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NOTA: Esta es una solicitud de division de la materia contenida originalmente en la solicitud de
patente No. 11.085.127. La solicitud de division de la materia se hace como consecuencia de las
observaciones hechas por ese Despacho y que fueron dadas a conocer al solicitante por medio del
oficio No. 19587 notificado por fijacién en lista del 22 de octubre de 2013. Por lo tanto pido que esta
solicitud de division de materia sea tratada con el beneficio de presentacién de la solicitud original, esto

es 08 de julio de 2011 vy la prioridad que alli se reivindica el 09 de abril de 2009.

Nota: La copia basica original se encuentra en el expediente No. 11.085.127
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ANTICUERPO ANTI-LECTINA SIMILAR A INMUNOGLOBULINA DE UNION A

ACIDO SIALICO-15

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a una sustancia util como un agente
terapéutico y/o preventivo para metabolismo anormal de hueso, y un método de

tratamiento y/o prevencion del metabolismo anormal de hueso.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Se sabe que el hueso es un érgano dinamico que es continuamente
remodelado por la formacién y resorciéon repetidas para cambiar su propia
morfologia y mantener los niveles de calcio en la sangre. El hueso sano mantiene
un equilibrio entre la formacion de hueso por osteoblastos y resorcién de hueso
por osteoclastos, y la masa 6sea se mantiene constante. Por el contrario, cuando
el equilibrio entre la formacion de huéso y la resorcién de hueso se pierde, ocurre
el metabolismo anormal de hueso tal como osteoporosis (WO 07/093042 vy
Endocrinological Review, (1992) 13, pp. 66-80).

Como factores que regulan el metabolismo de hueso, se han
reportado muchas hormonas sistémicas y citocinas locales, y estos factores
colaboran unos con otros para formar y mantener el hueso (WO 07/093042 y
Endocrinological Review, (1996) 17, pp. 308-332). Como un cambio en tejido 6seo
debido a envejecimiento, la ocurrencia de osteoporosis es ampliamente usada,
pero el mecanismo de su ocurrencia abarca varios factores tales como una

disminucion en secrecion de hormonas sexuales y una anormalidad en los



receptores para las hormonas; variaciéon en expresiéon de citocina localmente en
hueso; expresién de genes de envejecimiento; y falla de diferenciacion o
disfuncién de osteoclastos u osteoblastos, y por lo tanto es dificil considerarlo
como un simple fenémeno fisiolégico relacionado con la edad. La osteoporosis
primaria es dividida en gran medida en osteoporosis postmenopausica debido a
una disminuciéon en secrecion de estrogeno y osteoporosis senil debido a
envejecimiento, pero el avance de la investigacion bésica sobre los mecanismos
de regulacion de la formaciéon de hueso y resorcion de hueso es esencial para
dilucidar el mecanismo de su ocurrencia y para desarrollar un agente terapéutico
para el mismo.

Los osteoclastos son células multinucleadas derivadas de células
madre hematopoyéticas, y por la liberacién de iones de cloruro e iones de
hidrégeno sobre una superficie de hueso a la cual se adhieren los osteoclastos,
los osteoclastos acidifican un espacio entre la superficie del hueso y los
osteoclastos y también secretan catepsina K que es una proteasa acida o
similares (American Journal of Physiology, (1991) 260, C1315-C1324). Esto causa
degradacion de fosfato de calcio, activacion de proteasas acidas y degradacion de
proteinas de la matriz 6sea, dando por resultado resorcién de hueso.

Se ha encontrado que las células precursoras de osteoclastos se
diferencian en osteoclastos por estimulacion con RANKL (activador de receptor de
ligando NF-kB) expresado en la membrana celular de osteoblastos/células
estromaticas presentes en la superficié del hueso (Proceedings de la National
Academy of Science de la United States of America, (1998) 95, pp. 3597-3602, y
Cell, (1998) 93, pp. 165-176). Se ha revelado que RANKL es una proteina de
memb_rana producida por osteoblastos/células estromaticas, su expresién es
regulada por un factor de resorcién de hueso, RANKL induce diferenciacion de

células precursoras de osteoclastos en osteoclastos multinucleados maduros, y



similares (Proceedings de la National Academy of Science de la United States of
America, (1998) 95, pp. 3597-3602, y Journal of Bone and Mineral Research,
(1998) 23, S222). Ademas, se ha encontrado que ratones knockout desprovistos
de RANKL desarrollan una enfermedad similar a osteopetrosis, y por lo tanto, se
ha probado que RANKL es un factor inductor de diferenciacion de osteoclastos
fisiologico (Nature, (1999) 397, pp. 315-323).

Como preparaciones farmacéuticas para tratar enfermedades del
metabolismo de hueso o acortamiento de la duracién del tratamiento, se usan
bisbifosfonatos, vitamina D; activa, calcitonina y derivados de los mismos,
hormonas tales como estradiol, SERMs (moduladores de receptor de estrégeno
selectivos), ipriflavona, vitamina K, (menatetrenona), PTH, preparaciones de
calcio, y similares. Sin embargo, estos agentes medicinales no siempre son
satisfactorios en términos de resultado trerapéutico y se ha requerido el desarrollo
de un agente medicinal con un efecto terapéutico mas potente.

Las membranas celulares de células inmunes son cubiertas con un
revestimiento denso de varios glicanos tales como glicanos sialilatados que son
reconocidos por varias proteinas de unidén a glicano. Las lectinas similares a
inmunoglobulina de unién a acido sialico (de aqui en adelante referidas como
“siglecs”) son una familia de proteinas de membrana de tipo | que reconocen
glicanos sialilatados y se unen a los mismos. Muchas siglecs son expresadas en
las membranas celulares de células inmunes y reconocen 4cido sialico de manera
similar presentes en las membranas celulares de células inmunes y regulan
interaccion celular o funcién celular y se considera que estan implicadas en
respuestas inmunolégicas (Nature Reviews Immunology, (2007) 7, pp. 255-266).
Sin embargo, también existen muchas moléculas de siglec cuyas funciones
| fisiologicas no han sido dilucidadas aun. Siglec-15 (lectina similar a

inmunoglobulina de unién a acido sialico-15) es una molécula que se ha reportado



recientemente que pertenece a las Siglecs (véase, por ejemplo, documento que no
es patente 10) y es idéntica a una molécula llamada CD33L3 (similar a molécula
CD33 3). Esta molécula es altamente conservada evolutivamente de pez a
humanos y se ha encontrado que es fuertemente expresada en células dendriticas
y/o macrofagos de bazo humano y nodos linfaticos. Ademas, como resultado de
una prueba de unién usando una sonda de acido sidlico, también se ha
encontrado que Siglec-15 humana se une a Neu5Aca2-6GalNAc y que Siglec-15
de raton se une ademas a Neu5Aca2-3GalB1-4Glc, y similares (véase, por
ejemplo, Glycobiology, (2007) 17, pp. 838-846). Hasta recientemente, el papel
fisiologico de Siglec-15 no habia sido revelado, sin embargo, se ha reportado que
la expresion de Siglec-15 incrementa con la diferenciacion y maduracion de
osteoclastos, y la diferenciacion de osteoclastos es inhibida al disminuir la
expresion de Siglec-15 por interferencia de ARN (véase, por ejemplo, WO
07/093042). Ademas, el efecto de un anticuerpo anti-Siglec-15 sobre la
diferenciacion de osteoclastos ha sido revelada por primera vez en el documento
WO 09/48072 (publicado el 16 de abril de 2009), sin embargo, una secuencia de

anticuerpo que se puede administrar a humanos aun no ha sido dilucidada.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Problemas que ha de resolver la invencién

Un objeto de la invencidn es proveer un gen que es especificamente
expresado en varias formas de metabolismo anormal de hueso que se ven en
osteoporosis, artritis reumatoide, metastasis de cancer a hueso o similar, una
sustancia que inhibe la diferenciacién y maduracioén de osteoclastos y la actividad
de los mismos, y un agente terapéutico y/o preventivo para el metabolismo

anormal de hueso.



Medios para resolver los problemas

Los inventores de la presente estudiaron para dilucidar el mecanismo
de diferenciacién, maduracion y activacion de osteoclastos a fin de encontrar una
sustancia que tiene un efecto terapéutico y/o preventivo sobre el metabolismo
anormal de hueso. Como resultado, los inventores de la presente encontraron que
la expresion de gen de Siglec-15 incrementa con la diferenciacion y maduracion
de osteoclastos, y también encontraron que la diferenciacién de osteoclastos es
inhibida por un anticuerpo que especificamente se une a Siglec-15. Ademas, los
inventores de la presente humanizaron un anticuerpo anti-ratén Siglec-15 de rata
obtenido, y por lo tanto completaron la invencion.

Es decir, la invencion incluye las siguientes invenciones.

(1) Un anticuerpo que se une a un polipétido que comprende
residuos de aminoacidos 39 a 165 de una secuencia de aminoacidos representada
por SEQ ID NO: 2 e inhibe la formacién de osteoclastos y/o resorcion osteoclastica
de hueso, o un fragmento funcional del anticuerpo.

(2) El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con (1), caracterizado porque:

una secuencia de cadena pesada contiene una region variable que
tiene CDRH1, CDRH2 y CDRH3, y el CDRH1 comprende una secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 44, el CDRH2 comprende cualquiera
de las secuencias de aminoacidos representadas por SEQ ID NO: 45 y SEQ ID
NO: 97, y el CDRH3 comprende una secuencia de aminoacidos representada por
SEQ ID NO: 46; y

una secuencia de cadena ligera contiene una regién variable que
tiene CDRL1, CDRL2, y CDRL3, y el CDRL1 comprende una secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 47, el CDRL2 comprende una

secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 48, y el CDRL3



comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 49.

(3) El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con (2), caracterizado porque contiene una secuencia de region
variable de cadena pesada que comprende residuos de aminoacidos 20 a 140 de
una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 41 y una secuencia
de regién variable de cadena ligera que comprende residuos de aminoacidos 21 a
132 de una secuencia de aminoéacidos representada por SEQ ID NO: 43.

(4) El fragmento funcional del anticuerpo de conformidad con
cualquiera de (1) a (3) que se selecciona del grupo que consiste de Fab, F(ab’)2,
Fab'y Fv.

(5) El anticuerpo de conformidad con cualquiera de (1) a (3),
caracterizado porque es scFv.

(6) El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con cualquiera de (1) a (4), caracterizado porque el anticuerpo es un
anticuerpo quimérico.

(7) El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con (6), caracterizado porque comprende una secuencia de cadena
pesada que comprende residuos de aminoacidos 20 a 470 de una secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 41 y una secuencia de cadena ligera
que comprende residuos de aminoacidos 21 a 237 de una secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 43.

(8) EI anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con cualquiera de (1) a (4), y (6), caracterizado porque el anticuerpo
es humanizado.

(9) El anticuerpo de conformidad con (7) o (8), en donde la cadena
pesada tiene una region constante de una cadena pesada de inmunoglobulina G2

humana y la cadena ligera tiene una regién constante de una cadena ligera de



inmunoglobulina k humana.

(10) Un anticuerpo que inhibe la formacién de osteoclastos y/o
resorcién osteoclastica de hueso o un fragmento funcional del anticuerpo, en
donde el anticuerpo contiene:

(a) una region variable de cadena pesada seleccionada del grupo
que consiste de las siguientes secuencias de aminoacidos: .

al) una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 20 a 140 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO: 51;

a2) una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoécidos 20 a 140 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO: 53; |

a3) una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 20 a 140 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO: 55;

a4) una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 20 a 140 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO: 57;

a5) una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 20 a 140 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO: 59;

a6) una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminodacidos 20 a 140 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO: 99;

a7) una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 20 a 140 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID

NO: 101;
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a8) una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de por lo
menos 95% con cualquiera de las secuencias de aminoéacidos seleccionadas de
al) aa7),

a9) una secuencia de aminoacidos gue tiene una homologia de por lo
menos 99% con cualquiera de las secuencias de aminoacidos seleccionadas de
al)aa7),y

a10) una secuencia de aminoacidos que incluye una sustitucion,
delecién o adicién de uno a varios residuos de aminoacidos en cualquiera de las
secuencias de aminoacidos seleccionadas de al) aa7); y

(b) una region variable de cadena ligera seleccionada del grupo que
consiste de las siguientes secuencias de aminoacidos:

b1) una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 21 a 133 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO: 61; |

b2) una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 21 a 133 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO: 63;

b3) una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 21 a 133 de una secuencia de aminoacidos fepresentada por SEQ ID
NO: 65;

b4) una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 21 a 132 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO: 67;

b5) una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 21 a 133 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO: 69;

bB6) una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
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aminoacidos 21 a 133 de una secuencia de aminodacidos representada por SEQ 1D
NO: 71; |

b7) una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 21 a 133 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ 1D
NO: 103;

b8) una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoécidos 21 a 133 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO: 105;

b9) una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de por lo
menos 95% con cualquiera de las secuencias de aminoacidos seleccionadas de
b1) a b8);

b10) una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de por
lo menos 99% con cualquiera de las secuencias de aminoacidos seleccionadas de
b1) ab8);y

b11) una secuencia de aminoacidos que incluye una sustitucion,
deleciéon o adicién de uno a varios residuos de aminoacidos en cualquiera de las
secuencias de aminoacidos seleccionadas de b1) a b8).

