de aminoácido 117 con un residuo de serina  se 
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introdujeron con pCMA-LK/hR198_L3 como la plantilla  usando la 

mutagénesis KOD -Plus-. El vector de expresión obte nido que 

comprende la secuencia de nucleótidos representada por SEQ ID 

NO: 55 del Listado de Secuencias se designó como “p CMA-

LK/hR198_LG1”. 

 10)-2-2 Construcción de los vectores de expresión de 

cadena ligera tipo hR198_LG2 y LG3 

 Un fragmento de ADN que comprende la secuencia de 

codificación de región variable hR198_LG3 mostrada en las 

posiciones de nucleótidos 38 a 402 en la secuencia de 

nucleótidos de hR198_LG3 representada por SEQ ID NO : 59 del 

Listado de Secuencias se sintetizó (GeneArt Artific ial Gene 

Synthesis service). El fragmento de ADN sintetizado  se 

escindió con enzimas de restricción EcoRV y AvaI se  insertó a 

pCMA-LK/hR198_LG1 escindida con las mimas enzimas d e 

restricción como en lo anterior para construir un v ector de 

expresión hR198_LG3. El vector de expresión obtenid o se 

designó como “pCMA-LK/hR198_LG3”. 

 Las mutaciones para reemplazar un residuo de argin ina en 

la posición de aminoácido 47 con un residuo de glut amina y un 

residuo de serina en la posición de aminoácido 73 c on un 

residuo de treonina se introdujeron con pCMA-LK/hR1 98_LG3 

como la plantilla usando La mutagénesis KOD -Plus-.  El vector 

de expresión obtenido que comprende la secuencia de  

nucleótidos representada por SEQ ID NO: 57 del List ado de 
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Secuencias se designó como “pCMA-LK/hR198_LG2”. 

 10)-2-3 Construcción del vector de expresión de ca dena 

pesada tipo hR198_HG1 

 Las mutaciones para reemplazar un residuo de aspar agina 

en la posición de aminoácido 78 con un residuo de á cido 

aspártico y un residuo de valina en la posición de aminoácido 

123 con un residuo de alanina se introdujeron con p CMA-

G1/hR198_H3 como la plantilla usando La mutagénesis  KOD -

Plus-. El vector de expresión obtenido que comprend e la 

secuencia de nucleótidos representada por SEQ ID NO : 61 del 

Listado de Secuencias se designó como “pCMA-G1/hR19 8_HG1”. 

 10)-2-4 Construcción del vector de expresión de ca dena 

pesada tipo hR198_HG2  

 Las mutaciones para reemplazar un residuo de valin a en 

la posición de aminoácido 48 con un residuo de isol eucina y 

un residuo de alanina en la posición de aminoácido 81 con un 

residuo de glicina se introdujeron con pCMA-G1/hR19 8_HG1 como 

la plantilla usando La mutagénesis KOD -Plus-. El v ector de 

expresión obtenido que comprende la secuencia de nu cleótidos 

representada por SEQ ID NO: 63 del Listado de Secue ncias se 

designó como “pCMA-G1/hR198_HG2”. 

 10)-2-5 Construcción del vector de expresión de ca dena 

pesada tipo hR198_HG3 

 Una mutación para reemplazar un residuo de glicina  en la 

posición de aminoácido 81 con un residuo de metioni na se 
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introdujo con pCMA-G1/hR198_HG2 como la plantilla u sando La 

mutagénesis KOD -Plus-. El vector de expresión obte nido que 

comprende la secuencia de nucleótidos representada por SEQ ID 

NO: 65 del Listado de Secuencias se designó como “p CMA-

G1/hR198_HG3”. 

 10)-3 Preparación del anticuerpo de maduración por  

afinidad del anticuerpo anti-Orai1 humano humanizad o  

 Células FreeStyle 293F se transfectaron con cada v ector 

de expresión de cadena pesada de anticuerpo anti-Or ai1 humano 

humanizado y cada vector de expresión de cadena lig era de 

anticuerpo anti-Orai1 humano humanizado preparados en 10)-2 

por el mismo método como en 4)-5-1 para obtener un 

sobrenadante de cultivo que contiene el anticuerpo.  

 Los anticuerpos anti-Orai1 humanos humanizados se 

obtuvieron por la combinación de los pCMA-G1/hR198_ H3 o pCMA-

G1/hR198_HG1, pCMA-G1/hR198_HG2, o pCMA-G1/hR198_HG 3 

templados, con pCMA-LK/hR198_LG1, pCMA-LK/hR198_LG2 , o pCMA-

LK/hR198_LG3 se designaron como “hR198_H3/LG1”, 

“hR198_HG1/LG1”, “hR198_HG1/LG2”, “hR198_HG1/LG3”, 

“hR198_HG2/LG1”, y “hR198_HG3/LG1”, respectivamente . 

 Cada sobrenadante de cultivo obtenido se purificó por 

cromatografía de afinidad de rProteína A por el mis mo método 

como en 4)-5-2 para obtener una muestra de anticuer po 

purificada.  

 Ejemplo 11.  Actividad in vitro del anticuerpo de 
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maduración por afinidad  

 11)-1 Evaluación de la capacidad del anticuerpo de  

maduración por afinidad para ligarse por citometría  de flujo  

 A fin de evaluar la especificidad de ligación a Or ai1 

humano, la suspensión de células HEK293T transfecta das con 

pcADN3.1-DEST o la suspensión de células HEK293T 

transfectadas con pcADN3.1-hOrai1 preparadas por el  método 

mostrado en 1)-4-1 se centrifugaron para remover el  

sobrenadante. Después, las células HEK293T se suspe ndieron 

por la adición del anticuerpo de maduración por afi nidad 

hR198_H3/LG1, hR198_HG1/LG1, hR198_HG1/LG2, hR198_H G1/LG3, 

hR198_HG2/LG1, o hR198_HG3/LG1 preparados en 10)-3 o el 

anticuerpo precursor hR198_H3/L3 o hR198_H4/L4, se incubaron 

a 4°C durante 30 minutos. Las células se lavaron do s veces 

con PBS que contiene 5% de FBS, después se suspendi eron por 

la adición del conjugado Anti-IgG FITC humano dilui do 100 

veces con PBS que contiene 5% de FBS, y se incubaro n a 4°C 

durante 30 minutos. Las células se lavaron dos vece s con PBS 

que contiene 5% de FBS y después se volvieron a sus pender en 

PBS que contiene 5% de FBS y 1 µg/mL de yoduro de p ropidio, 

seguido por detección usando un citómetro de flujo (FC500). 

Los datos se analizaron usando el Flowjo. Después d e la 

exclusión de las células muertas positivas de yodur o de 

propidio por acumulación, la intensidad de fluoresc encia FITC 

de las células vivas se graficó como un histograma para 
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calcular la intensidad de fluorescencia media (MFI) . Los 

anticuerpos de maduración por afinidad hR198_H3/LG1 , 

hR198_HG1/LG1, hR198_HG1/LG2, hR198_HG1/LG3, hR198_ HG2/LG1, y 

hR198_HG3/LG1 no se ligaron a las células HEK293T 

transfectadas con pcADN3.1-DEST, como con el anticu erpo 

precursor hR198_H3/L3 o hR198_H4/L4, y, como se mue stra en la 

Figura 8, cada uno tendió a ligarse al Orai1 humano  en las 

células HEK293T transfectadas con pcADN3.1-hOrai1 e n un nivel 

equivalente a o más potente que aquel del anticuerp o 

precursor.  

 11)-2 Efecto inhibidor de la activación de células  T del 

anticuerpo de maduración por afinidad 

 Células Jurkat de línea de células T humanas se 

prepararon en una concentración de 1.5 x 10 6 células/mL en 

RPMI1640 que contiene 10% de FBS, 100 U/mL de penic ilina, y 

100 µg/mL de estreptomicina, inoculados a 80 µL/poc illo en 

una placa de cultivo celular de 96 pocillos, y se p re-

trataron con el anticuerpo de maduración por afinid ad 

hR198_H3/LG1, hR198_HG1/LG1, hR198_HG1/LG2, hR198_H G1/LG3, 

hR198_HG2/LG1, o hR198_HG3/LG1 o el anticuerpo anti -Orai1 

humano humanizado hR198_H3/L3 o hR198_H4/L4 agregad o a 10 

µL/pocillo a 37°C durante 60 minutos bajo condicion es de CO 2 

al 5%. Después, 100 ng/mL de PMA y 1 µg/mL de A2318 7 se 

agregaron a 10 µL/pocillo y se agitaron bien, segui do por el 

cultivo a 37°C durante aproximadamente 16 horas baj o 
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condiciones de CO 2 al 5%. La placa se agitó bien y después se 

centrifugó a 600 g durante 3 minutos. La concentrac ión de IL-

2 contenida en el sobrenadante se midió por el ELIS A. La 

Figura 9 muestra que los anticuerpos de maduración por 

afinidad inhiben cada uno, en una manera dependient e de 

concentración, la liberación de IL-2 de las células  Jurkat 

tratadas con PMA y A23187. Los anticuerpos de madur ación por 

afinidad cada uno inhibió la liberación de IL-2 de las 

células Jurkat en una manera dependiente de concent ración y 

todos fueron superiores en la actividad inhibidora a los 

anticuerpos anti-Orai1 humanos humanizados hH3/L3 y  hH4/L4, 

que fueron anticuerpos precursores.  

 Ejemplo 12. Preparación de la forma modificada con  la 

actividad efectora reducida del anticuerpo de madur ación por 

afinidad  

 Una secuencia hR198_HG1-LALA modificada de región 

constante derivada de hR198_HG1 por la sustitución de dos 

residuos de aminoácidos en la región constante se c onstruyó 

como se describe en los siguientes Ejemplos. 