(11) El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con (10), caracterizado porque contiene una secuencia de cadena
pesada que contiene una region variable de cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 20 a 140 de
una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 51 y una secuencia
de cadena ligera que contiene una regidon variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 21 a 133 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO: 61.

(12) El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de

\2



10

conformidad con (10), caracterizado porque contiene una secuencig de cadena
pesada que contiene una regién variable de cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 20 a 140 de
una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 53 y una secuencia
de cadena ligera que contiene una region variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoéacidos 21 a 133 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ 1D
NO: 63.

(13) El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con (10), caracterizado porque contiene una secuencia de cadena
pesada que contiene una regién variable de cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 20 a 140 de
una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 55 y una secuencia
de cadena ligera que contiene una region variable del cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 21 a 133 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO: 65.

(14) El anticuerpo o un fragmento funcional del antiéuerpo de
conformidad con (10), caracterizado porque contiene una secuencia de cadena
pesada que contiene una regién variable de cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 20 a 140 de
una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 55 y una secuencia
de cadena ligera que contiene una regiéon variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 21 a 132 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO: 67.

(15) El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de

\%



11

conformidad con (10), caracterizado porque contiene una secuencia de cadena
pesada que contiene una regién variable de cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 20 a 140 de
una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 57 y una secuencia
de cadena ligera que contiene una region variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 21 a 133 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ 1D
NO: 69.

(16) El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con (10), caracterizado porque contiene una secuencia de cadena
pesada que contiene una region variable de cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 20 a 140 de
una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 59 y una secuencia
de cadena ligera que contiene una regiéon variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 21 a 133 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO: 71.

(17) El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con (10), caracterizado porque contiene una secuencia de cadena
pesada que contiene una regién variable de cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 20 a 140 de
una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 99 y una secuencia
de cadena ligera que contiene una regiéon variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 21 a 133 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO: 69.

(18) El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
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12

conformidad con (10), caracterizado porque contiene una secuencia de cadena
pesada que contiene una region variable de cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 20 a 140 de
una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 101 y una secuencia
de cadena ligera que contiene una region variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 21 a 133 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO: 69.

(19) El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con (10), caracterizado porque contiene una secuencia de cadena
pesada que contiene una region variable de cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 20 a 140 de
una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 99 y una secuencia
de cadena ligera que contiene una regiéon variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 21 a 133 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO: 103.

(20) El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con (10), caracterizado porque contiene una secuencia de cadena
pesada que contiene una region variable de cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 20 a 140 de
una secuencia de aminodacidos representada por SEQ ID NO: 99 y una secuencia
de cadena ligera que contiene una regién variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 21 a 133 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO: 105.

(21) El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de

\5H
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conformidad con (10), caracterizado porque contiene una secuencia de cadena
pesada que comprende residuos de aminoacidos 20 a 470 de una secuencia de

aminoacidos representada por SEQ ID NO: 51 y una secuencia de cadena ligera

que -comprende residuos de aminoacidos 21 a 238 de una secuencia de

"aminoacidos representada por SEQ ID NO: 61.

(22) El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con (10), caracterizado porque contiene una secuencia de cadena
pesada que comprende residuos de aminoacidos 20 a 470 de una secuencia de

aminoécidos representada por SEQ ID NO: 53 y una secuencia de cadena ligera

que comprende residuos de aminoacidos 21 a 238 de una secuencia de

aminoacidos representada por SEQ ID NO: 63.

(23) El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con (10), caracterizado porque contiene una secuencia de cadena
pesada que comprende residuos de aminoacidos 20 a 470 de una secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 55 y una secuencia de cadena ligera
que comprende residuos de aminoacidos 21 a 238 de una seéuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 65.

(24) El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con (10), caracterizado porque contiene una secuencia de cadena
pesada que comprende residuos de aminoacidos 20 a 470 de una secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 55 y una secuencia de cadena ligera
que comprende residuos de aminoacidos 21 a 237 de una secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 67.

(25) El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con (10), caracterizado porque contiene una secuencia de cadena
" pesada que comprende residuos de aminoacidos 20 a 470 de una secuencia de

aminoacidos representada por SEQ ID NO: 57 y una secuencia de cadena ligera

Ab
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que comprende residuos de aminoacidos 21 a 238 de una secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 69.

(26) El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con (10), caracterizado porque contiene una secuencia de cadena
pesada que comprende residuos de aminoacidos 20 a 470 de una secuencia de
aminodacidos representada por SEQ ID NO: 59 y una secuencia de cadena ligera
que comprende residuos de aminoacidos 21 a 238 de una secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 71.

(27) El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con (10), caracterizado porque contiene una secuencia de cadena
pesada que comprende residuos de aminoacidos 20 a 466 de una secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 99 y una secuencia de cadena ligera
que comprende residuos de aminoacidos 21 a 238 de una secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 69.

(28) E! anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con (10), caracterizado porque contiene una secuencia de cadena
pesada que comprende residuos de aminoacidos 20 a 466 de una secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 101 y una secuencia de cadena ligera
que comprende residuos de aminoacidos 21 a 238 de una secuencia de
aminodacidos representada por SEQ ID NO: 69.

(29) El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con (10), caracterizado porque contiene una secuencia de cadena
pesada que comprende residuos de aminoacidos 20 a 466 de una secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 99 y una secuencia de cadena ligera
que comprende residuos de aminoacidos 21 a 238 de una secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 103.

(30) E! anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
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conformidad con (10), caracterizado porque contiene una schencia de cadena
pesada que comprende residuos de aminoacidos 20 a 466 de una secuencia de
aminoéacidos representada por SEQ ID NO: 99 y una secuencia de cadena ligera
que comprende residuos de aminoacidos 21 a 238 de una secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 105.

(31) Una composicion farmacéutica, caracterizada porque
comprende por lo menos uno de los anticuerpos o fragmentos funcionales de los
anticuerpos de conformidad con (1) a (30).

(32) La composicion farmacéutica de conformidad con (31),
caracterizada por ser un agente terapéutico y/o preventivo para el metabolismo
anormal de hueso.

(33) Una composicién farmacéutica para tratar y/o prevenir el
metabolismo anormal de hueso, caracterizado porque comprende por lo menos
uno de los anticuerpos o fragmentos funcionales de los anticuerpos de
conformidad con (1) a (30) y por lo menos un miembro seleccionado del grupo que
consiste de bisbifosfonatos, vitamina Dj activa, calcitonina y derivados de los
mismos, hormonas tales como estradiol, SERMs (moduladores de receptor de
estrogeno selectivos), ipriflavona, vitamina K; (menatetrenona), preparaciones de
calcio, PTH (hormona paratiroidea), agentes antiinflamatorios no esteroideos,
receptores de TNF solubles, anticuerpos anti-TNF-a o fragmentos funcionales de
los anticuerpos, anti-PTHrP (proteina relacionada con hormona paratiroidea)
anticuerpos o fragmentos funcionales de los anticuerpos, antagonistas de receptor
de IL-1, anticuerpos anti-receptor de IL-1 o fragmentos funcionales de los
anticuerpos, anticuerpos anti-RANKL o fragmentos funcionales de los anticuerpos,
y OCIF (factor inhibidor de osteoclastogénesis).

(34) La composiciéon farmacéutica de conformidad con (32) o (33), en

donde el metabolismo anormal de hueso se selecciona del grupo que consiste de

\B
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osteoporosis, artritis reumatoide acompafiante de destruccibn de hueso,
hipercalcemia cancerosa, mieloma muitiple o metastasis de cancer a hueso
acompaniante de destruccion de hueso, tumor de células gigantes, osteopenia,
pérdida de dientes debido a periodontitis, ostedlisis alrededor de una articulacion
prostética, destruccidn de hueso en osteomielitis cronica, enfermedad de los
huesos de Paget, osteodistrofia renal, y osteogénesis imperfecta.

(35) La composicion farmacéutica de conformidad con (34),
caracterizada porque el metabolismo anormal de hueso es osteoporosis, artritis
reumatoide acomparante de destruccion de hueso, o metastasis de cancer é
hueso acompanante de destruccion de hueso.

(36) La composicion farmacéutica de conformidad con (35),
caracterizado porque el metabolismo anormal de hueso es osteoporosis.

(37) La composicion farmacéutica de conformidad con (36),
caracterizado porque Ia osteoporosis es osteoporosis postmenopausica,
osteoporosis senil, osteoporosis secundaria debido al uso de un agente
terapéutico tal como un esteroide o un inmunosupresor, o artritis reumatoide
acompanante de osteoporosis.

(38) Un método de tratamiento y/o prevencion metabolismo anormal
de hueso, caracterizado por la administracién de por lo menos uno de los
~ anticuerpos o fragmentos funcionales de los anticuerpos de conformidad con (1) a
(30).

(39) Un metodo de tratamiento y/o prevencion metabolismo anormal
de hueso, caracterizado por la administracién simultanea o sucesiva de por lo
menos uno de los anticuerpos o fragmentos funcionales de los anticuerpos de
conformidad con (1) a (30) y por lo menos un miembro seleccionado del grupo que
consiste de bisbifosfonatos, vitamina D3 activa, calcitonina y derivados de los

mismos, hormonas tales como estradiol, SERMs (moduladores de receptor de
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estrégeno selectivos), ipriflavona, vitamina K, (menatetrenona), preparaciones de
calcio, PTH (hormona paratiroidea), agentes antiinflamatorios no esteroideos,
receptores de TNF solubles, anti-TNF-a anticuerpos o fragmentos funcionales de
los anticuerpos, anti-PTHrP (proteina relacionada con hormona paratiroidea)
anticuerpos o fragmentos funcibnales de los anticuérpos, antagonistas de receptor
de IL-1, anticuerpos anti-receptor de IL-1 o fragmentos funcionales de los
anticuerpos, anticuerpos anti-RANKL o fragmentos funcionales de los anticuerpos,
y OCIF (factor inhibidor de osteoclastogénesis).

(40) EI método de tratamiento y/o prevencion de conformidad con
(38) o (39), caracterizado porque el metabolismo anormal de hueso es
osteoporosis, artritis reumatoide acompariante de destruccién de hueso, o
metastasis de cancer a hueso acompanante de destruccion de hueso.

(41) El método de tratamiento y/o prevencién de conformidad con
(40), caracterizado porque el metabolismo anormal de hueso es osteoporosis.

(42) El método de tratamiento y/o prevencion de conformidad con
(41), caracterizado porque la osteoporosis es osteoporosis postmenopausica,
osteoporosis senil, osteoporosis secundaria debido al uso de un agente
terapéutico tal como un esteroide o un inmunosupresor, o artritis reumatoide
acompanante de osteoporosis.

(43) Un polinucleétido que codifica el anticuerpo de conformidad con
cualquiera de (3), (7), y (10) a (30). |

(44) El polinucleétido de conformidad con (43), caracterizado porque
contiene una secuencia de nucleétido que comprende los nucleétidos 58 a 420 de
una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 40 y una secuencia
de nucledtidos que comprende los nucleétidos 61 a 396 de una secuencia de
nucledtidos representada por SEQ ID NO: 42.

(45) El polinucledtido de conformidad con (44), caracterizado porque
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contiene una secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 58 a 1410
de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 40 y una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucleétidos 61 a 711 de una
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 42.