 12)-1 Diseño del vector de expresión de cadena pes ada 

tipo LALA  

 Para evitar la citotoxicidad contra las células no rmales 

que expresan Orai1 humano, es deseable que un antic uerpo deba 

tener una actividad efectora baja. La actividad efe ctora es 

conocida por diferir entre las subclases de anticue rpo. Se 
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observan las siguientes características, por ejempl o, IgG4 

tiene actividades ADCC y CDC bajas, y IgG2 tiene ac tividad 

CDC, pero tiene actividad ADCC baja. Sobre la base de estas 

características, es posible preparar un anticuerpo IgG1 con 

actividades ADCC y CDC reducidas al sustituir parci almente 

las secuencias de región constante de IgG1 con refe rencia a 

IgG2 o IgG4. Como ejemplo, Marjan Hezareh y colabor adores, 

Journal of Virology, 75 (24): 12161-12168 (2001) mu estra que 

las actividades ADCC y CDC de la IgG1 se reducen al  

reemplazar cada uno de los residuos de lisina en la s 

posiciones 234 y 235 (las posiciones son indicadas por el 

índice de EU de Kabat y colaboradores) de IgG1 con un residuo 

de alanina. Por consiguiente, una cadena pesada de anticuerpo 

anti-Orai1 humano humanizado diseñada al remplazar un residuo 

de leucina en la posición de aminoácido 253 con un residuo de 

alanina y un residuo de leucina en la posición de a minoácido 

254 con un residuo de alanina conforme a la cadena pesada 

tipo hR198_HG1 preparada en 10)-1 se designó como u na “cadena 

pesada tipo hR198_HG1-LALA”. 

 12)-2 Construcción del vector de expresión de cade na 

pesada tipo LALA  

 12)-2-1 Construcción del vector de expresión de ca dena 

pesada tipo hR198_HG1-LALA 

 Las mutaciones se introdujeron con la cadena pesad a tipo 

hR198_H4 pCMA-G1/hR198_H4 preparada en 7)-2 como un a 
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plantilla usando un Kit de mutagénesis KOD -Plus- p ara 

construir un vector de expresión de cadena pesada t ipo 

hR198_H4-LALA. El vector de expresión obtenido se d esignó 

como “pCMA-G1-LALA/hR198_H4”. La secuencia de nucle ótidos que 

codifica la cadena pesada tipo hR198_H4-LALA y la s ecuencia 

de aminoácidos de la cadena pesada se muestran en S EQ ID NOs: 

67 y 68 (Figura 36), respectivamente, del Listado d e 

Secuencias. 

 Un fragmento de ADN de aproximadamente 0.6 kb que 

comprende la secuencia de codificación de región va riable de 

anticuerpo se obtuvo por la digestión de pCMA-G1/hR 198_HG1 

preparado en 10)-2 con las enzimas de restricción P stI y 

XbaI, y se insertó en un fragmento de ADN de aproxi madamente 

4.2 kb obtenido por la digestión de pCMA-G1-LALA/hR 198_H4 con 

las mismas enzimas de restricción como en lo anteri or usando 

Ligation High ver. 2 para construir un vector de ex presión de 

cadena pesada tipo hR198_HG1-LALA. El vector de exp resión 

obtenido se designó como “pCMA-G1-LALA/hR198_HG1”. La 

secuencia de nucleótidos que codifica la cadena pes ada tipo 

hR198_HG1-LALA y la secuencia de aminoácidos de la cadena 

pesada se muestran en SEQ ID NOs: 69 y 70 (Figura 3 7), 

respectivamente, del Listado de Secuencias. 

 12)-3 Preparación de la forma modificada con la 

actividad efectora reducida del anticuerpo de madur ación por 

afinidad  
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 12)-3-1 Producción de la forma modificada con la 

actividad efectora reducida del anticuerpo de madur ación por 

afinidad.  

 Células FreeStyle 293F (Life Technologies Corp.) s e 

subcultivaron y se cultivaron de acuerdo con el man ual. 1.2 x 

109 células FreeStyle 293F (Life Technologies Corp.) e n la 

fase de crecimiento logarítmico se inocularon en un  matraz 

Fernbach Erlenmeyer de 3 L (Corning Inc.), preparad o a 1.0 x 

106 células/mL por dilución con el medio de expresión 

FreeStyle 293 (Invitrogen Corp.), y después se cult ivó en 

agitación a 90 rpm a 37°C durante 1 hora en una inc ubadora de 

CO2 al 8%. 3.6 mg de polietilenimina (Polysciences #24 765) se 

disolvieron en 20 mL de Opti-Pro SFM (Life Technolo gies 

Corp.). Después, cada vector de expresión de cadena  ligera 

(0.8 mg) y cada vector de expresión de cadena pesad a (0.4 mg) 

preparados usando el kit de Plásmido PureLink HiPur e (Life 

Technologies Corp.) se agregaron a 20 mL de Opti-Pr o SFM 

(Life Technologies Corp.). 20 mL de la solución mez clada del 

vector de expresión/Opti-Pro SFM se agregó a 20 ml de la 

solución mezclada de polietilenimina/Opti-Pro SFM, y la 

mezcla se agitó suavemente, se dejó reposar durante  5 

minutos, y después se agregó a las células FreeStyl e 293F. 

Las células se cultivaron con agitación a 90 rpm a 37°C 

durante 7 días en una incubadora de CO 2 al 8%, y el 

sobrenadante de cultivo obtenido se filtró a través  de un 
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Filtro de Cápsula Desechable (ADVANTEC #CCS-045-E1H ). El 

hR198_HG1/LG1 se produjo por la combinación de pCMA -

G1/hR198_HG1 y pCMA-LK/hR198_LG1, y hR198_HG1-LALA/ LG1 se 

produjo por la combinación de pCMA-G1-LALA/hR198_HG 1 y pCMA-

LK/hR198_LG1. 

 12)-3-2 Purificación en dos pasos de la forma modi ficada 

con la actividad efectora reducida del anticuerpo d e 

maduración por afinidad  

 Cada anticuerpo se purificó del sobrenadante de cu ltivo 

obtenido en el Ejemplo 12)-3-1 en dos pasos usando la 

cromatografía de afinidad de rProteína A (de 4 a 6° C) e 

hidroxiapatita de cerámica (a temperatura ambiente) . El paso 

de reemplazo de solución amortiguadora después de l a 

purificación por la cromatografía de afinidad de rP roteína A 

y después de la purificación por la hidroxiapatita de 

cerámica se llevó a cabo de 4 a 6°C. El sobrenadant e de 

cultivo se aplicó a MabSelectSuRe (GE Healthcare Bi o-Sciences 

Corp., columna HiTrap) equilibrado con PBS. Después  de la 

entrada del sobrenadante de cultivo completo en la columna, 

la columna se lavó con PBS en 2 o más veces el volu men de la 

columna. Después, las fracciones que contienen el a nticuerpo 

se recolectaron por elusión con una solución de clo rhidrato 

de arginina 2 M (pH 4.0). Las soluciones amortiguad oras de 

las fracciones se reemplazaron con PBS mediante diá lisis 

(Thermo Fisher Scientific Inc., Slide-A-Lyzer Dialy sis 
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Cassette) y después se diluyó 5 veces con una soluc ión 

amortiguadora de fosfato de sodio 5 mM/MES 50 mM (p H 7.0). La 

solución de anticuerpo resultante se aplicó a una c olumna de 

hidroxiapatita de cerámica (Bio-Rad Laboratories, I nc., 

columna de Hidroxiapatita Tipo 1 Bio-Scale CHT) equ ilibrada 

con una solución amortiguadora de NaPi 5 mM/MES 50 mM/NaCl 30 

mM (pH 7.0). Las fracciones que contienen el anticu erpo se 

recolectaron por elución de gradiente de concentrac ión lineal 

con cloruro de sodio. Las soluciones amortiguadoras  de las 

fracciones se reemplazaron con HBSor (histidina 25 mM/5% de 

sorbitol, pH 6.0) por diálisis (Thermo Fisher Scien tific 

Inc., Casete de Diálisis Slide-A-Lyzer). La solució n se 

concentró en una concentración de IgG de 5 mg/mL o más alta 

usando un Dispositivo de Filtración UF de Centrífug a VIVASPIN 

20 (corte de peso molecular: UF10K, Sartorius Japón  K.K., 

4°C). Finalmente, la solución de anticuerpo se filt ró a 

través de un filtro Minisart-Plus (Sartorius Japón K.K.) y se 

usó como una muestra purificada.  

 Ejemplo 13. Preparación de los vectores de expresi ón 

2C1.1 y 5H3.1 de anticuerpo anti-Orai1 humano  

 Los anticuerpos 2C1.1 y 5H3.1 se prepararon sobre la 

base de las secuencias de aminoácidos de las cadena s ligeras 

y pesadas descritas en WO2011063277A1. 

 13)-1 Construcción del vector de expresión de cade na 

pesada tipo IgG2 quimerizado y humanizada pCMA-G2 
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 Un fragmento de ADN obtenido por la digestión de p CMA-LK 

con XbaI y PmeI para remover la secuencia que codif ica una 

señal de secreción de cadena κ y una región constante de 

cadena κ humana se ligó con un fragmento de ADN (mostrado e n 

SEQ ID NO: 71 del Listado de Secuencias) que compre nde una 

secuencia que codifica una señal de secreción de ca dena 

pesada humana y aminoácidos de una región constante  IgG2 

humana usando el kit de clonación de PCR In-Fusion Advantage 

para construir un vector de expresión de cadena pes ada tipo 

IgG2 quimérico y humanizado pCMA-G2 que tiene una s ecuencia 

señal, un sitio de clonación, y la secuencia de cod ificación 

de región constante de cadena pesada IgG2 humana ca dena abajo 

de un promotor CMV. 