(46) El polinucledtido de conformidad con (43), caracterizado porque
contiene:

| (a) un polinucleétido seleccionado del grupo que consiste de las

siguientes secuencias de nucledtidos:

a1) una secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 58
a 420 de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 50;

a2) una secuencia de nucleodtidos que comprende los nucleétidos 58
a 420 de una secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 52;

a3) una secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 58
a 420 de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 54;

a4) una secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 58
a 420 de una secuencia de nucledétidos representada por SEQ ID NO: 56;

a5) una secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 58
a 420 de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 58;

ab) una secuencia de nucleétidos que comprende los nucleébtidos 58
a 420 de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 98;

a7) una secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 58
a 420 de una secuencia de nucledétidos representada por SEQ ID NO: 100;

a8) una secuencia de nucleétidos de un polinucleétido que hibrida a
un polinucleétido que comprende una secuencia de nucledtidos complementarios
a cualquiera de las secuencias de nucleétidos seleccionadas de a1) a a7) bajo
condiciones astringentes; y .

a9) una secuencia de nucleétidos que incluye una sustitucidn,
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delecién o adicion de uno a varios nucleétidos en cualquiera de las secuencias de
nucleotidos seleccionadas de a1) a a7); y

(b) un polinucledtido seleccionado del grupo que consiste de las
siguientes secuencias de nucleétidos:

b1) una secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 61
a 399 de una secuencia de nucleotidos representada por SEQ ID NO: 60;

b2) una secuencia de nucleétidos que comprende los nucledtidos 61
a 399 de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 62;

b3) una secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 61
a 399 de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 64;

b4) una secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 61
a 396 de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 66;

b5) una secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 61
a 399 de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 68;

b6) una secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 61
a 399 de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 70;

b7) una secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 61
a 399 de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 102;

| b8) una secuencia de nucledtidos que comprende los nucleétidos 61

a 399 de una secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 104;

b9) una secuencia de nucleétidos de un polinucleétido que hibrida a
un polinucleétido que comprende una secuencia de nucledtidos complementarios
a cualquiera de las secuencias de nucleétidos seleccionadas de b1) a b8) bajo
condiciones astringentes; y

b10) una secuencia de nucledtidos que incluye una sustitucién,
delecién o adiciéon de uno a varios nucleétidos en cualquiera de las secuencias de

nucleoétidos seleccionadas de b1) a b8).

N2
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(47) E! polinucledtido de conformidad con (46), caracterizado porque
contiene un polinucledtido que comprende una secuencia de nucleétidos que
comprende los nucledtidos 58 a 420 de una secuencia de nucledtidos
representada por SEQ ID. NO: 50, y un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos 61 a 399 de una
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO:>60.

(48) El polinucleétido de conformidad con (46), caracterizado porque
contiene un polinucledtido que comprende una secuencia de nucleétidos que
comprende los nucledtidos 58 a 420 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 52, y un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucleétidos 61 a 399 de una
secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 62.

(49) El polinucleétido de conformidad con (46), caracterizado porque
contiene un polinucledtido que comprende una secuencia de nucleétidos que
comprende los nucledtidos 58 a 420 de una secuencia de nucleodtidos
representada por SEQ ID NO: 54, y un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucleétidos que comprende los nucledtidos 61 a 399 de una
secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 64.

(50) El polinucleétido de conformidad con (46), caracterizado porque
contiene un polinucledtido que comprende una secuencia de nucleétidos que
comprende los nucleétidos 58 a 420 de una secuencia de nucledtidos
representada por SEQ ID NO: 54, y un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos 61 a 396 de una
secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 66.

(61) El polinucleétido de conformidad con (46), caracterizado porque
contiene un polinucleédtido que comprende una secuencia de nuclebtidos que

comprende los nucledtidos 58 a 420 de una secuencia de nucledtidos
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representada por SEQ ID NO: 56, y un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucleétidos que comprende los nucledtidos 61 a 399 de una
secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 68.

(52) El polinucleétido de conformidad con (46), caracterizado porque
contiene un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que
comprende los nucledtidos 58 a 420 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 58, y un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos 61 a 399 de una
secuencia de nucledétidos representada por SEQ ID NO: 70.

(53) El polinucleétido de conformidad con (46), caracterizado porque
contiene un polinucleétido que comprende una secuencia de nucledtidos que
comprende los nucledtidos 58 a 420 de una secuencia de nucleotidos
representada por. SEQ ID NO: 98, y un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 61 a 399 de una
secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 68.

(54) El polinucleétido de conformidad con (46), caracterizado porque
contiene un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que
comprende los nucleédtidos 58 a 420 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 100, y un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucleétidos 61 a 399 de una
secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 68.

(55) El polinucleétido de conformidad con (46), caracterizado porque
contiene un polinucleétido que comprénde una secuencia de nucleétidos que
cqmprende los nucledtidos 58 a 420 de una secuencia de nucledtidos
representada por SEQ ID NO: 98, y un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 61 a 399 de una

secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 102.
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(56) EI polinucleétidov de conformidad con (46), caracterizado porque
contiene un polinucleétido que comprende una secuencia de nucledtidos que
comprende los nucledtidos 58 a 420 de una secuencia de nucleotidos
representada por SEQ ID NO: 98, y un polinucleétido que comprende una
secuencia de hucleétidos que comprende los nucleétidos 61 a 399 de una
secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 104.

(57) El polinucleétido de conformidad con (46), caracterizado porque
contiene un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que
comprende los nucledtidos 58 a 1410 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 50, y un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 61 a 714 de una
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 60.

(58) El polinuclettido de conformidad con (46), caracterizado porque
contiene un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que
comprende los nucledtidos 58 a 1410 de una secuencia de nucledtidos
representada por SEQ ID NO: 52, y un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucleétidos que comprende los nucledtidos 61 a 714 de una
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 62.

(59) El polinucleétido de conformidad con (46), caracterizado porque
contiene un polinucleétido que comprende una secuencia de nuclebtidos que
comprende los nucledtidos 58 a 1410 de una secuencia de nuclebtidos
representada por SEQ ID NO: 54, y un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucleétidos 61 a 714 de una
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 64.

(60) El polinucleétido de conformidad con (46), caracterizado porque
contiene un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que

comprende los nucledtidos 58 a 1410 de una secuencia de nucleétidos
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representada por SEQ ID NO: 54, y un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos 61 a 711 de una
secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 66.

(61) El polinucledtido de conformidad con (46), caracterizado porque
contiene un polinucledtido que comprende una secuencia de nucledtidos que
comprende los nucleétidos 58 a 1410 de una secuencia de nucledtidos
representada por SEQ [D NO: 56, y un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucleétidos 61 a 714 de una
secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 68.

(62) El polinuclettido de conformidad con (46), caracterizado porque
contiene un polinucleétido que comprende una secuencia de nucledtidos que
comprende los nucleétidos 58 a 1410 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 58, y un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucleétidos 61 a 714 de una
secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 70.

(63) El polinucleétido de conformidad con (46), caracterizado porque
contiene un polinucleétido que comprende una secuencia de nuclebtidos que
comprend_e los nucledtidos 58 a 1398 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 98, y un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos 61 a 714 de una
secuencia de nucledétidos representada por SEQ ID NO: 68.

(64) El polinucledtido de conformidad con (46), caracterizado porque
contiene un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que
comprende los nucleétidos 58 a 1398 de una secuencia de nucledtidos
representada por SEQ ID NO: 100, y un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos 61 a 714 de una

secuencia de nucledétidos representada por SEQ ID NO: 68.
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(65) El polinuclettido de conformidad con (46), caracterizado porque
contiene un polinucleétido que comprende una secuencia de nucledtidos que
comprende los nucledtidos 58 a 1398 de una secuencia de nucleotidos
representada por SEQ ID NO: 98, y un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos 61 a 714 de una
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 102. |

(66) El polinucleétido de conformidad con (46), caracterizado porque
contiene un polinucledtido que comprende una secuencia de nucleétidos que
comprende los nucledtidos 58 a 1398 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 98, y un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucleétidos 61 a 714 de una
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 104.

(67) Un vector, que comprende cualquiera de los polinucleétidos de
conformidad con (43) a (66).

(68) Una célula hospedera transformada, que comprende cualquiera
de los polinucleétidos de conformidad con (43) a (66).

(69) Una célula hospedera transformada, que comprende el vector de
conformidad con (67).

(70) Un método para producir el anticuerpo de conformidad con
cualquiera de (3), (7), y (10) a (30), que comprende cultivar la célula hospedera de
conformidad con (68) o (69), y purificar un anticuerpo del producto de cultivo

resultante.

Ventaja de la invencién

De conformidad con la invencién, se puede obtener.un agente
terapéutico y/o preventivo para el metabolismo anormal de hueso cuyo mecanismo

de accion es inhibir la diferenciacién y maduracion de osteoclastos y la actividad
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de resorcion de_hueso de los mismos.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 muestra los resultados de la evaluacién de la pureza de
Siglec-15-His de ratén purificada por cromatografia en columna HisTrap HP y
cromatografia en columna Resource Q a través de electroforesis de SDS-
poliacrilamida y tincidén con plata.

La figura 2 muestra los resultados de la deteccion de las
caracteristicas de Siglec-15-His de ratén purificada por cromatografia en columna
HisTrap HP y cromatografia en columna Resource Q a través de electroforesis de
SDS-poliacrilamida y Western blotting usando un anticuerpo anti-V5-HRP.

La figura 3 muestra los resultados de la evaluacion de la pureza de
Siglec-15-Fc de raton purificada por proteina en columna HiTrap Protein A a través
de electroforesis de SDS-poliacrilamida y tincién con plata.

La figura 4 muestra vlos resultados de la prueba de la unién de un
anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata a una placa que tenia Siglec-
15-Fc de ratdén inmovilizado en el mismo por un método de ELISA. El simbolo (#)
denota anticuerpo #1A1, el simbolo (M) denota anticuerpo #3A1, el simbolo (A)
denota anticuerpo #8A1, el simbolo (X) denota anticuerpo #24A1, el simbolo (®)
denota anticuerpo #32A1, el simbolo (O) denota anticuerpo #34A1, el simbolo (+)
denota anticuerpo #39A1, el simbolo (-) denota anticuerpo #40A1, el simbolo (—)
denota anticuerpo #41A1, el simbolo (<) denota anticuerpo #61A1, and el simbolo
(OJ) denota control 1gG.

La figura 5 muestra los resultados de la prueba del efecto de la
adicién de un anticuerpo monoclonal anti-ratéon Siglec-15 de rata (#3A1, #8A1, o

#32A1) sobre la diferenciacion de osteoclastos (estimulacién con RANKL) de
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células no adherentes de médula 6sea de raton. Incidentalmente, la IgG de control
de rata en el dibujo es un control negativo comin a las figuras 5 y 6.

La figura 6 muestra los resultados de la prueba del efecto de la
adiciéon de un anticuerpo monoclonal anti-raton Siglec-15 de rata (#34A1, #39A1 o
#40A1) sobre diferenciacion de osteoclastos (estimulacién con RANKL) de células
no adherentes de médula 6sea de ratén. Incidentaimente, el anticuerpo policlonal
anti-ratén Siglec-15 de conejo No. 3 en el dibujo es un control positivo comun a las
figuras 5y 6.

La figura 7 muestra los resultados de la evaluacion de la pureza de
Siglec-15-His humana purificada por cromatografia en columna HisTrap HP y
cromatografia en columna Resource 'Q a través de electroforesis de SDS-
poliacrilamida y tincién con plata.

La figura 8 muestra los resultados de la evaluacién de la pureza de
Siglec-15-Fc humana purificada por cromatografia'en columna Protein A a través
de electroforesis de SDS-poliacrilamida.

La figura 9 muestra los resultados de la prueba de la unién a un
anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata a una placa que tenia Siglec-
15-Fc humana inmovilizada sobre la misma por un método de ELISA. El simbolo
(®) denota anticuerpo #1A1, el simbolo (M) denota anticuerpo #3A1, el simbolo
(A) denota anticuerpo #8A1, el simbolo (X) denota anticuerpo #24A1, el simbolo
(®) denota anticuerpo #32A1, el simbolo (O) denota anticuerpo #34A1, el simbolo
(+) denota anticuerpo #39A1, el simbolo (-) denota anticuerpo #40A1, el simbolo
(—) denota anticuerpo #41A1, el simbolo (<) denota anticuerpo #61A1, y el
simbolo ((J) denota control IgG.

| La figura 10 muestra fotomicrografias que ilustran, mediante tincion
con TRAP, la inhibicién de formacion de osteoclastos gigantes a partir de células

precursoras de osteoclastos humanos normales mediante la adicién de un
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anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata.

La figura 11 muestra fotomicrografias que ilustran, mediante tincién
de TRAP, la inhibicién de formacién de osteoclastos gigantes a partir de células
precursoras de osteoclastos humanos normales mediante la adicion de un
anticuerpo monoclonal anti-raton Siglec-15 de rata (anticuerpo #32A1).

La figura 12 es una grafica que muestra la inhibicién de la actividad
de resorcion de hueso osteoclastos humanos normales mediante la adicién de un
anticuerpo monoclonal anti-raton Siglec-15 de rata (anticuerpo #32A1) (N=6).

La figura 13A es una grafica que muestra el efecto de incrementar la
densidad de minerales de hueso de la espina lumbar cuando un anticuerpo
monoclonal anti-raton Siglec-15 de rata se administré a ratas ovariectomizadas
durante 4 semanas; y la figura 13B es una grafica que muestra el efecto de
disminuir excrecion urinaria de desoxipiridinolina cuando un anticuerpo monoclonal
anti-raton Siglec-15 de rata se administr6 a ratas ovariectomizadas durante 4
semanas.

La figura 14 es una grafica que muestra que un anticuerpo
monoclonal anti-ratéon Siglec-15 de rata #32A1 se une al dominio V-set de Siglec-
15 humana por ELISA competitiva.

La figura 15 es una grafica que muestra que un anticuerpo #32A1 de
rata y un anticuerpo quimérico humano del mismo tiene sustancialmente la misma
afinidad para Siglec-15-Fc de raton por ELISA competitiva.

La figura 16 muestra gréaficas que ilustran, por la actividad enzimatica
de TRAP, la inhibicién de formacion de osteoclastos de ratdbn mediante la adicion
de un anticuerpo monoclonal anti-ratéon Siglec-15 de rata (anticuerpo #32A1) y un
anticuerpo quimerico del mismo (N=3).

La figura 17 muestra fotomicrografias que ilustran, mediante tincién

de TRAP, la inhibicién de formacién de osteoclastos gigantes a partir de células
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precursoras de osteoclastos humanos normales mediante la adicion de un
anticuerpo quimérico humano de un anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de
rata #32A1.

La figura 18 es una vista en la cual se ha confirmado que 6 tipos de
anticuerpos anti-ratén Siglet-15 de rata se unen a proteina Siglec-15 de ratén de
una manera dependiente de la concentraciéon de anticuerpo por un método de
ELISA usando una placa que tenia Siglec-15-Fc de ratén inmovilizada en la
misma.

La figura 19 es una vista en la cual se ha confirmado que 6 tipos de
anticuerpos anti-ratéon Siglet-15 de rata se unen a proteina Siglec-15 humana de
una manera dependiente de la concentracién de anticuerpo por un método de
ELISA usando una placa que tiene Siglec-15-Fc humana inmovilizada en la
misma.

La figura 20 muestra fotomicrografias que ilustran, mediante tincién
de TRAP, la inhibicion de formacion de osteoclastos de ratén gigantes bajo
estimulacién con TNFa mediante la adicion de un anticuerpo monoclonal anti-raton
Siglec-15 de rata (anticuerpo #32A1) o un anticuerpo quimérico del mismo.

La figura 21 muestra graficas que ilustran, mediante la actividad
enzimatica de TRAP, la inhibicion de formacién de osteoclastos de ratén bajo
estimulacién con TNFa mediante la adicién de un anticuerpo monoclonal anti-raton
Siglec-15 de rata (anticuerpo #32A1) o un anticuerpo quimérico del mismo (N=3).

La figura 22 muestra graficas que ilustran, mediante la actividad
enzimatica de TRAP, la inhibicidn de formacion de osteoclastos de rata mediante
la adiciébn de un anticuerpo monoclonal anti-raton Siglec-15 de rata (#8A1 o
anticuerpo #32A1) (N=3).

La figura 23 muestra una secuencia de nucleétidos clonada de una

cadena pesada de #32A1 de rata y una secuencia de aminoacidos de la misma.

’b\
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La figura 24 muestra una secuencia de nucleétidos clonada una
cadena ligera #32A1 de rata y una secuencia de amino4cidos de la misma.

La figura 25 muestra una secuencia de nucleétidos de una cadena
pesada de anticuerpo quimérico humano #32A1 y una secuencia de aminoacidos
de la misma.

La figura 26 muestra una secuencia de nucleétidos de una cadena
ligera de anticuerpo quimérico humano #32A1 y una secuencia de aminoacidos
de la misma.

La figura 27 muestra una secuencia de nucleétidos de h#32A1-T1H y
una secuencia de aminoacidos de la misma.

La figura 28 muestra una secuencia de nucleétidos de h#32A1-T2H y
una secuencia de aminoacidos de la misma.

La figura 29 muestra una secuencia de nucleétidos de h#32A1-T3H y
una secuencia de aminoacidos de la misma.

La figura 30 muestra una secuencia de nucleétidos de h#32A1-TSH y
una secuencia de aminoé.cidos de la misma.

La figura 31 muestra una secuencia de nucleétidos de h#32A1-T6H y
una secuencia de aminoacidos de la misma.

La figura 32 muestra una secuencia de nucleétidos de h#32A1-T1L y
una secuencia de aminoacidos de la misma.

La figura 33 muestra una secuencia de nucleétidos de h#32A1-T2L y
una secuencia de aminoacidos de la misma.

La figura 34 muestra una secuencia de nucleétidos de h#32A1-T3L y

una secuencia de aminoacidos de la misma.

La figura 35 muestra una secuencia de nucleétidos de h#32A1-T4L y-

una secuencia de aminoacidos de la misma.

La figura 36 muestra una secuencia de nucleétidos de h#32A1-T5L y
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una secuencia de aminoacidos de la misma.

La figura 37 muestra una secuencia de nucleétidos de h#32A1-T6L y
una secuencia de aminoacidos de la misma.

La figura 38 muestra secuencias de aminoacidos de h#32A1-T7H,
h#32A1-T8H, y h#32A1-T9H.

La figura 39 muestra secuencias de aminoacidos de h#32A1-T10H,
h#32A1-T11H, y h#32A1-T12H.

La figura 40 muestra secuencias de aminoacidos de h#32A1-T7L,
h#32A1-T8L, h#32A1-TOL, h#32A1-T10L, y h#32A1-T11L.

La figura 41 muestra secuencias de aminoacidos de h#32A1-T12L,
h#32A1-T13L, h#32A1-T14L, h#32A1-T15L, y h#32A1-T16L.

La figura 42 muestra secuencias de aminoacidos de h#32A1-T17L,
h#32A1-T18L, h#32A1 -T19L, h#32A1-T20L, y h#32A1-T21L.

La figura 43 muestra secuencias de aminoacidos de h#32A1-T22L,
h#32A1-T23L, h#32A1-T24L, y h#32A1-T25L.

La figura 44 muestra graficas que ilustran, por la actividad enzimatica
de TRAP, la inhibicién de formacién de osteoclastos de ratdon mediante la adicién
de un anticuerpo anti-ratéon Siglec-15 de rata humanizado (h#32A1-T1, h#32A1-
T2, o h#32A1-T3). Incidentaimente, el anticuerpo #32A1 de rata en el dibujo es un
control positivo comun a las figuras 44 y 45.

La figura 45 muestra gréaficas que ilustran, por la actividad enzimatica
de TRAP, la inhibicién de formacién de osteoclastos de raton mediante la adicion
de un anticuerpo anti-raton Siglec-15 de rata humanizado (h#32A1-T4, h#32A1-
T5, o h#32A1-T6).

La figura 46 muestra graficas que ilustran, por la actividad enzimatica
de TRAP, la inhibicién de formacién de osteoclastos de ratdn mediante la adicion

de un anticuerpo anti-raton Siglec-15 de rata humanizado (h#32A1-H1-1/L5 o
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h#32A1-H5/L5). Incidentalmente, el anticuerpo #32A1 de rata y anticuerpo
qumérico humano #32A1 en el dibujo son controles positivos comunes a las
figuras 46y 47.

La figura 47 muestra graficas que ilustran, por la actividad enzimatica
de TRAP, la inhibicion de formacién de osteoclastos de ratén mediante la adicion
de un anticuerpo anti-ratén Siglec-15 de rata humanizado (h#32A1-H1-1/L2-16 o
h#32A1-H-1/L2-15).

La figura 48 muestra graficas que ilustran la inhibicién de la actividad
de resorcion de hueso osteoclastos humanos normales mediante la adicién de un
anticuerpo anti-ratén Siglec-15 de rata humanizado (h#32A1-T1, h#32A1-T2,
h#32A1-T3, h#32A1-T4, h#32A1-T5, o h#32A1-T6). Incidentaimente, el anticuerpo
#32A1 de rata y el anticuerpo qumérico humano #32A1 en el dibujo son controles
positivos comunes a las figuras 48 y 49.

La figura 49 muestra graficas que ilustran la inhibicién de la actividad
de resorcion de hueso osteoclastos humanos normales mediante la adicién de un
anticuerpo anti-ratén Siglec-15 de rata humanizado (h#32A1-H1-1/L5, h#32A1-
H5/L5, h#32A1-H1-1/L2-16, o h#32A1-H1-1/L2-5).

La figura 50 es un termograma obtenido para determinar Ia
estabilidad térmica del anticuerpo h#32A1-H5/L5.

La figura 51 es un termograma obtenido para determinar la
estabilidad térmica del anticuerpo h#32A1-H1-1/L5.

La figura 52 es un termograma obtenido para determinar la
estabilidad térmica del anticuerpo h#32A1-H1-1/L2-5.

La figura 53 es un termograma obtenido para determinar Ila
estabilidad térmica del anticuerpo h#32A1-H1-1/L2-16.

La figura 54 muestra una secuencia de nucleétidos de h#32A1-H1-1

y la secuencia de aminoacidos de la misma.
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La figura 55 muestra una secuencia de nucleétidos de h#32A1-HS5.y
la secuencia de aminoacidos de la misma.

La figura 56 muestra una secuencia de nucleétidos de h#32A1-L2;15
y la secuencia de aminoacidos de la misma.

La figura 57 muestra una secuencia de nucleétidos de h#32A1-L2-16

y la secuencia de aminoacidos de la misma.

Modo para llevar a cabo la invencioén

El término “gen’, como se usa aqui, incluye no sélo ADN, sino
también ARNm, ADNc y ARNc.

El término “polinucleétido”, como se usa aqui, se usa con el mismo
significado que un “acido nucleico” y también incluye ADN, ARN, sondas,
oligonucleétidos y iniciadores.

Los términos “polipéptido” y “proteina”, como se usa aqui, se usan
sin distincién.

El término “fraccion de ARN”, como se usa aqui, se refiere a una
fraccion que contiene ARN.

El término “célula”, como se usa aqui, también incluye células en un
animal individual y células cultivadas.

El término “Siglec-15", como se usa aqui, se usa con el mismo
significado que “proteina Siglec-15". |

El término “formacion de osteoclastos”, como se usa aqui, se usa con
el mismo significado que “diferenciacion de osteoclastos” o “maduracién de
osteoclastos”.

El téermino “fragmento funcional de un anticuerpo”, como se usa aqui,
se refiere a un fragmento parcial de un anticuerpo que tiene una actividad de unién

a antigeno e incluye Fab, F(ab’)2, Fv, scFv, diacuerpos, anticuerpos lineales,



33

anticuerpos poliespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpo, y
similares. El término también abarca Fab’ que es un fragmento monovalente en
una region variable de un anticuerpo obtenido mediante tratamiento de F(ab’)2
bajo condiciones reductoras. Sin embargo, el término no se limita a estas
moléculas siempre que el fragmento tenga una afinidad de unién para un
antigeno. Ademas, estos fragmentos funcionales incluyen no sélo un fragmento
obtenido por tratamiento de una molécula de longitud completa de una proteina de
anticuerpo con una enzima apropiada, pero también una proteina producida en
una célula hospedera apropiada usando un gen de anticuerpo genéticamente
modificado.