 13)-2 Construcción del vector de expresión de cade na 

pesada de anticuerpo 2C1.1 

 Un fragmento de ADN que comprende la secuencia de 

codificación de región variable de cadena pesada de  

anticuerpo 2C1.1 mostrada en las posiciones de nucl eótidos 36 

a 434 en la secuencia de nucleótidos de codificació n de 

cadena pesada de anticuerpo 2C1.1 representada por SEQ ID NO: 

72 del Listado de Secuencias se sintetizó (GeneArt Artificial 

Gene Synthesis service). El fragmento de ADN que co mprende la 

secuencia de codificación de región variable de cad ena pesada 

de anticuerpo 2C1.1 se amplificó con el fragmento d e ADN 

sintetizado como una plantilla usando KOD -Plus- y se insertó 
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en el sitio correspondiente del vector de expresión  de cadena 

pesadas de tipo IgG2 de anticuerpo quimérico y huma nizado 

pCMA-G2 escindido con una enzima de restricción Blp I usando 

un kit de clonación In-Fusion HD PCR para construir  un vector 

de expresión de cadena pesada de anticuerpo 2C1.1. El vector 

de expresión obtenido se designó como “pCMA-G2/2C1. 1”. 

 La secuencia de aminoácidos de la cadena pesada de  

anticuerpo 2C1.1 se muestra en SEQ ID NO: 73 del Li stado de 

Secuencias. 

 13)-3 Construcción del vector de expresión de cade na 

ligera de anticuerpo 2C1.1 

 Un fragmento de ADN que comprende las secuencias d e 

codificación (cadena λ) de región variable de región 

constante de cadena ligera de anticuerpo 2C1.1 most radas en 

las posiciones de nucleótidos 38 a 739 en la secuen cia de 

nucleótidos de codificación de cadena ligera de ant icuerpo 

2C1.1 representada por SEQ ID NO: 74 del Listado de  

Secuencias se sintetizó (GeneArt Artificial Gene Sy nthesis 

service). El fragmento de ADN que comprende la regi ón 

variable de cadena ligera de anticuerpo 2C1.1 y las  

secuencias de codificación de región constante se a mplificó 

con el fragmento de ADN sintetizado como una planti lla usando 

KOD -Plus- y se insertó en el sitio correspondiente  del 

vector de expresión de cadena ligera de anticuerpo quimérico 

y humanizado pCMA-LK escindido con las enzimas de r estricción 
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BsiWI y PmeI usando un kit de clonación In-Fusion H D PCR para 

construir un vector de expresión de cadena ligera d e 

anticuerpo 2C1.1. El vector de expresión obtenido s e designó 

como “pCMA-L/2C1.1”. 

 La secuencia de aminoácidos de la cadena ligera de  

anticuerpo 2C1.1 se muestra en SEQ ID NO: 75 del Li stado de 

Secuencias. 

 13)-4 Construcción del vector de expresión de cade na 

pesada de anticuerpo 5H3.1 

 Un fragmento de ADN que comprende la secuencia de 

codificación de región variable de cadena pesada de  

anticuerpo 5H3.1 mostrada en las posiciones de nucl eótidos 36 

a 434 en la secuencia de nucleótidos de codificació n de 

cadena pesadas de anticuerpo 5H3.1 representada por  SEQ ID 

NO: 76 del Listado de Secuencias se sintetizó (Gene Art 

Artificial Gene Synthesis service). Un vector de ex presión de 

cadena pesada de anticuerpo 5H3.1 se construyó por el mismo 

método como en el Ejemplo 13)-2. El vector de expre sión 

obtenido se designó como “pCMA-G2/5H3.1”. 

 La secuencia de aminoácidos de la cadena pesada de  

anticuerpo 5H3.1 se muestra en SEQ ID NO: 77 del Li stado de 

Secuencias. 

 13)-5 Construcción del vector de expresión de cade na 

ligera de anticuerpo 5H3.1  

 Un fragmento de ADN que comprende la región variab le de 
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cadena ligera de anticuerpo 5H3.1 y las secuencias de 

codificación de región constante mostradas en las p osiciones 

de nucleótidos 38 a 742 en la secuencia de nucleóti dos de 

codificación de cadena ligera de anticuerpo 5H3.1 

representada por SEQ ID NO: 78 del Listado de Secue ncias se 

sintetizó (GeneArt Artificial Gene Synthesis servic e). Un 

vector de expresión de cadena ligera de anticuerpo 5H3.1 se 

construyó por el mismo método como en el Ejemplo 13 )-3. El 

vector de expresión obtenido se designó como “pCMA- L/5H3.1”. 

 La secuencia de aminoácidos de la cadena ligera de  

anticuerpo 5H3.1 se muestra en SEQ ID NO: 79 del Li stado de 

Secuencias. 

 13)-6 Preparación de los anticuerpos 2C1.1 y 5H3.1   

 13)-6-1 Producción de los anticuerpos 2C1.1 y 5H3. 1  

 Cada anticuerpo se produjo por el mismo método com o en 

el Ejemplo 12)-3-1. El anticuerpo 2C1.1 se produjo por la 

combinación de pCMA-G2/2C1.1 y pCMA-L/2C1.1, y el a nticuerpo 

5H3.1 se produjo por la combinación de pCMA-G2/5H3. 1 y pCMA-

L/5H3.1. 

 13)-6-2 Purificación en dos pasos de los anticuerp os 

2C1.1 y 5H3.1  

 Cada anticuerpo se purificó en dos pasos por el mi smo 

método como en el Ejemplo 12)-3-2 del sobrenadante de cultivo 

producido en el Ejemplo 13)-6-1. 

 Ejemplo 14. Preparación de anticuerpos anti-Orai1 10F8, 
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14F74, y 17F6 

 Los anticuerpos 10F8, 14F74, y 17F6 se prepararon sobre 

la base de las secuencias de aminoácidos de las cad enas 

ligeras y pesadas descritas en WO2013091903A1. 

 14)-1 Construcción del vector de expresión de cade na 

pesada de anticuerpo 10F8  

 Un fragmento de ADN que comprende la secuencia de 

nucleótidos de codificación de cadena pesada de ant icuerpo 

10F8 representada por SEQ ID NO: 80 del Listado de Secuencias 

se sintetizó (GeneArt Artificial Gene Synthesis ser vice). El 

fragmento de ADN que comprende la secuencia de codi ficación 

de cadena pesada de anticuerpo 10F8 se amplificó co n el 

fragmento de ADN sintetizado como una plantilla usa ndo KOD -

Plus- y se insertó en el sitio del cual la secuenci a que 

codifica una señal de secreción de cadena κ y una región 

constante de cadena κ humana se removió por la digestión del 

vector de expresión de cadena ligera de anticuerpo quimérico 

y humanizado pCMA-LK con enzimas de restricción Xba I y PmeI, 

usando un kit de clonación In-Fusion HD PCR para co nstruir un 

vector de expresión de cadena pesada de anticuerpo 10F8. El 

vector de expresión obtenido se designó como “pCMA/ 10F8H”. 

 La secuencia de aminoácidos de la cadena pesada de  

anticuerpo 10F8 se muestra en SEQ ID NO: 81 del Lis tado de 

Secuencias. 

 14)-2 Construcción del vector de expresión de cade na 
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ligera de anticuerpo 10F8  

 Un fragmento de ADN que comprende la secuencia de 

nucleótidos de codificación de cadena ligera de ant icuerpo 

10F8 representado por SEQ ID NO: 82 del Listado de Secuencias 

se sintetizó (GeneArt Strings DNA Fragments). El fr agmento de 

ADN sintetizado insertado en el sitio del cual la s ecuencia 

que codifica una señal de secreción de cadena κ y una región 

constante de cadena κ humana se removió por la digestión del 

vector de expresión de cadena ligera de anticuerpo quimérico 

y humanizado pCMA-LK con las enzimas de restricción  XbaI y 

PmeI, usando un kit de clonación In-Fusion HD PCR p ara 

construir un vector de expresión de cadena ligera d e 

anticuerpo 10F8. El vector de expresión obtenido se  designó 

como “pCMA/10F8L”. 

 La secuencia de aminoácidos de la cadena ligera de  

anticuerpo 10F8 se muestra en SEQ ID NO: 83 del Lis tado de 

Secuencias. 

 14)-3 Construcción del vector de expresión de cade na 

pesada de anticuerpo 14F74  

 Un fragmento de ADN que comprende la secuencia de 

nucleótidos de codificación de cadena pesada de ant icuerpo 

14F74 representado por SEQ ID NO: 84 del Listado de  

Secuencias se sintetizó (GeneArt Artificial Gene Sy nthesis 

service). Un vector de expresión de cadena pesada d e 

anticuerpo 14F74 se construyó por el mismo método c omo en el 
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Ejemplo 14)-1. El vector de expresión obtenido se d esignó 

como “pCMA/14F74H”. 

 La secuencia de aminoácidos de la cadena pesada de  

anticuerpo 14F74 se muestra en SEQ ID NO: 85 del Li stado de 

Secuencias. 

 14)-4 Construcción del vector de expresión de cade na 

ligera de anticuerpo 14F74  

 Un fragmento de ADN que comprende la secuencia de 

nucleótidos que codifica la cadena ligera del antic uerpo 

14F74 representada por SEQ ID NO: 86 del Listado de  

Secuencias se sintetizó (GeneArt Strings DNA Fragme nts). El 

vector de expresión de cadena ligera de anticuerpo 14F74 se 

construyó por el mismo método como en el Ejemplo 14 )-2. El 

vector de expresión obtenido se designó como “pCMA/ 14F74L”. 

 La secuencia de aminoácidos de la cadena ligera de  

anticuerpo 14F74 se muestra en SEQ ID NO: 87 del Li stado de 

Secuencias. 

 14)-5 Construcción vector de expresión de cadena p esada 

de anticuerpo 17F6  

 Un fragmento de ADN que comprende la secuencia de 

nucleótidos de codificación de cadena pesada de ant icuerpo 

17F6 representada por SEQ ID NO: 88 del Listado de Secuencias 

se sintetizó (GeneArt Artificial Gene Synthesis ser vice). Un 

vector de expresión de cadena pesada de anticuerpo 17F6 se 

construyó por el mismo método como en el Ejemplo 14 )-1. El 
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vector de expresión obtenido se designó como “pCMA/ 17F6H”. 