El término “epitope”, como se usa aqui, se refiere a un péptido
parcial o una estructura terciaria parcial de Siglec-15 a la cual se une un
anticuerpo anti-Siglec-15 especifico. El epitope antes mencionado que es un
péptido parcial de Siglec-15 se puede determinar por un método bien conocido por
los expertos en la técnica tales como un inmunoénsayo. Sin embargo, por
ejemplo, se puede utilizar el siguiente meétodo. Se producen varias estructuras
parciales de Siglec-15. En la produccién de las estructuras parciales, se puede
usar una técnica de sintesis de oligopéptidos conocida. Por ejemplo, una serie de
polipéptidos que han reducido apropiadamente longitudes obtenidas por
acortamiento secuencial de Siglec-15 del C-terminal o N-terminal son producidas
usando una técnica de recombinaciéon genética conocida por los expertos en la
técnica. Por lo tanto, la reactividad de un anticuerpo contra estos polipéptidos es
examinada y un sitio de reconocimiento es determinado aproximadamente.
Después, péptidos que tienen longitudes mas cortas son sintetizados y la
reactividad con estos péptidos es examinada, por lo que se puede determinar el
epitope. Ademas, el epitope que es una estructura terciaria parcial de Siglec-15

que se une a un anticuerpo para Siglec-15 especifico se puede determinar al
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especificar los residuos de aminoacidos de Siglec-15 adyacentes al anticuerpo por
un analisis de ratyos X. Si un segundo anticuerpo anti-Siglec-15 se une a un
péptido parcial o una estructura terciaria parcial a la cual se une un primer
anticuerpo anti-Siglec-15, se puede determinar que el primer anticuerpo y el
segundo anticuerpo comparten el mismo epitope. Ademas, al confirmar que el
segundo anticuerpo anti-Siglec-15 compite con el primer anticuerpo anti-Siglec-15
por la unién a Siglec-15 (es decir, el segundo anticuerpo inhibe la unién entre
Siglec-15 y el primer anticuerpo), se puede determinar que el primer anticuerpo y
el segundo anticuerpo comparten el mismo epitope aun cuando la secuencia 0
estructura de un epitope espeéifico no ha sido determinada. Ademas, cuando el
primer anticuerpo y el segundo anticuerpo se unen al mismo epitope y también el
primer anticuerpo tiene un efecto especial tal como una actividad neutralizante de
antigeno, el segundo anticuerpo se puede esperar que tenga la misma actividad.
Se sabe que cada cadena pesada y ligera de una molécula de
anticuerpo tiene tres regiones determinantes de complementariedad (CDRs). La
region determinante de complementariedad también se denomina el dominio
hipervariable, y esta presente en una regién variable de cada cadena pesada y
ligera de un anticuerpo. Es un sitio que tiene variabilidad inusualmente alta en su
estructura primaria, y hay tres CDRs separadas en la estructura primaria de cada
cadena de polipéptido pesada y ligera. En ésta descripcién, en cuanto a las
regiones determinantes de complementariedad de un anticuerpo, las regiones
determinantes de complementariedad de la cadena pesada estan representadas
por CDRH1, CDRH2 y CDRH3 del lado amino-terminal de la secuencia de
aminoacidos de la cadena pesada, y las regiones determinantes de
complementariedad de la cadena ligera estan representadas por CORL1, CDRL2 y
CDRL3 del lado amino-terminal de la secuencia de aminoacidos de la cadena

ligera. Estos sitios son proximos unos a otros en la estructura terciaria y
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determinan la especificidad para un antigeno al cual se une el anticuerpo.

La frase “hibridacion se realiza bajo condiciones astringentes”, como
se usa aqui, se refiere a hibridacion que se realiza bajo condiciones bajo las
cuales la identificacion se puede lograr al realizar hibridacion a 68°C en una
solucién de hibridacion comercialmente disponible, ExpressHyb Hibridization
Solution (fabricada por Clontech, Inc.) o al realizar hibridacion a 68°C en presencia
de 0.7 a 1.0 M de NaCl usando un filtro que tiene ADN inmovilizado en la misma,
seguido por realizar el lavado a 68°C usando 0.1 a 2 x SSC de solucién (1 x SSC
de solucidén esta compuesta de 150 mM de NaCl y 15 mM de citrato de sodio) o

bajo condiciones equivalentes a la misma.

1. Siglec-15

Los inventores de la presente han encontrado que el gen de Siglec-
15 es especificamente expresado en tumores de células gigantes y también han
encontrado que el nivel de expresi()nv del gen de Siglec-15 incrementa cuando una
linea de células derivadas de monocitos se diferencia en osteoclastos.

En cuanto a Siglec-15 que ha de ser usado en la invencién, Siglec-15
es directamente purificado a partir de monocitos o células de médula 6sea de un
humano, mamifero no humano (tal como cobayo, rata, ratdn, conejo, cerdo, oveja,
ganado vacuno o mono) o pollo y se usa, o una fraccion de membrana celular de
las células antes mencionadas se prepara y se puede usar. Ademas, Siglec-15 se
puede obtener por sintesis in vitro de la misma o produccién de la misma en una
célula hospedera a través de ingenieria genética. En la produccién por ingenieria
genéetica, especificamente, el ADNc de Siglec—15 es integrado en un vector capaz
de expresar ADNc de Siglec-15, y Siglec-15 es sintetizada en una solucién que
contiene una enzima, un sustrato, y una sustancia de energia requerida para

transcripcion y traduccion, u otra célula hospedera procariética o eucariética es
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transformada para expresar Siglec-15, por lo que se puede obtener la proteina.

La secuencia de nucleétidos de ADNc de Siglec-15 humana ha sido
registrada en GenBank con un numero de acceso de NM_213602 y esta
representada por SEQ ID NO: 1 en el listado de secuencias, y su secuencia de
aminoacidos esta representada por SEQ ID NO: 2 en el listado de secuencias. La
secuencia de nucleétidos de ADNc de Siglec-15 de ratdn ha sido registrada en
GenBank con un numero de acceso de XM_884636 y esta representada por SEQ
ID NO: 3 en el listado de secuencias, y su secuencia de aminoacidos esta
_representada por SEQ ID NO: 4 en el listado de secuencias. La Siglec-15 humana
madura de la cual ha sido removida la secuéncia de sefal corresponde a una
secuencia de aminoacidos que combrende residuos de aminoacidos 21 a 328 de
la secuencia de aminoacidos representada by SEQ ID NO: 2. Ademas, Siglec-15
de ratén de la cual ha sido removida la secuencia de sefial corresponde a una
secuencia de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 21 a 341 de
la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 4. Incidentalmente,
Siglec-15 algunas veces se denomina 3 similar a antigeno CD33, 3 similar a
molécula de CD33, 3 simlar a CD33, o CD33L3, y todos estos representan la
misma molécula. |

El ADNc de Siglec-15 se puede obtener, por ejemplo, por un
denominado método de PCR en el cual una reaccién en cadena de polimerasa (de
aqui en adelante referida como “PCR”) se realiza usando una genoteca de ADNc
que expresa ADNc de Siglec-15 como una plantilla y iniciadores que
especificamente amplifica ADNc de Siglec-1‘5 (Saiki, R. K., et al., Science, (1988)
239, 487-49).

Ademas, un polinucledtido que hibrida a un polinucleétido que
comprende una secuencia de nucledtidos complementarios a por lo menos una

secuencia de nucleétidos seleccionada de las secuencias de nucleétidos
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representadas por SEQ ID NOS: 1 y 3 en el listado de secuencias bajo
condiciones astringentes y codifica una proteina que tiene una actividad biologica
comparable con la de Siglec-15 es también considerada como ADNc de Siglec-15.
Ademas, un polinucledtido que es una variante de empalme transcrita del locus de
Siglec-15 de humano o ratéon o un polinucleétido que hibrida a una secuencia
complementaria al mismo bajo condiciones astringentes y codifica una proteina
que tiene una actividad biolégica comparable con la de Siglec-15 es también
considerada como ADNc de Siglec-15.

Ademas, una proteina que comprende una secuencia de
aminoacidos que incluye substitucion, delecion o adicion de uno o varios
aminoacidos en por lo menos una secuencia de aminoacidos seleccionada de las
secuencias de aminoacidos representadas por SEQ ID NOS: 2 y 4 en el listado de
secuencias o una secuencia de aminoacidos obtenida al remover la secuencia de
sefial de cualquiera de estas secuencias y tiene una actividad biologica
comparable con la de Siglec-15 es también considerada como Siglec-15. Ademas,
una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos codificada por una
variante de empalme transcrita del locus de Siglec-15 de humano o ratén o una
secuencia de aminoacidos que incluye una substitucién, delecién o adicion de uno
o varios aminoacidos en la misma y tiene una actividad biolégica comparable con

la de Siglec-15 es también considerada como Siglec-15.

2. Deteccion del metabolismo anormal de hueso

Un analisis del nivel de expresion del gen de Siglec-15 en un grupo
de muestras de prueba de varios tejidos éseos humanos mostiré que el nivel de
expresion del gene significativamente incrementa en tumor de céluias gigantes
(GCT) que es un tumor de hueso con un gran numero de células gigantes

multinucleadas similares a osteoclastos que se producen y se caracteriza por
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hallazgos clinicos de destrucciéon osteolitica de hueso (Bullough et al., Atlas of
Orthopedic Pathology 22. edicién, pp. 17.6-17.8, Lippincott Williams & Wilkins
Publishers (1992)).

También se encontré que el nivel de expresiéon del gen de Siglec-v15
incrementa cuando una linea de células derivadas de monocitos es diferenciada
en osteoclastos.

Por consiguiente, se considera que Siglec-15 estd asociada con
patologias humanas tales como GCT en las cuales la resorciéon de hueso es
incrementada. En otras palabras, la medicion del nivel de expresién del gen de
Siglec-15 y/o Siglec-15 en cada célula y/o cada tejido permite la determinacion del
estado de metabolismo anormal de hueso acompafado por la sobreexpresion de
Siglec-15. EI‘metaboIismo anormal de hueso como se usa aqui se refiere a un
trastorno caracterizado por pérdida neta de hueso, y ejemplos especificos del
mismo incluyen, pero no se limitan a, osteoporosis (osteoporosis
postmenopausica, osteoporosis senil, osteoporosis secundaria debido al uso de un
agente terapéutico tales como un esteroide o un inmunosupresor, o artritis
reumatoide acomparnante de osteoporosis), artritis reumatoide acompafante de
destruccion de hueso, hipercalcemia cancerosa, mieloma mdltiple acompafiante
de destruccion de hueso o metastasis de cancer a hueso, tumor de células
gigantes, osteopenia, pérdida de dientes debido a periodontitis, ostedlisis
alrededor de una articulacion prostética, destruccion de hueso en osteomielitis
crénica, enfermedad de los huesos de Paget, osteodistrofia renal y osteogénesis
imperfecta.

En la invencién, la "muestra de prueba" que ha de ser usada para
examinar el nivel de expresion del gen de Siglec-15 y/o Siglec-15 se refiere a una
muestra de un tejido de médula ésea, hueso, préstata, testiculos, pene, vejiga,

rindn, cavidad oral, faringe, labios, lengua, encias, nasofaringe, eséfago,
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estomago, intestino delgado, intestino grueso, colon, higado, vesicula biliar,
pancreas, nariz, pulmon, tejido blando, piel, mama, Utero, ovario, cerebro, tiroides,
nodo linfatico, musculo, tejido graso o similar, o sangre, un fluido corporal, una
excrecién, o similar obtenido de un sujeto de prueba, un espécimen clinico, etc.,
sin embargo, en la invencion, la sangre o médula ésea es mas preferida.

En cuanto a RANKL que se sabe que estd asociado con
diferenciacion de osteoclastos, se ha producido un ratéon knockout, y se ha
analizado el fenotipo cuando se ha perdido la funcion de RANKL (Young-Yun
Kong, et. al., Nature (1999) 397, pp. 315-323). Al producir un ratén knockout
desprovisto de Siglec-15 de la misma manera que antes, se puede analizar el

fenotipo cuando se ha perdido la funcién de Siglec-15.

3. Produccion de anticuerpo anti-Siglec-15

El anticuerpo de la invencién, que es contra Siglec-15, se puede
obtener inmunizando a un animal con Siglec-15 o un polipéptido arbitrario
seleccionado de la secuencia de aminoacidos de Siglec-15, y recolectando y
purificando el anticuerpo producido in vivo de conformidad con un procedimiento
comun. La especie biolégica de Siglec-15 que se ha de usar como un antigeno no
se limita al ser humano, y un animal puede ser inmunizado con Siglec-15 dérivado
de un animal distinto de los humanos tales como un ratéon o una rata. En este
caso, al examinar la reactividad cruzada entre un anticuerpo que se une al Siglec-
15 heterélogo obtenido y Siglec-15 humano, un anticuerpo aplicable a una
enfermedad humana se puede seleccionar.

Ademas, un anticuerpo monoclonal se puede obtener fusionando
células productoras de anticuerpo que producen un anticuerpo contra Siglec-15
con células de mieloma para establecer un hibridoma de conformidad con un

método conocido (por ejemplo, Kohler y Milstein, Nature, (1975) 256, pp. 495-497,
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Kennet, R. ed., Monoclonal Anticuerpos, pp. 365-367, Plenum Press, N.Y. (1980)).

Incidentalmente, Siglec-15 que se ha de usar como un antigeno se
puede obtener por ingenieria genética para causar que una célula hospedera
produzca el gen de Siglec-15.

De manera especifica, un vector capaz de expresar gen de Siglec-15
es producido, y el vector resultante es transfectado en una célula hospedera para
expresar el gen, y después el Siglec-15 expresado es purificado. De aqui en
adelante, un método para obtener un anticuerpo contra Siglec-15 se describira de

manera especifica.

(1) Preparacién de antigeno

Ejemplos del antigeno que se ha de usar para producir el anticuerpo
anti-Siglec-15 incluyen Siglec-15, un polipétido que comprende una secuencia de
aminoacidos parcial que contiene por lo menos 6 aminoacidos consecutivos de
Siglec-15, y un derivado obtenido al afiadir una secuencia dada de aminoacidos o
vehiculo para el mismo.

Siglec-15 puede ser purificado directamente de tejidos tumorales o
células tumorales humanos y puede ser usado. Ademas, Siglec-15 se puede
obtener sintetizandolo in vitro o haciendo que una célula hospedera lo produzca
mediante ingenieria genética.

Con respecto a la ingenieria genética, especificamente, el ADNc de
Siglec-15 es integrado a un vector capaz de expresar ADNc de Siglec-15 y el
Siglec-15 es sintetizado en una solucién que contiene una enzima, un sustrato, y
una sustancia de energia requerida para transcripcion y traduccion, u otra célula
hospedera procariética o eucariética es transformada para expresar Siglec-15, por
lo que se puede obtener el antigeno.

Ademas, el antigeno también se puede obtener como una proteina

NG
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secretora al expresar una proteina de fusion obtenida ligando el dominio
extracelular de Siglec-15, que es una proteina de membrana, a la region constante
de un anticuerpo en un sistema hospedero-vector apropiado.

El ADNc de Siglec-15 se puede obtener, por ejemplo, por un
denominado método de PCR en el cual una reacciéon en cadena de polimerasa (de
aqui en adelante referida como “PCR”) se realiza usando una genoteca de ADNc
que expresa ADNc de Siglec-15 como una plantila y iniciadores que
especificamente amplifican ADNc de Siglec-15 (véase Saiki, R. K., et al., Science,
(1988) 239, pp. 487-489).

Como la sintesis in vitro del polipéptido, por ejemplo, Rapid
Translation System (RTS) fabricado por Roche Diagnostics, Inc. Se puede
ejemplificar, pero no se limita al mismo.

Ejemplos del hospedero procaridtico incluyen Escherichia coli y
Bacillus subtilis. Para transformar la célula hospedera con un gen objetivo, la
célula hospedera es transformada usando un vector de plasmido que contiene un
replicon, es decir, un origen de replicaciéon derivado de una especie compatible
con el hospedero, y una secuencia reguladora. Ademas, el vector preferiblemente
tiene una secuencia capaz de imponer selectividad fenotipica sobre la célula
transformada.

Ejemplos de la célula hospedera eucariética include células de
vertebrados, células de insectos y células de levadura. Como las células e
vertebrados, por ejemplo, cepas deficientes en dihidrofolato reductasa (Urlaub, G.
y Chasin, L. A., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1980) 77, pp. 4126-4220) de células
COS de simio (Gluzman, Y., Cell, (1981) 23, pp. 175-182, ATCC CRL-1650), los
fibroblastos de murino NIH3T3 (ATCC No. CRL-1658), y células de ovario de
hamster chino (CHO células; ATCC: CCL-61); y similares a menudo se usan, sin

embargo, no se limitan a las mismas.
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El transformante asi obtenido puede ser cultivado de conformidad
con un procedimiento comun, y cultivando el transformante, un polipéptido objetivo
es producido intracelularmente o extracelularmente.

Un medio adecuado que se ha de usar para el cultivo se puede
seleccionar de varios medios de cultivo comunmente usados dependiendo de la
célula hospedera utilizada. Si se utiliza Escherichia coli, por ejemplo, un medio LB
complementado con un antibiético tal como ampicilina o IPMG segun sea
necesario se puede usar.

Una proteina recombinante producida intracelularmente o
extracelularmente por el transformante a través de dicho cultivo puede ser
separada y purificada por cualquiera de varios métodos de separacion conocidos
utilizando la propiedad fisica y quimica de Ia proteina.

Ejemplos especificos de los métodos incluyen el tratamiento con un
precipitante de proteina comun, ultrafiltracién, varios tipos de cromatografia de
liquidos tales como cromatografia de tamiz molecular (filtracion de gel),
cromatografia de adsorcién, cromatografia de intercambio de iones, y
cromatografia de afinidad, dialisis, y una combinacién de los mismos.

Ademas, al unir una etiqueta de seis residuos de histidina a una
proteina recombinante que ha de ser expresada, la proteina puede ser
eficientemente purificada con wuna columna de afinidad de niquel
Alternativamente, al unir una region de Fc de IgG a una proteina recombinante
que ha de ser expresada, la proteina puede ser eficientemente purificada con una
columna de proteina A.

Al combinar los métodos antes mencionados, una gran cantidad de
un polipéptido especifico puede ser facilmente producido en rendimiento alto y

pureza alta.
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(2) Produccion de anticuerpo monoclonal anti-Siglec-15

Ejemplos del anticuerpo que se une especificamente a Siglec-15
incluyen un anticuerpo monoclonal que se une especificamente a Siglec-15, y un
método para obtener el anticuerpo como se describe mas adelante.

La produccion de un anticuerpo monoclonal generalmente requiere
los siguientes pasos operacionales de:

(a) purificar un biopolimero que se ha de usar como un antigeno;

(b) preparar células productoras de anticuerpo al inmunizar un animal
mediante inyeccion del antigeno, recolectar la sangre, probar su titulo de
anticuerpo para determinar cuando el bazo ha de ser extirpado;

(c) preparar células de mieloma (de aqui en adelante referidas como
"mieloma");

(d) fusionar las células productoras de anticuerpo con el mieloma;

(e) determinar selectivamente un grupo de hibridomas que producen
un anticuerpo objetivo;

(f) dividir los hibridomas en clones de células individuales (clonacion);

(g) opcionalmente, cultivar el hibridoma o criar un animal al que se ha
implantado el hibridoma para producir una gran cantidad de un anticuerpo
monoclonal;

(h) examinar el anticuerpo monoclonal asi producido para actividad
biologica y especificidad de unién, o probar el mismo para propiedades como un
reactivo marcado; y similares.

De aqui en adelante, el método para producir un anticuerpo
monoclonal se describira en detalle siguiendo los pasos anteriores, sin embargo,
el método no se limita a los mismos y, por ejemplo, las células productoras de

anticuerpo y mieloma se pueden usar distintas de las células del bazo.



44

(a) Purificacion de antiqeno

Como el antigeno, Siglec-15 preparado por el método como se
describié antes o un péptido parcial del mismo se puede usar.

Ademas, una fraccibn de membrana preparada de células
recombinantes que expresan Siglec-15 o las células recombinantes que expresan
Siglec-15 mismas, y también un péptido parcial de la proteina de la invencion
quimicamente sintetizado por un método conocido por los expertos en la técnica

también se puede usar como el antigeno.

(b) Preparacion de células productoras de anticuerpo

El antigeno obtenido en el paso (a) se mezcla con un adyuvante tal
como adyuvante completo o incompleto de Freund, o sulfato de aluminio potasio y
la mezcla resultante se usa como un inmunégeno para inmunizar un animal
experimental. Como el animal experimental, cualquier animal usado en un método
de produccion de hibridoma conocido-se puede usar sin ningun problema. De
manera especifica, por ejemplo, un ratén, una rata, una cabra, oveja, ganado
vacuno, un caballo, o similar se pueden usar. Sin embargo, desde el punto de
vista de facilidad de disponibilidad de células de mieloma para ser fusionadas con
las células productoras de anticuerpo extraidas, un ratén o una rata es
preferiblemente usado como el animal que ha de ser inmunizado.

Ademas, la cepa de ratdbn o rata que se ha de usar no esta
pa;rticularmente limitada, y en el caso de un ratén, por ejemplo, se pueden usar
varias cepas tales como A, AKR, BALB/c, BDP, BA, CE, C3H, 57BL, C57BL,
C57L, DBA, FL, HTH, HT1, LP, NZB, NZW, RF, R lll, SJL, SWR, WB, y 129, y en
el caso de una rata se pueden usar, por ejemplo, Wistar, Low, Lewis, Sprague,
Dawley, ACI, BN, Fischer, y similares.

Estos ratones y ratas estan comercialmente disponibles de

oQr
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reproductores/distribudores de animales experimentales, por ejemplo, CLEA
Japan, Inc. y Charles River Laboratories Japan, Inc.

Entre éstos, en consideracion de compatibilidad de fusién con células
de mieloma como se describe mas adelante, en el caso de un raton, cepa BALB/c,
y en el caso de una rata, cepas Wistar y Low son particularmente preferidas como
el animal que ha de ser inmunizado. |

Ademas, en consideraciéon de homologia antigénica entre humanos y
ratones, también se prefiere usar un ratén que tiene funcién biolégica disminuida
para remover autoanticuerpos, es decir, un ratén con una enfermedad
autoinmune.

La edad del ratdbn o rata en el tiempo de inmunizacion es
preferiblemente 5 a 12 semanas de edad, muy preferiblemente 6 a 8 semanas de
edad.

A fin de inmunizar un animal con Siglec-15 o un recombinante del
mismo, por ejemplo, un método conocido descrito en detalle en, por ejemplo, Weir,
D. M., Handbook of Experimental Immunology Vol. I. Il. lll., Blackwell Scientific
Publications, Oxford (1987), Kabat, E. A. y Mayer, M. M., Experimental
Immunochemistry, Charles C Thomas Publisher Springfield, lllinois (1964), o
sirﬁilar se puede usar.

Entre estos métodos de inmunizacion, un método especifico
preferido en la invencion es, por ejemplo, como sigue.

Es decir, primero, una fraccién de proteina de membrana que sirve
como el antigeno o células causadas para expresar el antigeno es/son
intradérmicamente o intraperitonealmente administrada a un animal.

Sin embargo, la combinacién de ambas vias de administracién es
preferida para incrementar la eficiencia de inmunizacién, y cuando Ia

administracion intradérmica se realiza en la primera mitad y administraciéon
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intraperitoneal se realiza en la Uitima mitad o sélo en la ultima dosificacion, la
eficiencia de inmunizacién puede ser particularmente incrementada.

El programa de administracion del antigeno varia dependiendo del
tipo de animal que ha de ser inmunizado, diferencias individuales, o similares. Sin
embargo, en general, un programa de administracién en el cual la frecuencia de
administracion del antigeno es 3 a 6 veces y el intervalo de dosificacion es 2 a 6
semanas es preferido, y un programa de administracion en el cual la frecuencia de
administracion del antigeno es 3 a 4 veces y el intervalo de dosificacién es 2 a 4
semanas es mas preferido.

Ademas, la dosis del antigeno varia dependiendo del tipo de animal
que ha de ser inmunizado, diferencias individuales, o similar, sin embargo, |la dosis
generalmente se fija a 0.05 a 5 mg, preferiblemente aproximadamente 0.1 a 0.5
mg.

Una inmunizacion de refuerzo se realiza 1 a 6 semanas,
preferiblemente 2 a 4 semanas, muy preferiblemente 2 a 3 semanas después de la
administracion del antigeno como se describi6 antes.

La dosis del antigeno en el tiempo de realizar la inmunizacién de
refuerzo varia dependiendo del tipo o tamarfio del animal o similar, sin embargo, en
el caso de un ratén, la dosis es generalmente fijada a 0.05 a 5 mg, preferiblemente
0.1 a 0.5 mg, muy preferiblemente aproximadamente 0.1 a 0.2 mg.

Las células del bazo o linfocitos que incluyen células productoras de
anticuerpo son asépticamente removidas del animal inmunizado 1 a 10 dias,
preferiblemente 2 a 5 dias, muy preferiblemente 2 a 3 dias después de la
inmunizacion de refuerzo.

En este tiempo, el titulo de anticuerpo se mide, y si un animal que
tiene un titulo de anticuerpo suficientemente incrementado se usa como una

fuente de suministro de células productoras de anticuerpo, el procedimiento

A\
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subsecuente se puede llevar a cabo de manera mas eficiente.