 La secuencia de aminoácidos de la cadena pesada de  

anticuerpo 17F6 se muestra en SEQ ID NO: 89 del Lis tado de 

Secuencias. 

 14)-6 Construcción vector de expresión de cadena l igera 

de anticuerpo 17F6  

 Un fragmento de ADN que comprende la secuencia de 

nucleótidos que codifica la cadena ligera de anticu erpo 17F6 

representada por SEQ ID NO: 90 del Listado de Secue ncias se 

sintetizó (GeneArt Strings DNA Fragments). Un vecto r de 

expresión de cadena ligera de anticuerpo 17F6 se co nstruyó 

por el mismo método como en el Ejemplo 14)-2. El ve ctor de 

expresión obtenido se designó como “pCMA/17F6L”. 

 La secuencia de aminoácidos de la cadena ligera de  

anticuerpo 17F6 se muestra en SEQ ID NO: 91 del Lis tado de 

Secuencias. 

 14)-7 Preparación de los anticuerpo 10F8, 14F74, y  17F6  

 14)-7-1 Producción de los anticuerpos 10F8, 14F74,  y 

17F6  

 Cada anticuerpo se produjo por el mismo método com o en 

el Ejemplo 12)-3-1. El anticuerpo 10F8 se produjo p or la 

combinación de pCMA/10F8H y pCMA/10F8L. El anticuer po 14F74 

se produjo por la combinación de pCMA/14F74H y pCMA /14F74L. 

El anticuerpo 17F6 se produjo por la combinación de  

pCMA/17F6H y pCMA/17F6L. 
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 14)-7-2 Purificación en dos pasos de anticuerpos 1 0F8, 

14F74, y 17F6 

 Cada anticuerpo se purificó en dos pasos por el mi smo 

método como en el Ejemplo 12)-3-2 del sobrenadante de cultivo 

obtenido en el Ejemplo 14)-7-1. 

 Ejemplo 15. Comparación de la actividad in vitro de la 

forma modificada con la actividad efectora reducida  del 

anticuerpo de maduración por afinidad con otros ant icuerpos 

anti-Orai1 humano  

 15)-1 Actividad de ligación a antígeno del anticue rpo 

anti-Orai1 humano por citometría de flujo  

 Una suspensión celular de células HEK293T transfec tadas 

por el método mostrado en 1)-4-2 con cada vector de  expresión 

Orai1 humano construido en 1)-1-1 se centrifugó par a remover 

un sobrenadante. Después, las células HEK293T trans fectadas 

con pcADN3.1-hOrai1 o las células HEK293T transfect adas con 

pcADN3.1-DEST se suspendieron por la adición de hR1 98_HG1/LG1 

o hR198_HG1/LG1-LALA preparados en 12)-3, 2C1.1 o 5 H3.1 

preparados en 13)-6, 10F8, 14F74, o 17F6 preparados  en 14)-7, 

o un anticuerpo de control IgG humano o un anticuer po de 

control IgG de ratón como un control, y se incubaro n a 4°C 

durante 30 minutos. Las células se lavaron dos vece s con PBS 

que contiene 5% de FBS, después se suspendieron por  la 

adición del conjugado Anti-IgG FITC humano diluido 100 veces 

con PBS que contiene 5% de FBS para los anticuerpos  humanos o 
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el conjugado Anti-IgG FITC de ratón (Cappel Laborat ories, 

Inc.) para los anticuerpos de ratón, y se incubaron  a 4°C 

durante 30 minutos. Las células se lavaron dos vece s con PBS 

que contiene 5% de FBS y después se volvieron a sus pender en 

PBS que contiene 5% de FBS y 1 µg/mL de yoduro de p ropidio, 

seguido por detección usando un citómetro de flujo (FC500). 

Los datos se usaron analizando Flowjo. Después de l a 

exclusión de las células muertas positivas de yodur o de 

propidio por acumulación, la intensidad de fluoresc encia FITC 

de las células vivas se graficó como un histograma para 

calcular la intensidad de fluorescencia media (MFI) . 

hR198_HG1/LG1, hR198_HG1-LALA/LG1, 2C1.1, 5H3.1, 10 F8, 14F74, 

y 17F6 no se ligaron a las células HEK293T transfec tadas con 

pcADN3.1-DEST y, como se muestra en la Figura 10 (a nticuerpos 

humanos) y la Figura 11 (anticuerpos de ratón), cad a uno se 

ligó a las células HEK293T transfectadas con pcADN3 .1-hOrai1, 

mostrando que todos estos anticuerpos se ligan 

específicamente al Orai1 humano. Por otra parte, no  se 

observó esta ligación en el anticuerpo de control I gG de 

ratón. 

 15)-2 Efecto inhibidor de la activación de la líne a de 

células T humanas del anticuerpo anti-Orai1 humano  

 Células Jurkat de línea de células T humanas se 

prepararon en una concentración de 1.5 x 10 6 células/mL en 

RPMI1640 (que contiene 10% de FBS, 100 U/mL de peni cilina, y 
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100 µg/mL de estreptomicina), inoculadas en 80 µL/p ocillo en 

una placa de cultivo celular de 96 pocillos, y se p re-

trataron con hR198_HG1/LG1, hR198_HG1-LALA/LG1, 2C1 .1, 5H3.1, 

10F8, 14F74, o 17F6 se agregaron a 10 µL/pocillo a 37°C 

durante 60 minutos bajo condiciones de CO 2 al 5%. Después, 

100 ng/mL de PMA y 1 µg/mL de A23187 se agregaron a  10 

µL/pocillo (concentración final: 10 ng/mL de PMA y 100 ng/mL 

de A23187) y se agitó bien, seguido por cultivo a 3 7°C 

durante d aproximadamente 16 horas bajo condiciones  de CO 2 al 

5%. La placa se agitó bien y después se centrifugó a 600 g 

durante 3 minutos. La concentración de IL-2 conteni da en el 

sobrenadante se midió por el ELISA. La Figura 12 mu estra que 

los anticuerpos anti-Orai1 humanos inhiben cada uno , en una 

manera dependiente de concentración, la liberación de IL-2 de 

las células Jurkat tratadas con PMA y A23187. La Fi gura 13 

muestra las concentraciones inhibidoras máximas med ias (IC 50) 

y el 80% de concentraciones inhibidoras (IC 80) de 

hR198_HG1/LG1, hR198_HG1-LALA/LG1, 2C1.1, 5H3.1, 10 F8, 14F74, 

y 17F6 con la concentración de IL-2 en ausencia del  

anticuerpo definido como 100%. La IC 50 de los anticuerpos de 

las técnicas anteriores fue 80 ng/mL o más alta, mi entras que 

la IC 50 de los anticuerpos típicos de la presente invenció n 

fue 10 ng/mL o más baja. La IC 80 de los anticuerpos de las 

técnicas anteriores fue 60000 ng/mL o más alta, mie ntras que 

la IC 80 de los anticuerpos típicos de la presente invenció n 
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fue 200 ng/mL o más baja. 

 15)-3 Efectos inhibidores de la activación de célu las 

mononucleares de sangre periférica humanas de la fo rma 

modificada con actividad efectora reducida del anti cuerpo de 

maduración por afinidad y otros anticuerpos anti-Or ai1 

humanos  

 Células mononucleares de sangre periférica humanas  

(PBMC) se adquirieron como un producto congelado de  Cellular 

Technology Ltd., y se usaron después de ser descong eladas de 

acuerdo con el manual de instrucciones. Las PBMC re paradas en 

una concentración de 2.0 x 10 6 células/mL en RPMI1640 que 

contiene 10% de FBS, 100 U/mL de penicilina, y 100 µg/mL de 

estreptomicina se inoculó a 80 µL/pocillo en una pl aca de 

cultivo de cultivo celular de 96 pocillos, y se pre -trató con 

cada anticuerpo anti-Orai1 humano agregado en 10 µL /pocillo 

durante 60 minutos en una incubadora a 37°C. Despué s, 100 

ng/mL de PMA y 1 µg/mL de A23187 se agregaron en 10  

µL/pocillo y se agitaron bien, seguido por cultivo a 37°C 

durante aproximadamente 16 horas bajo condiciones d e CO2 al 

5%. La placa se agitó bien y después se centrifugó a 600 g 

durante 3 minutos. La concentración de IL-2 y la 

concentración de interferón gamma (IFN- γ) (Mabtech AB) 

contenido en el sobrenadante se midió por el ELISA.  La Figura 

51 muestra que los anticuerpos anti-Orai1 humano in hiben cada 

uno, en una manera dependiente de concentración, la  
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liberación de IL-2 de las PBMC humanas tratadas con  PMA y 

A23187. La Figura 52 muestra las concentraciones in hibidoras 

máximas medias (IC 50) y el 80% de concentraciones inhibidoras 

(IC 80) de hR198_HG1/LG1, hR198_HG1-LALA/LG1, 2C1.1, 5H3. 1, 

10F8, 14F74, y 17F6 con la concentración de IL-2 en  ausencia 

del anticuerpo definido como 100%. La IC 50 de los anticuerpos 

de las técnicas anteriores fue 100 ng/mL o más alta , mientras 

que la IC 50 de los anticuerpos típicos de la presente 

invención fue 20 ng/mL o más baja. La IC 80 de los anticuerpos 

de la técnica anteriores fue 17000 ng/mL o más alta , mientras 

que la IC 80 de los anticuerpos típicos de la presente 

invención fue 400 ng/mL o más baja. La Figura 53 mu estra que 

los anticuerpos anti-Orai1 humanos inhiben cada uno , en una 

manera dependiente de concentración, la liberación de IFN- γ 

de las PBMC humanas tratadas con PMA y A23187. La F igura 54 

muestra las concentraciones inhibidoras máximas med ias (IC 50) 

y el 80% de concentraciones inhibidoras (IC 80) de 

hR198_HG1/LG1, hR198_HG1-LALA/LG1, 2C1.1, 5H3.1, 10 F8, 14F74, 

y 17F6 con la concentración de IFN- γ en ausencia del 

anticuerpo definido como 100%. La IC 50 de los anticuerpos de 

las técnicas anteriores fue 800 ng/mL o más alta, m ientras 

que la IC 50 de los anticuerpos típicos de la presente 

invención fue 40 ng/mL o más baja. La IC 80 de los anticuerpos 

de las técnicas anteriores fue 300000 ng/mL o más a lta, 

mientras que la IC 80 de los anticuerpos típicos de la presente 
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invención fue 2000 ng/mL o más baja. 