Ejemplos del método de medir el titulo de anticuerpo para usarse
aqui incluyen un método de RIUn y un método de ELISA, pero el método no esta
limitado al mismo.

Por ejemplo, si se utiliza un método de ELISA, la medicion del titulp
de anticuerpo en la invenciéon se puede llevar a cabo de conformidad con los
procedimientos como se describe mas adelante.

Primero, un antigeno purificado o parcialmente purificado es
adsorbido sobre la superficie de una fase soélida tal como una placa de 96 pozos
para ELISA, y la superficie de la fase sélida que no tiene antigeno adsorbido a la
misma es cubierta con una proteina no relacionada con el antigeno tal como
albumina de suero de bovino (de aqui en adelante referida como "BSA"). Después
de lavar la superficie, la superficie se lleva a contacto con una muestra serialmente
diluida (por ejemplo, suero de ratén) como un anticuerpo primario para permitir
que el anticuerpo en la muestra se una al antigeno.

Ademas, como un anticuerpo secundario, un anticuerpo marcado con
una enzima contra un anticuerpo de ratén se afiade y se deja unir al anticuerpo de
raton. Después del lavado, un sustrato para la enzima se afiade y un cambio en
absorbancia que ocurre debido a desarrollo de color inducido por degradacion del
sustrato o similar se mide y el titulo de anticuerpo se calcula con base en la
medicién.

La separacion de células productoras de anticuerpo de las células del
bazo o linfocitos se puede llevar a cabo de conformidad con un método conocido
(por ejemplo, Kohler et al., Nature (1975), 256, p. 495; Kohler et al.,, Eur. J.
Immunol. (1977), 6, p. 511; Milstein et al., Nature (1977), 266, p. 550; Walsh,
Nature (1977), 266, p. 495).

Por ejemplo, en el caso de células del bazo, un método general en el
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cual las células productoras de anticuerpo son separadas al homogeneizar el bazo
para obtener células a través de filtracion con una rejilla de acero inoxidable y
suspendiendo las células en un medio esencial minimo de Eagle (MEM) se puede
utilizar.

(c) Preparacion de células de mieloma (de aqui en adelante referida
como "mieloma")

Las células de mieloma que se han de usar para fusién de células no
son particularmente limitadas y células adecuadas se pueden seleccionar de
lineas de células conocidas. Sin embargo, en consideracion de conveniencia
cuando un hibridoma se selecciona de células fusionadas, se prefiere usar una
cepa deficiente en HGPRT (hipoxantina-guanina fosforibosilo transferasa) cuyo
procedimiento de seleccion se ha establecido.

Muy especificamente, ejemplos de la cepa deficiente en HGPRT
incluyen  X63-Ag8(X63), NS1-ANS/1(NS1), P3X63-Ag8.U1(P3U1), X63-
Ag8.653(X63.653), SP2/0-Ag14(SP2/0), MPC11-45.6TG1.7(45.6TG), FO,
S$149/5XX0, y BU.1 derivada de ratones; 210.RSY3.Ag.1.2.3(Y3) derivada de
ratas; y U266AR(SKO-007), GM1500-GTG-A12(GM1500), UC729-6, LICR-LOW-
HMy2(HMy2) y 8226AR/NIP4-1(NP41) derivada de humanos.

Estas cepas deficientes en HGPRT estan disponibles de, por
ejemplo, el American Type Culture Colleccién (Depodsito Norteamericano de
Cultivos Tipo; ATCC) o similar.

Estas Cepas de células son subcultivadas en un medio apropiado tal
como un medio de 8-azaguanina [un medio obtenido al afiadir 8-azaguanina a un
medio RPMI-1640 complementado con glutamina, 2-mercaptoetanol, gentamicina
y suero de ternera fetal (de aqui en adelante referida como "FCS")]; medio de
modificado por Iscove (de aqui en adelante referido como "IMDM"), o medio de

Tagle modificado por Dulbecco (de aqui en adelante referido como "DMEM"). En
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este caso, 3 a 4 dias antes de realizar fusion de células, las células son
subcultivadas en un medio normal [por ejemplo, un medio ASF104 (fabricado por
Ajinomoto Co., Ltd.) que contiene 10% de FCS] para obtener no menos de 2 x 107

células en el dia de fusion de células.

(d) Fusion de células

La fusién entre las células productoras de anticuerpo y las células de
mieloma se puede realizar apropiadamente de conformidad con un método
conocido (Weir, D. M. Handbook of Experimental Immunology Vol. I. 1i. lIl,
Blackwell Scientific Publicaciones, Oxford (1987), Kabat, E. A. y Mayer, M. M.,
Experimental Immunochemistry, Charles C Thomas Publisher, Springdfield, lllinois
(1964), etc.), bajo condiciones tales que la tasa de supervivencia de células no es
excesivamente reducida.

Como tal, un método, un método quimico en el cual las células
productoras de anticuerpo y las células de mieloma se mezclan en una solucion
que contiene un polimero tal como polietilenglicol a una concentracién alta, un
método fisico que usa estimulacion eléctrica, o similar se puede usar.

Entre estos métodos, un ejemplo especifico del método quimico es
como se describe mas adelante.

Es décir, en el caso en donde polietilenglicol se usa en la solucién
que contiene un polimero a una concentracién alta, las células productoras de
anticuerpo y las células de mieloma se mezclan en una solucion de polietilenglicol
que tiene un peso molecular de 1500 a 6000, muy preferiblemente 2000 a 4000 a
una temperatura de 30 a 40°C, preferiblemente de 35 a 38°C durante 1 a 10

minutos, preferiblemente 5 a 8 minutos.

(e) Seleccidon de un grupo de hibridomas
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El método de seleccionar hibridomas obtenidos por la fusién de
células antes mencionada no es particularmente limitado. Usualmente, un método
de seleccion de HAT (hipoxantina, aminopterina, timidina) (Kohler et al., Nature
(1975), 256, p. 495; Milstein et al., Nature (1977), 266, p. 550) se usa.

Este método es efectivo cuando se obtienen hibridomas usando las
células de mieloma de una cepa deficiente en HGPRT que no pueden sobrevivir
en presencia de aminopterina.

Es decir, cultivando células no fusionadas e hibridomas en un medio
HAT, sélo se deja que hibridomas resistentes a aminopterina selectivamente

sobrevivan y proliferen.

(f) Division en clon de células individuales (clonacién)

Como un método de clonacién para hibridomas, un método conocido
tal como un método de metilcelulosa, un método de agarosa blanda, o un método
de dilucion limitante se p_ueden usar (véase, por ejemplo, Barbara, B. M. y Stanley,
M. S.: Selected Methods in Cellular .Immunology, W. H. Freeman and Company,
San Francisco (1980)). Entre estos métodos, particularmente, se prefiere un
método de diIQcién limitante.

En este método, una cepa de células de fibroblasto derivadas de un
feto de raton o células alimentadoras tales como células de bazo de raton
n.ormales, células de glandula del timo, o células de ascitos se siembran en una
microplaca.

Mientras tanto, los hibridomas se diluyen en un medio para dar una
densidad de células de 0.2 a 0.5 células por 0.2 ml. Una alicuota de 0.1 ml de la
suspension de hibridoma diluido se afiade a cada pozo y el cultivo se contintia
durante aproximadamente 2 semanas mientrés se reemplaza aproximadamente

1/3 de la soluciéon de cultivo con medio fresco a intervalos de tiempo
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predeterminados (por ejemplo, cada 3 dias), por lo que los clones del hibridoma
puede ser proliferados.

Los hibridomas en pozos para los cuales el titulo de anticuerpo ha
sido confirmado son sometidos a, por ejemplo, clonacién por el método de dilucién
limitante repetidamente 2 a 4 veces. Un hibridoma que ha sido confirmado para
tener un titulo de anticuerpo estable se selecciona como una cepa de hibridoma
productora de anticuerpo monoclonal anti-Siglec-15.

Ejemplos de la cepa de hibridoma asi clonada incluye hibridoma
#32A1 descrita en WO 09/48072. El hibridoma #32A1 se deposité en el
International Patent Organism Depositary de la National institute of Advanced
Industrial Science and Technology (Depésito Internacional de Organismos de
Patente del Intituto Nacional de Ciencia y Tecnologia Industrial Avanzada,
localizado en Central 6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba-shi, lbaraki-ken, 305-8566, Japon)
el 28 de agosto de 2008, y se ha dado un nimero de acceso de FERM BP-10999
bajo el nombre de Hibridoma #32A1 anti-Siglec-15. Incidentalmente, en esta
descripcidn, el anticuerpo producido por el hibridoma #32A1 se refiere como
“anticuerpo #32A1” o simplemente “#32A1”. Ademas, los anticuerpos obtenidos en
los ejemplos de esta descripcion distintos del anticuerpo #32A1 también estan
representados por los nombres de anticuerpo de la misma manera. Un fragmento
parcial que contiene la region variable de cadena pesada del anticuerpo #32A1
tiene una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de aminoéacidos 20
a 167 de SEQ ID NO: 28 en el listado de secuencias. Ademas, un fragmento
parcial que contiene la secuencia de regién variable de cadena ligera del
anticuerpo #32A1 tiene una secuencia de aminoacidos que comprende residuos

de aminoacidos 21 a 139 de SEQ ID NO: 30 en el listado de secuencias.

(g) Preparacion de anticuerpo monoclonal cultivando hibridoma
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Al cultivar el hibridoma asi seleccionado, un anticuerpo monoclonal
se puede obtener eficientemente. Sin embargo, antes del cultivo, se prefiere
realizar determinacién selectiva de un hibridoma que produce un anticuerpo
monoclonal objetivo.

En esa determinacion selectiva, se puede utilizar un método
conocido.

La medicién del titulo de anticuerpo en la invencién se puede llevar a
cabo, por ejemplo, por un método de ELISA explicado en el punto (b) descrito
anteriormente.

El hibridoma obtenido por el método descrito anteriormente se puede
almacenar en un estado congelado en nitrégeno liquido o en un congelador a -
80°C o inferior.

Después de completarse la clonacién, el medio es cambiado de un
medio HT a un medio normal, y el hibridoma es cultivado.

El cultivo a gran escala se realiza mediante cultivo por rotacion
usando una botella para cultivo grande o mediante cultivo giratorio.

Del sobrenadante obtenido por el cultivo a gran escala, un anticuerpo
monoclonal que se une especificamente a la proteina de la invencion se puede
obtener por purificacion usando un método conocido por los expertos en la técnica
tal como filtracion en gel.

Ademas, el hibridoma es inyectado en la cavidad abdominal de un
raton de la misma cepa que el hibridoma (por ejemplo, el BALB/c antes
mencionado) o un ratén Nu/Nu para proliferar el hibridoma, por lo que se pueden
obtener los ascitos que contenian una gran cantidad del anticuerpo monoclonal de
la invencion.

En el caso en donde el hibridoma es administrado en la cavidad

abdominal, si un aceite mineral tal como 2,6,10,14-tetrametil pentadecano
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(pristano) es administrado 3 a 7 dias antes del mismo, se puede obtener una
cantidad mas grande de los ascitos.

Por ejemplo, un inmunosupresor es previamente inyectado en la
cavidad abdominal de un ratén de la misma pieza que el hibridoma para inactivat
las células T. 20 dias después, 10° a 10" células de clon de hibridoma se
suspenden en un medio libre de suero (0.5 ml), y la suspension es inyectada en la
cavidad abdominal del raton. En general, cuando el abdomen es expandido y
llenado con los ascitos, los ascitos se recolectan del raton.

Por este método, el anticuerpo monoclonal se puede obtener a una
concentracién que es aproximadamente 100 veces o0 mas alta que en la solucién
de cultivo.

El anticuerpo monoclonal obtenido por el método antes mencionado
puede ser purificado por un método descrito, por ejemplo, en Weir, D. M.
Handbook of Experimental Immunology Vol. |, 1, lll, Blackwell Scientific
Publicaciones, Oxford (1978).

Es decir, ejemplos del método incluyen un método de precipitacion
de sulfato de amonio, filtracién en gel, cromatografia de intercambio de iones, y
cromatografia de afinidad.

Como un método de purificacion simple, también se puede usar un
kit de purificacion de anticuerpo monoclonal comercialmente disponible (por
ejemplo, MAbTrap Gl Kit fabricado por Pharmacia, Inc.) o similar.

El anticuerpo monoclonal asi obtenido tiene alta especificidad de
antigeno para Siglec-15.