 Ejemplo 16. Actividad in vivo de hR198_HG1/LG1 

 16)-1 Efecto de la administración de hR198_HG1/LG1  en el 

modelo de enfermedad de injerto versus hospedero de  ratón 

trasplantados con PBMC humanas  

 Se sabe que la reacción similar a la enfermedad de  

injerto versus hospedero humana puede ser inducida por el 

trasplante de las PBMC humanas a ratones NSG (NOD.C g-

PrkdcscidIl2rgtm1Wjl/SzJ), que son ratones inmunodeficientes 

combinados graves (Clinical and Experimental Immuno logy, 157: 

104-118 (2009)). 17 ratones NSG machos de seis sema nas de 

edad adquiridos de Charles River Laboratories Japón , Inc. Se 

irradiaron con rayos X de 2.0 Gy (aparato de irradi ación de 

rayos X Hitachi MBR-1520R-4). Después, los ratones se 

dividieron en un grupo que implica dos ratones y 3 grupos que 

implican cada uno 5 ratones. El hR198_HG1/LG1 prepa rado en 3 

mg/mL y 6 mg/mL con HBSor (25 mM histidina/5% sorbi tol, pH 

6.0) se administró intravenosamente en 10 mL/kg, es  decir, 30 

mg/kg y 60 mg/kg, las colas de los ratones de 2 gru pos (n = 

5). Solo el HBSor se administró a un grupo adiciona l (n = 5) 

como un grupo de vehículo. Al siguiente día, las PB MC humanas 

congeladas (Cellular Technology Ltd.) se descongela ron usando 

el antiagregado CTL (Cellular Technology Ltd.) de a cuerdo con 

el protocolo, y 3,000,000 de células PBMC humanas s e 

suspendieron en 200 µL de PBS y se trasplantaron a ratones de 
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los 3 grupos (n = 5), mientras que las PBMC humanas  no se 

trasplantaron al grupo 1 (n = 2), que se observó a través del 

tiempo como un grupo de control irradiado por rayos  X. 0, 7, 

14, y 21 días después de la irradiación de rayos X,  

hR198_HG1/LG1 o HBSor se administraron en la misma dosis como 

en lo anterior a los grupos de administración. El p eso 

corporal de cada ratón se midió en los días 0, 1, 4 , 7, 9, 

10, 11, y 13, y subsecuentemente cada día. El cambi o en el 

peso corporal se calculó en términos de porcentaje con el 

peso corporal en el día 0 definido como 100%. El ca mbio en el 

peso corporal promedio de cada grupo se muestra en la Figura 

55. La disminución en el peso corporal promedio del  grupo de 

administración de vehículo comenzó a ser observado de 

aproximadamente el día 16. El experimento se termin ó en el 

día 21 cuando el peso corporal promedio del grupo d e 

administración de vehículo descendió abajo de 80%. En este 

punto en el tiempo, el grupo de control irradiado c on rayos X 

que no recibió PBMC humanas no mostró pérdida de pe so. Los 

ratones administrados con hR198_HG1/LG1 a 30 mg/kg y 60 mg/kg 

no perdieron sus pesos corporales, y el peso corpor al 

promedio fue equivalente a aquel de los ratones no 

trasplantados con PBMC humanas. hR198_HG1/LG1 (anti cuerpo 

anti-Orai1) que suprimió notablemente los síntomas de la 

enfermedad de injerto versus hospedero provocada po r la 

activación de las PBMC humanas en este sistema se e spera que 
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tenga un efecto terapéutico y/o profiláctico en la enfermedad 

de injerto versus hospedero humana. 

 16)-2 Evaluación de la actividad in vivo de 

hR198_HG1/LG1 usando un ratón inactivado de Orai1 h umano  

 16)-2-1 Preparación del ratón inactivado de Orai1 humano  

 Ratones inactivados de Orai1 humano en los cuales la 

secuencia de aminoácidos del dominio de bucle extra celular 

del Orai1 de ratón se reemplazó con una secuencia O rai1 

humana se prepararon por Institute of Immunology Co ., Ltd. de 

acuerdo con un método estándar de preparación de ra tón 

genéticamente modificado. En resumen, un vector a d iana 

inactivo del gen Orai1 humano se construyó al reemp lazar la 

secuencia de ADN de una región de codificación de c lon BAC 

que comprende el sitio del gen Orai1 de ratón con e l sitio 

del gen Orai1 humano mientras que se introduce el m ismo un 

gen de resistencia da la neomicina flanqueado por l as 

secuencias loxP. Las células ES de ratón se transfe ctaron con 

este vector de orientación a diana para establecer una línea 

resistente G418. Una línea de células ES que tiene el sitio 

del gen diana específicamente recombinado se clasif icó por 

hibridación de Southern. El marcador de selección s e removió 

por transfección con un vector de expresión Cre, y la línea 

de células ES resultante se utilizó para preparar l os ratones 

F1 quiméricos. La genotipificación se llevó a cabo por 

hibridación de Southern para seleccionar los indivi duos 
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mutantes heterocigotos de entre los ratones F1. Los  

individuos mutantes heterocigotos F1 seleccionados se 

parearon para preparar los ratones inactivados de O rai1 

humano como mutante homocigotos F2. 

 16)-2-2 Efecto supresor de la reacción de anafilax is 

cutánea pasiva (PCA) de hR198_HG1/LG1 

 La reacción de PCA de ratón se llevó a cabo de acu erdo 

con un método estándar. Ratones inactivados de Orai 1 humanos 

de ocho semanas de edad producidos por Institute of  

Immunology Co., Ltd., o ratones de una camada de ti po 

silvestre se retuvieron en los posicionadores. Desp ués, 

hR198_HG1/LG1 preparado en 6 mg/mL con HBSor se adm inistró 

intravenosamente en 10 mL/kg, es decir, 60 mg/kg, a  las colas 

de los ratones. Solo el HBSor se administró a un gr upo de 

vehículo. Al siguiente día, 10 µL de anti-OVA IgE d e 

orientación (Chondrex, Inc.) ajustado a 10 µg/mL co n solución 

salina fisiológica se administró intracutáneamente a la 

aurícula de cada ratón bajo anestesia de inhalación  con 

isofluorano (Pfizer Japón Inc.). Después de 24 hora s, la 

solución salina fisiológica que contiene 2 mg/mL de  OVA 

(Albúmina de clara de huevo de pollo, Sigma-Aldrich  Corp.) y 

20 mg/mL de Evans blue (Merck KGaA) se administró 

intravenosamente en 5 mg/kg de OVA y 100 mg/kg de E vans blue 

a la cola. Después de 30 minutos, cada ratón se sac rificó 

mediante flebotomía bajo anestesia profunda con iso fluorano, 
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y su aurícula se escindió y se sumergió en 0.5 mL d e DMSO, 

seguido por la extracción de Evans blue (37°C, 72 h oras). La 

solución de DMSO que contiene el Evans blue extraíd o se 

transfirió a 200 µL/pocillo a una microplaca de 96 pocillos, 

y 650 nm O.D. Se midieron usando un lector de micro placas 

(Molecular Devices Corp., SpectraMax M5e). La absor bancia del 

Evans blue extravasado se determinó de acuerdo con un método 

de cálculo proporcionado a continuación y se indicó  con el 

valor promedio del grupo de administración de vehíc ulo 

definido como 100%. La absorbancia de una solución de DMSO se 

determinó como un blanco. % = (muestra OD650 - blan co OD650) 

/ (vehículo OD650 - blanco OD650). La Figura 56 mue stra que 

el hR198_HG1/LG1 suprime la reacción de PCA inducid a en 

ratones inactivados de Orai1 humano. La reacción de  PCA de 

ratones es un sistema modelo básico de anafilaxis d e 

reproducción de alergia de tipo inmediato, que es l a reacción 

alérgica tipo I en humanos, y este sistema es conoc ido por 

ser utilizable en la evaluación de fármacos antialé rgicos 

(Archives internationales de pharmacodynamie et de therapie, 

165: 92-102 (1967); and International archives of a llergy and 

applied immunology, 78: 113-117 (1985)). El hR198_H G1/LG1 

(anticuerpo anti-Orai1), confirmado en este sistema  tiene 

actividad inhibidora contra la desgranulación de ma stocitos 

dependientes de IgE, se espera que tenga un efecto 

terapéutico y/o profiláctico en el asma bronquial, rinitis 
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alérgica, y dermatitis atópica encontrada en los in hibidores 

de desgranulación de mastocitos existentes, y enfer medades 

alérgicas tipo 1 similares en humanos, por ejemplo,  asma 

alérgico.  

 16)-2-3 Efecto supresor de la reacción de 

hipersensibilidad de tipo retardado (DTH) de hR198_ HG1/LG1 

 La reacción DTH de ratón se llevó a cabo de acuerd o con 

un método estándar. Ratones inactivados de Orai1 hu mano de 

ocho semanas de edad producidos por Institute of Im munology 

Co., Ltd., o ratones de camada de tipo silvestre se  

retuvieron en los posicionadores. Después, el hR198 _HG1/LG1 

preparado en 6 mg/mL con HBSor se administró intrav enosamente 

en 10 mL/kg, es decir, 60 mg/kg, a las colas de los  ratones. 

Solo el HBSor se administró a un grupo de vehículo.  Al 

siguiente día, 50 µL de una emulsión preparada al m ezclar 

mBSA (Albúmina Bovino Metilada, Sigma-Aldrich Corp. ) diluida 

en 5 mg/mL con solución salina fisiológica y un ady uvante 

completo de Freund (Difco Laboratories) en cantidad es iguales 

se administró subcutáneamente a cada una de ambas a xilas de 

cada ratón para inmunización. Después de 6 días, el  

hR198_HG1/LG1 se administró intravenosamente nuevam ente a 60 

mg/kg a la cola. Al siguiente día, el mBSA preparad o en 0.5 

mg/mL con solución salina fisiológica, y solución s alina 

fisiológica se administraron cada una intracutáneam ente a la 

pata inferior bajo anestesia de inhalación con isof luorano. 
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6, 24, y 48 horas después de la administración, el 

hinchamiento en la pata se midió usando un indicado r de 

carátula. El cambio dependiente de tiempo en el esp esor del 

hinchamiento en la pata se calculó con el hinchamie nto en 0 

horas a 0 (10 -2  mm) y se determinó con el valor promedio del 

grupo de administración de vehículo definido como 1 00%. Las 

Figuras 57A-57C muestran que el hR198_HG1/LG1 supri mió la 

reacción de DTH inducida en los ratones inactivados  de Orai1 

huaño en cada punto en el tiempo de 6 horas (fig. 5 7A), 24 

horas (fig. 57B), y 48 horas (fig. 57C) después de la 

administración del antígeno. La reacción de DTH de ratón es 

un sistema para observar el establecimiento y respu esta de la 

inmunización dependiente de células T y es bien sab ido que un 

fármaco que muestra actividad en este sistema se de sarrolló 

como un inmunosupresor potente (Clinical and Experi mental 

Immunology, 52: 599-606 (1983)). El hR198_HG1/LG1 ( anticuerpo 

anti-Orai1), confirmado en este sistema tiene activ idad 

supresora contra la inmunización de células T, se e spera que 

tenga efecto terapéutico y/o profiláctico en las re spuestas 

del cuerpo o enfermedades provocadas por la activid ad de 

células T en humanos, por ejemplo, rechazos de tras plantes, 

enfermedades inmunológicas y enfermedades inflamato rias.  

 16)-2-4 Estudio en la actividad supresora del anti cuerpo 

anti-Orai1 contra dermatitis 

 La dermatitis se induce por cualquiera de los sigu ientes 
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métodos: 0.5 mL de una solución de antígeno de albú mina se 

administra intraperitonealmente a un ratón, y despu és de 2 

semanas, la misma cantidad como en la anterior del antígeno 

se inyecta al mismo como un refuerzo. Después, la s olución de 

antígeno de albúmina se aplica repetitivamente a la  oreja (20 

µL) o el lomo (100 µL) 3 a 6 veces en intervalos de  3 días a 

2 semanas. Alternativamente, una crema de antígeno de ácaros 

se aplica repetitivamente a la oreja (20 µL) o el l omo (100 

µL) 3 a 6 veces en intervalos de 3 días a 2 semanas . Se 

prepara un cloruro de picrilo de hapteno o 

dinitrofluorobenceno de acuerdo con el protocolo y se aplica 

a la oreja (20 µL) o el lomo (100 µL) una vez o dos  veces a 

la semana durante 8 semanas a lo máximo. Alternativ amente, la 

sustancia que induce la reacción cutánea histamina,  Compuesto 

40/80, éster de 5- (y 6-)carboxifluorescein-diaceta to 

succinimidilo, isotiocianato de fluoresceína, o pép tido 

similar a bombesina se administra a la oreja (20 µL ), el lomo 

(100 µL), o la médula espinal (5 µL). El anticuerpo  anti-

Orai1 se administra intravenosa o subcutáneamente u n día 

antes de la inducción de la dermatitis o 1 hora a 4  horas 

antes de la inducción de la dermatitis. Después, la  

frecuencia de la administración se ajusta en interv alos de 

día 7 al día 28 para continuar la administración de l 

anticuerpo. Después de la inducción de la dermatiti s, la 

medición del espesor de la aurícula usando un indic ador de 
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carátula de espesor o la clasificación macroscópica  de 

dermatitis se lleva a cabo a través del tiempo. Des pués de la 

terminación del período de prueba, la cuantificació n de las 

concentraciones del anticuerpo, citocinas, o biomar cadores en 

suero en sangre o tejidos, la examinación de la act ividad de 

crecimiento, capacidad de producción de citocinas, antígenos 

superficiales, o similares de las células obtenidas  de la 

piel, sangre periférica, el timo, el bazo, los nodo s 

linfáticos, o la médula ósea, análisis histopatológ ico, etc., 

se llevan a cabo para determinar la actividad supre sora del 

anticuerpo anti-Orai1 contra la dermatitis. 

 16)-2-5 Estudio en la actividad supresora del anti cuerpo 

anti-Orai1 contra la psoriasis 

 En el caso de usar imiquimod, la dermatitis psoriá tica 

se induce por aplicación a ambos lados o un lado de  la 

aurícula (5 ato 30 mg) y el lomo afeitado (50 a 100  mg). 

Alternativamente, la dermatitis se induce por la 

administración intraperitoneal de 200 µL de 10 mg/m L de una 

suspensión de zimosan en una solución amortiguadora  de 

fosfato. En caso de usar una citocina (IL-23, etc.)  como una 

sustancia proflogística, la dermatitis psoriática s e induce 

por la administración intercutánea de 20 a 50 µL de  una 

solución que contiene 0.1 a 2 µg de citocinas a un lado de la 

aurícula de ratón bajo anestesia profunda con 1 a 5 % de 

isofluorano. El anticuerpo anti-Orai1 se administra  
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intravenosa o subcutáneamente un día antes de la in ducción de 

la dermatitis o 1 hora a 4 horas antes de la inducc ión de la 

dermatitis. Después, la frecuencia de la administra ción se 

ajusta en intervalos de 7 días a 28 días para conti nuar la 

administración del anticuerpo. Después de la inducc ión de la 

dermatitis, la medición del espesor de la aurícula usando un 

indicador de carátula de espesor o la clasificación  

macroscópica de dermatitis se lleva a cabo a través  del 

tiempo. Después de la terminación del período de pr ueba, la 

examinación del peso de un sitio de inflamación, la  actividad 

de mieloperoxidasa de neutrófilos infiltrados en el  sitio, el 

análisis de citometría de flujo de las células infi ltradas, 

el análisis de genes, medición de concentración de citocinas, 

etc., se llevan a cabo para determinar la actividad  supresora 

del anticuerpo anti-Orai1 contra la psoriasis. 

 16)-2-6 Estudio en la actividad supresora del anti cuerpo 

anti-Orai1 contra esclerosis múltiple 

 La glicoproteína de oligodendrocitos de mielina o un 

antígeno de péptido de la misma se ajusta a 4 mg/mL  con 

solución salina fisiológica y se emulsiona mediante  mezclado 

con un adyuvante completo de Freund ajustado a 8 mg /mL con 

solución salina fisiológica, en cantidades iguales.  200 µL de 

esta solución mezclada se administra intracutáneame nte al 

flanco o región abdominal de un ratón. Inmediatamen te 

después, 100 µL de una solución de toxina de pertus sis acuosa 
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de 2 µg/mL se administra a este ratón en la vena de  la cola. 

Después de 2 días, la solución de toxina de pertuss is 

mencionada en lo anterior se administra adicionalme nte 

nuevamente en la vena de la cola para inducir la 

encefalomielitis experimental. Después de 1 semana a 2 

semanas en el experimento, la encefalomielitis se d esarrolla, 

y la parálisis se expande desde la cola hasta las p atas 

inferiores y las extremidades anteriores. El grado de esta 

parálisis se registra al observar macroscópicamente  el 

movimiento de las extremidades y la cola. El anticu erpo anti-

Orai1 se administra intravenosa o subcutáneamente u n día 

antes de la inducción de la encefalomielitis o 1 ho ra a 4 

horas antes de la inducción de la encefalomielitis.  Después, 

la frecuencia de administración se ajusta en interv alos de 7 

días a 28 días para continuar con la administración  del 

anticuerpo. Se determina el efecto de la administra ción del 

anticuerpo anti-Orai1 en la esclerosis múltiple. 

 16)-2-7 Estudio en la actividad supresora del anti cuerpo 

anti-Orai1 contra la artritis 

 100 µL de una emulsión obtenida al mezclar 2 mg/mL  de 

colágeno tipo II de bovino y un adyuvante completo de Freund 

en una relación en volumen de 1:1.3 se administra 

intracutáneamente a la base de la cola de un ratón usando una 

jeringa de 1 mL y una aguja de tuberculina. Después  de 2 a 3 

semanas, el mismo tratamiento como en lo anterior s e lleva a 
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cabo. Después, el hinchamiento articular en las ext remidades 

se registra macroscópicamente o usando un indicador  de 

carátula de espesor. En la terminación del período de prueba, 

las concentraciones del anticuerpo, citocinas, o 

biomarcadores en suero en la sangre o tejidos, la a ctividad 

de crecimiento, capacidad de producción de citocina s, o 

antígenos superficiales de las células obtenidas de  la piel, 

la sangre periférica, el timo, el bazo, los nodos l infáticos, 

o la médula ósea, etc., son medidos. El anticuerpo anti-Orai1 

se administra intravenosa o subcutáneamente un día antes de 

la inducción de la artritis o 1 hora a 4 horas ante s de la 

inducción de la artritis. Después, la frecuencia de  

administración se ajusta en intervalos de 7 días a 28 días 

para continuar con la administración del anticuerpo . El 

efecto de la administración del anticuerpo anti-Ora i1 o 

artritis se determina. 

 16)-2-8 Estudio en la actividad supresora del anti cuerpo 

anti-Orai1 contra la colitis 

 Los linfocitos recolectados y purificados de los n odos 

linfáticos y el bazo de un ratón inactivado de Orai 1 humano 

se aíslan con un clasificador de células usando un anticuerpo 

anti-CD4 GK1.5, un anticuerpo anti-CD25 PC61.5, y u n 

anticuerpo anti-CD45R C363.16A (todos de eBioscienc e). Las 

células obtenidas por este método se confirman en u n 

citómetro de flujo que son células T CD4+CD25-CD45R Bhi que 
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tienen una pureza de 95% o más alta. Después, 500,0 00 células 

se trasplantan intraperitonealmente a un ratón Rag2 -/- de 12 

a 16 semanas de edad. Después, la medición del peso  corporal 

y la observación de los síntomas tales como diarrea  se llevan 

a cabo durante 12 semanas. Después de la terminació n del 

período de observación, el grado de espesor del tra cto 

intestinal, el número y tamaño de pólipos, y la pre sencia o 

ausencia de signos patológicos se examinan por auto psia. 

También, las concentraciones del anticuerpo, citoci nas, o 

biomarcadores de suero en la sangre o tejido se cua ntifican, 

y la actividad de crecimiento, capacidad de producc ión de 

citocinas, o antígenos superficiales, o similares d e las 

células obtenidas del tracto intestinal, sangre per iférica, 

el timo, el bazo, los nodos linfáticos, o la médula  ósea se 

analizan. El anticuerpo anti-Orai1 se administra in travenosa 

o subcutáneamente un día antes del trasplante de cé lulas o 1 

hora a 4 horas antes del trasplante de células. Des pués, la 

frecuencia de administración se ajusta en intervalo s de 7 

días a 28 días para continuar con la administración  del 

anticuerpo. El efecto de la administración del anti cuerpo 

anti-Orai1 en la colitis se determina. 

 16)-2-9 Estudio en el efecto del anticuerpo anti-O rai1 

en el sistema de trasplante de células de médula ós ea 

 El hueso del muslo y la espinilla se escinden de u n 

ratón inactivado de Orai1 humano, y las células en la médula 
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ósea se extraen mediante la inyección de 1 a 5 mL d e un medio 

RPMI1640 que contienen 10% de FBS de la epífisis us ando una 

jeringa con una aguja. Después del tratamiento con un colador 

celular, las células de la médula ósea se recuperan  por 

centrifugación y se ajustan tal que 10,000,000 de c élulas de 

médula ósea están contenidas en 200 µL de una soluc ión 

amortiguadora de inyección que contiene HEPES 10 mM , EDTA 0.5 

mM, y 0.5% de penicilina/estreptomicina. Al mismo t iempo con 

el mismo, las células del bazo se recolectan del ba zo de los 

ratones inactivados de Orai1 humano de acuerdo con un método 

estándar. Un ratón BALB/c de 10 a 13 semanas de eda d como un 

recipiente es irradiado con rayos X de 2.0 a 8.0 Gy . Después, 

0 a 4,000,000 de células del bazo donador se agrega n a 200 µL 

de las células de la médula ósea donadoras, y esta solución 

mezclada de células se inyecta a la vena de la cola  del 

recipiente. Después, el cambio en el peso corporal y la tasa 

de supervivencia se examinan durante 4 a 16 semanas . En la 

terminación de la prueba, las concentraciones del a nticuerpo, 

citocinas, o biomarcadores de suero en la sangre o tejidos 

del ratón recipiente, y los antígenos superficiales , 

actividad de crecimiento, o capacidad de producción  de 

citocinas de las células obtenidas del tracto intes tinal, 

sangre periférica, el timo, el bazo, los nodos linf áticos, o 

la médula ósea se miden. El anticuerpo anti-Orai1 s e 

administra intravenosa o subcutáneamente al ratón r ecipiente 
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un día antes del trasplante de médula ósea o 1 hora  a 4 horas 

antes del trasplante de médula ósea. Después, la fr ecuencia 

de la administración se ajusta en intervalos de 7 d ías a 28 

días para continuar con la administración del antic uerpo. El 

efecto del anticuerpo anti-Orai1 en el injerto de l as células 

trasplantadas o la incidencia de la enfermedad de i njerto 

versus hospedero se determina.  

 Ejemplo 17. Comparación de las propiedades 

fisicoquímicas entre el anticuerpo madurado por afi nidad y 

otros anticuerpos anti-Orai1 humanos 

 Medición de la viscosidad usando m-VROC 

 hR198_HG1/LG1 o hR198_H3/LG1 preparados en 10)-3, 

hR198_HG1-LALA/LG1 preparado en 12)-3, o 2C1.1 prep arado en 

13)-6 se concentraron a 150 mg/mL o más alto con VI VAPORE 5 

(Sartorius Japón K.K.) y después se prepararon a 90 , 120, y 

150 mg/mL con HBSor. La viscosidad a 25°C se midió tres veces 

para cada concentración usando m-VROC (RheoSense, I nc.) para 

calcular una viscosidad promedio (mPa ⋅s). Los resultados se 

muestran en la Figura 58 y Tabla 1. Las viscosidade s de 

hR198_HG1/LG1, hR198_H3/LG1, y hR198_HG1-LALA/LG1 e n todas 

las concentraciones fueron menores que la viscosida d de 

2C1.1. Particularmente, en 150 mg/mL, las viscosida des de 

hR198_HG1/LG1, hR198_H3/LG1, y hR198_HG1-LALA/LG1 f ueron 

11.4, 10.0, y 10.8 mPa ⋅s, respectivamente, mientras que la 

viscosidad de 2C1.1 fue 21.0 mPa ⋅s, mostrando que los 
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anticuerpos madurados por afinidad tienen una visco sidad baja 

aún en una concentración alta, como son comprados c on 2C1.1. 

Tabla 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aplicabilidad Industrial  

 El anticuerpo anti-Orai1 humanizado de la presente  invención 

tiene un efecto inhibidor de la actividad de célula s T más potente que 

aquella de los anticuerpos conocidos en la técnica,  y puede servir como 

un agente terapéutico profiláctico para el rechazo de trasplantes, etc. 

Texto Libre del Listado de Secuencias  

 SEQ ID NO: 1: Secuencia de genes de Orai1 humano 

 SEQ ID NO: 2: Secuencia de aminoácidos de Orai1 hu mano 

 SEQ ID NO: 3: cebador de PCR Nhe-polyC-S 

 SEQ ID NO: 4: cebador de PCR rIg γ-AS1 

 SEQ ID NO: 5: cebador de PCR rIg γ-AS2 

 SEQ ID NO: 6: cebador de PCR Nhe-polyC-S 

 SEQ ID NO: 7: cebador de PCR rIg κ-AS 

 SEQ ID NO: 8: Cebador de secuenciación rIg γ-seq 

Muestra  
Concentración  

Viscocidad 
Promedio 

Viscocidad 
Promedio 
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 SEQ ID NO: 9: Cebador de secuenciación rIg κ-seq 

 SEQ ID NO: 10: Secuencia de nucleótidos que codifi ca la cadena 

ligera R118  

 SEQ ID NO: 11: Secuencia de aminoácidos de la cade na ligera R118 

 SEQ ID NO: 12: Secuencia de nucleótidos que codifi ca la Cadena 

pesada R118 

 SEQ ID NO: 13: Secuencia de aminoácidos de la cade na pesada R118 

SEQ ID NO: 14: Secuencia de nucleótidos que codific a la cadena ligera R198 

SEQ ID NO: 15: Secuencia de aminoácidos de la caden a ligera R198 

 SEQ ID NO: 16: Secuencia de nucleótidos que codifi ca la cadena 

pesada R198  

 SEQ ID NO: 17: Secuencia de aminoácidos de la cade na pesada R198  

 SEQ ID NO: 18: fragmento de ADN que comprende una secuencia que 

codifican una señal de secreción de cadena κ humana y una región 

constante de cadena κ humana  

 SEQ ID NO: 19: cebador de PCR 3.3-F1 

 SEQ ID NO: 20: cebador de PCR 3.3-R1 

 SEQ ID NO: 21: Fragmento de ADN que comprende una secuencia que 

codifica una secuencia señal de cadena pesada human a y aminoácidos de 

una región constante IgG1 humana  

 SEQ ID NO: 22: Secuencia de nucleótidos que codifi ca la cadena 

ligera cR118 quimerizada humana  

 SEQ ID NO: 23: Secuencia de aminoácidos de la cade na ligera cR118 

quimerizada humana  

 SEQ ID NO: 24: Secuencia de nucleótidos que codifi ca la 
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cadena ligera R198 quimerizada humana 

 SEQ ID NO: 25: Secuencia de aminoácidos de la cade na 

ligera R198 quimerizada humana  

 SEQ ID NO: 26: Secuencia de nucleótidos que codifi ca la 

cadena pesada R118 quimerizada humana 

 SEQ ID NO: 27: Secuencia de aminoácidos de la cade na 

pesada R118 quimerizada humana 

 SEQ ID NO: 28: Secuencia de nucleótidos que codifi ca la 

cadena pesada cR198 quimerizada humana quimerizada humana  

 SEQ ID NO: 29: Secuencia de aminoácidos de la cade na 

pesada cR198 quimerizada humana   

 SEQ ID NO: 30: Secuencia de nucleótidos que codifi ca la 

cadena ligera tipo hR198_L1  

 SEQ ID NO: 31: Secuencia de aminoácidos de la cade na 

ligera tipo hR198_L1  

 SEQ ID NO: 32: Secuencia de nucleótidos que codifi ca la 

cadena ligera tipo hR198_L2  

 SEQ ID NO: 33: Secuencia de aminoácidos de la cade na 

ligera tipo hR198_L2  

 SEQ ID NO: 34: Secuencia de nucleótidos que codifi ca la 

cadena ligera tipo hR198_L3  

 SEQ ID NO: 35: Secuencia de aminoácidos de la cade na 

ligera tipo hR198_L3  

 SEQ ID NO: 36: Secuencia de nucleótidos que codifi ca la 

cadena ligera de tipo hR198_L4 
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 SEQ ID NO: 37: Secuencia de aminoácidos de la cade na 

ligera de tipo hR198_L4 

 SEQ ID NO: 38: Secuencia de nucleótidos que codifi ca la 

cadena pesada de tipo hR198_H1 

 SEQ ID NO: 39: Secuencia de aminoácidos de la cade na 

pesada de tipo hR198_H1 

 SEQ ID NO: 40: Secuencia de nucleótidos que codifi ca la 

cadena pesada de tipo hR198_H2 

 SEQ ID NO: 41: Secuencia de aminoácidos de la cade na 

pesada de tipo hR198_H2 

 SEQ ID NO: 42: Secuencia de nucleótidos que codifi ca la 

cadena pesada tipo hR198_H3  

 SEQ ID NO: 43: Secuencia de aminoácidos de la cade na 

pesada tipo hR198_H3  

 SEQ ID NO: 44: Secuencia de nucleótidos que codifi ca la 

cadena pesada tipo hR198_H4  

 SEQ ID NO: 45: Secuencia de aminoácidos de la cade na 

pesada tipo hR198_H4  

 SEQ ID NO: 46: cebador de PCR Orai1 HF 

 SEQ ID NO: 47: cebador de PCR Orai1 CH FR 

 SEQ ID NO: 48: cebador de PCR M13 rev largo  

 SEQ ID NO: 49: cebador de PCR SecM de detención R 

 SEQ ID NO: 50: cebador de PCR Orai1 Lc F 

 SEQ ID NO: 51: cebador de PCR Orai1 CL-FR 

 SEQ ID NO: 52: cebador de PCR Orai1 HR-FLAG R 
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 SEQ ID NO: 53: cebador de PCR Orai1 CL-FLAG R 

 SEQ ID NO: 54: cebador de PCR Myc-R 

 SEQ ID NO: 55: Secuencia de nucleótidos que codifi ca la 

cadena ligera tipo hR198_LG1 

SEQ ID NO: 56: Secuencia de aminoácidos de la caden a ligera 

tipo hR198_LG1  

 SEQ ID NO: 57: Secuencia de nucleótidos que codifi ca la 

cadena ligera tipo hR198_LG2  

 SEQ ID NO: 58: Secuencia de aminoácidos de la cade na 

ligera tipo hR198_LG2  

 SEQ ID NO: 59: Secuencia de nucleótidos que codifi ca la 

cadena ligera tipo hR198_LG3 

 SEQ ID NO: 60: Secuencia de aminoácidos de la cade na 

ligera tipo hR198_LG3  

 SEQ ID NO: 61: Secuencia de nucleótidos que codifi ca la 

cadena pesada tipo hR198_HG1  

 SEQ ID NO: 62: Secuencia de aminoácidos de la cade na 

pesada tipo hR198_HG1  

 SEQ ID NO: 63: Secuencia de nucleótidos que codifi ca la 

cadena pesada tipo hR198_HG2  

 SEQ ID NO: 64: Secuencia de aminoácidos de la cade na 

pesada tipo hR198_HG2  

 SEQ ID NO: 65: Secuencia de nucleótidos que codifi ca la 

cadena pesada tipo hR198_HG3  

 SEQ ID NO: 66: Secuencia de aminoácidos de la cade na 



195  

 

 5

10

15

20

25

pesada tipo hR198_HG3  

 SEQ ID NO: 67: Secuencia de nucleótidos que codifi ca la 

cadena pesada tipo hR198_H4-LALA  

 SEQ ID NO: 68: Secuencia de aminoácidos de la cade na 

pesada tipo hR198_H4-LALA  

 SEQ ID NO: 69: Secuencia de nucleótidos que codifi ca la 

cadena pesada tipo hR198_HG1-LALA  

 SEQ ID NO: 70: Secuencia de aminoácidos de la cade na 

pesada tipo hR198_HG1-LALA  

 SEQ ID NO: 71: Fragmento de ADN que comprende una 

secuencia que codifica una señal de secreción de ca dena 

pesada humana y aminoácidos de una región constante  IgG2 

humana  

 SEQ ID NO: 72: Secuencia de nucleótidos que codifi ca la 

cadena pesada de anticuerpo 2C1.1  

 SEQ ID NO: 73: Secuencia de aminoácidos de la cade na 

pesada de anticuerpo 2C1.1 

 SEQ ID NO: 74: Secuencia de nucleótidos que codifi ca la 

cadena ligera de anticuerpo 2C1.1  

 SEQ ID NO: 75: Secuencia de aminoácidos de la cade na 

ligera de anticuerpo 2C1.1  

 SEQ ID NO: 76: Secuencia de nucleótidos que codifi ca la 

cadena pesada de anticuerpo 5H3.1 

 SEQ ID NO: 77: Secuencia de aminoácidos de la cade na 

pesada de anticuerpo 5H3.1  



196  

 

 5

10

15

20

25

 SEQ ID NO: 78: Secuencia de nucleótidos que codifi ca la 

cadena ligera de anticuerpo 5H3.1  

 SEQ ID NO: 79: Secuencia de aminoácidos de la cade na 

ligera de anticuerpo 5H3.1  

 SEQ ID NO: 80: Secuencia de nucleótidos que codifi ca la 

cadena pesada de anticuerpo 10F8  

 SEQ ID NO: 81: La secuencia de aminoácido de la ca dena 

pesada de anticuerpo 10F8 

 SEQ ID NO: 82: Secuencia de nucleótidos que codifi ca la 

cadena ligera de anticuerpo 10F8 

 SEQ ID NO: 83: Secuencia de aminoácidos de la cade na 

ligera de anticuerpo 10F8  

 SEQ ID NO: 84: Secuencia de nucleótidos que codifi ca la 

cadena pesada de anticuerpo 14F74  

 SEQ ID NO: 85: Secuencia de aminoácidos de la cade na 

pesada de anticuerpo 14F74  

 SEQ ID NO: 86: Secuencia de nucleótidos que codifi ca la 

cadena ligera de anticuerpo 14F74  

 SEQ ID NO: 87: Secuencia de aminoácidos de la cade na 

ligera de anticuerpo 14F74  

 SEQ ID NO: 88: Secuencia de nucleótidos que codifi ca la 

cadena pesada de anticuerpo 17F6  

 SEQ ID NO: 89: Secuencia de aminoácidos de la cade na 

pesada de anticuerpo 17F6  

 SEQ ID NO: 90: Secuencia de nucleótidos que codifi ca la 
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cadena ligera de anticuerpo 17F6  

 SEQ ID NO: 91: Secuencia de aminoácidos de la cade na 

ligera de anticuerpo 17F6 

 SEQ ID NO: 92: CDRL1 de rata (que se derivó de R19 8 y se 

usó para las cadenas ligeras de tipo hR198_L1 hR198 _L4s) 

 SEQ ID NO: 93: CDRL1 modificada (que se usó para l a 

cadena ligera tipo hR198_LG1) 

 SEQ ID NO: 94: CDRL1 modificada (que se usó para l a 

cadena ligera tipo hR198_LG2) 

 SEQ ID NO: 95: CDRL1 modificada (que se usó para l a 

cadena ligera tipo hR198_LG3) 

 SEQ ID NO: 96: CDRL2 de rata (que fue común para R 118 y 

R198 y se usó para las cadenas ligeras de tipo hR19 8_L1 a 

hR198_L4 y hR198_LG1) 

 SEQ ID NO: 97: CDRL2 modificada (que se usó para l a 

cadena ligera tipo hR198_LG2) 

 SEQ ID NO: 98: CDRL2 modificada (que se usó para l a 

cadena ligera tipo hR198_LG3) 

 SEQ ID NO: 99: CDRL3 de rata (que se derivó de R11 8 y se 

usó para las cadenas ligeras tipo hR198_L3 hR198_L4 s) 

SEQ ID NO: 100: CDRL3 de rata (que se derivó de R19 8 y se usó 

para las cadenas ligeras tipo hR198_L1 y hR198_L2) 

 SEQ ID NO: 101: CDRL3 modificada (que se usó para las 

cadenas ligeras tipo hR198_LG1 a hR198_LG3) 

 SEQ ID NO: 102: CDRH1 de rata (que se derivó de R1 18 y 
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se usó para las cadenas pesadas tipo hR198_H3, hR19 8_H4, y 

hR198_HG1 a hR198_HG3) 

 SEQ ID NO: 103: CDRH1 de rata (que se derivó de R1 98 y 

se usó para las cadenas pesadas de tipo hR198_H1 y hR198_H2s) 

 SEQ ID NO: 104: CDRH2 de rata (que se derivó de R1 18 y 

se usó para las cadenas pesadas tipo hR198_H3 y hR1 98_H4) 

 SEQ ID NO: 105: CDRH2 de rata (que se derivó de R1 98 y 

se usó para las cadenas pesadas de tipo hR198_H1 y hR198_H2s) 

 SEQ ID NO: 106: CDRH2 modificada (que se usó para la 

cadena pesada de tipo hR198_HG1) 

 SEQ ID NO: 107: CDRH2 modificada (que se usó para la 

cadena pesada de tipo hR198_HG2) 

 SEQ ID NO: 108: CDRH2 modificada (que se usó para la 

cadena pesada de tipo hR198_HG3) 

 SEQ ID NO: 109: CDRH3 de rata (que fue común para R118 y 

R198 y se usó para la cadena pesada de tipo hR198_H 1 a 

hR198_H4  

 SEQ ID NO: 110: CDRH3 modificada (que se usó para las 

cadenas pesadas de tipo hR198_HG1 a hR198_HG3) 

 SEQ ID NO: 111: Secuencia de nucleótidos que codif ica la 

cadena pesada de tipo hR198_H0  

 SEQ ID NO: 112: Secuencia de aminoácidos de la cad ena 

pesada tipo hR198_H0  

 SEQ ID NO: 113: Secuencia de nucleótidos que codif ica la 

cadena pesada tipo hR198_H5  
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 SEQ ID NO: 114: Secuencia de aminoácidos de la cad ena 

pesada tipo hR198_H5  

 SEQ ID NO: 115: Secuencia de péptido der región bu cle 

Orai1 humana PEGilada con Biotina  

 SEQ ID NO: 116: CDRL1 de rata (que se derivó de R1 18, 

pero no se usó para anticuerpos humanizados). 

  

 

 