(h) Prueba de anticuerpo monoclonal

El isotipo y subclase del anticuerpo monoclonal asi obtenido se
pueden determinar como sigue.

Primero, ejemplos del método de identificacion incluyen un método
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de Ouchterlony, un método de ELISA y un método de RIUn.

Un método de Ouchterlony es simple, pero cuando la concentracion
del anticuerpo monoclonal es baja, se requiere una operacién de condensacion.

Por otra parte, cuando se usa un método de ELISA o un método de
RIUn, al hacer reaccionar directamente el sobrenadante de cultivo con una fase
sélida antigeno-adsorbida y usando anticuerpos correspondientes a varios tipos de
isotipos y subclases de inmunoglobulina como anticuerpos secundarios, el iéotipo
y subclase del anticuerpo monoclonal se pueden identificar.

Ademas, como un método mas simple, también se puede usar un kit
de identificaciébn comercialmente disponible (por ejemplo, Mouse Typer Kit
fabricado por Bio-Rad Laboratories, Inc.) o similar.

Ademas, la determinaciéon cuantitativa de una proteina se puede
realizar por el método de Folin Lowry y un método de calculo basado en la

absorbancia a 280 nm [1.4 (DO 280) = Inmunoglobulina 1 mg/mi].

(3) Otros anticuerpos

El anticuerpo de la invencién incluye no soélo el anticuerpo
monoclonal antes mencionado contra Siglec-15, sino también un anticuerpo
recombinante obtenido por modificacion artificial para el propésito de reducir la
antigenicidad heterdloga a humanos tales como un anticuerpo quimerico, un
anticuerpo humanizado y un anticuerpo humano. Estos anticuerpos se pueden
producir usando un método conocido.

Como el anticuerpo quimérico, un anticuerpo en el cual las regiones
variable y constante de anticuerpo se derivan de diferentes especies, por ejemplo,
un anticuerpo quimérico en el cual una regién variable de anticuerpo derivado de
raton o rata es conectada a una regién constante derivada de humano puede ser

ejemplificada (véase Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81, 6851-6855, (1984)). Como un
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ejemplo del anticuerpo quimérico derivado de un anticuerpo #32A1 anti-ratén de
rata, se puede ejemplificar un anticuerpo que comprende una cadena pesada que
tiene una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 20
a 470 de SEQ ID NO: 41 en el listado de secuencias y una cadena ligera que tiene
una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 21 a 237
de SEQ ID NO: 43 en el listado de secuencias.

Como el anticuerpo humanizado, se puede ejemplificar un anticuerpo
obtenido al integrar sélo una region determinante de complementariedad (CDR) en
un anticuerpo derivado de humano (véase Nature (1986) 321, pp. 522-525), y un
anticuerpo obtenido al injertar una parte de los residuos de aminoacidos del marco
de trabajo asi como la secuencia de CDR a un anticuerpo humano por un metodo
de injerto de CDR (WO 90/07861). Como un ejemplo del anticuerpo humanizado
de un anticuerpo de rata #32A1, se puede ejemplificar una combinacién arbitraria
de una cadena pesada que contiene una region variable de cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 20 a 140 de SEQ ID NO: 51 en el listado de secuencias, residuos de
aminoacidos 20 a 140 de SEQ ID NO: 53, residuos de aminoacidos 20 a 140 de
SEQ ID NO: 55, residuos de aminoacidos 20 a 140 de SEQ ID NO: 57, residuos
de aminoacidos 20 a 140 de SEQ ID NO: 59, residuos de aminoacidos 20 a 140
de SEQ ID NO: 99, residuos de aminoacidos 20 a 140 de SEQ ID NO: 101, o
residuos de aminoacidos 1 a 121 de cualquiera de las secuencias de aminoacidos
representadas por SEQ ID NOS: 72 a 77 y una cadena ligera que contiene una
region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos
gue comprende residuos de aminoacidos 21 a 133 de SEQ ID NO: 61, residuos de
aminoacidos 21 a 133 de SEQ ID NO: 63, residuos de aminoacidos 21 a 133 de
SEQ ID NO: 65, residuos de aminoacidos 21 a 132 de SEQ ID NO: 67, residuos

de aminoacidos 21 a 133 de SEQ ID NO: 69, residuos de aminoacidos 21 a 133
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de SEQ ID NO: 71, residuos de aminoacidos 21 a 133 de SEQ ID NO: 103,
residuos de aminoacidos 21 a 133 de SEQ ID NO: 105, o residuos de aminoacidos
1 a 113 de cualquiera de las secuencias de aminoacidos representadas por SEQ
ID NOS: 78 a 96.

Como una combinacion preferida, se puede ejemplificar un
anticuerpo que comprende una cadena pesada que contiene una region variable
de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que comprende
residuos de aminoacidos 20 a 140 de SEQ ID NO: 51 y una cadena ligera que
contiene una regién variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 21 a 133 de SEQ ID NO:
61, un anticuerpo que comprende una cadena pesada que contiene una region
variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que
comprende residuos de aminoacidos 20 a 140 de SEQ ID NO: 53 y una cadena
ligera que contiene una regiéon variable de cadena ligera que comprende una
secuencia de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 21 a 133 de
SEQ ID NO: 63, un anticuerpo que comprende una cadena pesada que contiene
una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 20 a 140 de SEQ ID NO:
55 y una cadena ligera que contiene una regién variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 21 a 133 de SEQ ID NO: 65, un anticuerpo que comprende una
cadena pesada que contiene una region variable de cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 20 a 140 de SEQ ID NO: 55 y una cadena ligera que contiene una
region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos
que comprende residuos de aminoacidos 21 a 132 de SEQ [ID NO: 67, un

anticuerpo que comprende una cadena pesada que contiene una region variable
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de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que comprende
residuos de aminoacidos 20 a 140 de SEQ ID NO: 57 y una cadena ligera que
contiene una regién variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 21 a 133 de SEQ ID NO:
69, un anticuerpo que comprende una cadena pesada que contiene una region
variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que
comprende residuos de aminoacidos 20 a 140 de SEQ ID NO: 59 y una cadena
ligera que contiene una region variable de cadena ligera que comprende una
secuencia de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 21 a 133 de
SEQ ID NO: 71, un anticuerpo que comprende una cadena pesada que contiene
una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoéacidos que comprende residuos de aminoacidos 20 a 140 de SEQ ID NO:
99 y una cadena ligera que contiene una region variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 21 a 133 de SEQ ID NO: 69, un anticuerpo que comprende una
cadena pesada que contiene una regiéon variable de cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 20 a 140 de SEQ ID NO: 101 y una cadena ligera que contiene una
region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos
gue comprende residuos de aminoacidos 21 a 133 de SEQ ID NO: 69, un
anticuerpo que comprende una cadena pesada que contiene una regién variable
de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que comprende
residuos de aminoacidos 20 a 140 de SEQ ID NO: 99 y una cadena ligera que
contiene una regioén variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 21 a 133 de SEQ ID NO:
103, o un anticuerpo que comprende una cadena pesada que contiene una region

variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que
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comprende residuos de aminoacidos 20 a 140 de SEQ ID NO: 99 y una cadena
ligera que contiene una region variable de cadena ligera que comprende una
secuencia de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 21 a 133 de
SEQ ID NO: 105.

Como una combinacién mas preferida, se puede ejemplificar un
anticuerpo que comprende una cadena pesada que tiene una secuencia de
aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 20 a 470 de SEQ ID NO:
51 y una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende
residuos de aminoacidos 21 a 238 de SEQ ID NO: 61, un anticuerpo que
comprende una cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos que
comprende residuos de aminoacidos 20 a 470 de SEQ ID NO: 53 y una cadena
ligera que tiene una secuencia de aminoacidos 'que comprende residuos de
aminoéacidos 21 a 238 de SEQ ID NO: 63, un anticuerpo que comprende una
cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende residuos
de aminoacidos 20 a 470 de SEQ ID NO: 55 y una cadena ligera que tiene una
secuencia de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 21 a 238 de
SEQ ID NO: 65, un anticuerpo que comprende una cadena pesada que tiene una
secuencia de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 20 a 470 de
SEQ ID NO: 55 y una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que
comprende residuos de aminoacidos 21 a 237 de SEQ ID NO: 67, un anticuerpo
que comprende una cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos que
comprende residuos de aminoacidos 20 a 470 de SEQ ID NO: 57 y una cadena
ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 21 a 238 de SEQ ID NO: 69, un anticuerpo que comprende una
cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende residuos
de aminoacidos 20 a 470 de SEQ ID NO: 59 y una cadena ligera que tiene una

secuencia de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 21 a 238 de

6|
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SEQ ID NO: 71, un anticuerpo que comprende una cadena pesada que tiene una
secuencia de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 20 a 466 de
SEQ ID NO: 99 y una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que
comprende residuos de aminoacidos 21 a 238 de SEQ ID NO: 69, un anticuerpo
que comprende una cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos que
comprende residuos de aminoacidos 20 a 466 de SEQ ID NO: 101 y una cadena
ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 21 a 238 de SEQ ID NO: 69, un anticuerpo que comprende una
cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende residuos
de aminoacidos 20 a 466 de SEQ ID NO: 99 y una cadena ligera que tiene una
secuencia de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 21 a 238 de
SEQ ID NO: 103, o un anticuerpo que comprende una cadena pesada que tiene
una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 20 a 466
de SEQ ID NO: 99 y una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos
que comprende residuos de aminoacidos 21 a 238 de SEQ ID NO: 105.

Sin embargo, el anticuerpo humanizado derivado del anticuerpo
#32A1 no se limita a los anticuerpos humanizados antes mencionados siempre
que el anticuerpo humanizado tenga todos los 6 tipos de secuencias de CDR de
#32A1 y tenga una actividad de inhibir la formacion de osteoclastos.
Incidentaimente, la regién variable de cadena pesada del anticuerpo #32A1 tiene
CDRH1 (DYFMN) que comprende una secuencia de aminoacidos representada
por SEQ ID NO: 44, cualquiera de CDRH2 (QIRNKIYTYATFYAESLEG) que
comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 45 y
CDRH2 (QIRNKIYTYATFYA) representada por SEQ ID NO: 97, y CDRH3
(SLTGGDYFDY) que comprende una secuencia de aminoacidos representada por
SEQ ID NO: 46. La CDRH2 representada por SEQ ID NO: 45 es de conformidad

con la definiciéon de Kabat (SEQUENCES OF PROTEINS OF IMMUNOLOGICAL
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INTEREST VOL. |, QUINTA EDICION (1991)). La CDRH2 representada por SEQ
ID NO: 97 se hace mas corta por cinco residuos en el C-terminal que la definicion
de Kabat. En la secuencia de cadena pesada que contiene esta CDRH2, la
secuencia de CDR derivada de una rata se hace mas corta y mas de una
secuencia de marco de trabajo humana es incorporada, y por lo tanto, cuando se
administra a humanos, es mucho menos probable que sea reconocida como un
antigeno heterélogo. Ademas, la regién variable de cadena ligera del anticuerpo
#32A1 tiene CDRL1 (RASQSVTISGYSFIH) que comprende una secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 47, CDRL2 (RASNLAS) que
comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 48, y
CDRL3 (QQSRKSPWT) que comprende una secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 49.

Ademas, el anticuerpo de la invencion incluye un anticuerpo humano.
Un anticuerpo anti-Siglec-15 humano se refiere a un anticuerpo humano que tiene
so6lo una secuencia de gen de un anticuerpo derivado de un cromosoma humano.
El anticuerpo anti-Siglec-15 humano se puede obtener por un método que usa un
ratdbn productor de anticuerpo humano que tiene un fragmento de cromosoma
humano que contiene genes de cadena pesada y ligera de un anticuerpo humano
(véase Tomizuka, K. et al., Nature Genetics (1997) 16, pp. 133-143; Kuroiwa, Y. et
al., Nucl. Acids Res.‘ (1998) 26, pp. 3447-3448; Yoshida, H. et al., Animal Cell
Technology: Basic and Applied Aspects vol. 10, pp. 69-73 (Kitagawa, Y., Matuda,
T. and lijima, S. eds.), Kluwer Academic Publishers, 1999; Tomizuka, K. et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA (2000) 97, pp. 722-727, etc.).

Dicho ratéon productor de anticuerpo humano se puede crear
especificamente como sigue. Un animal genéticamente modificado en el cual loci
de genes de cadena pesada y ligera de inmunoglobulina endégena han sido

alterados,; y en su lugar, se han introducido loci de genes de cadena pesada y

65
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ligera de inmunoglobulina humana mediante un vector de cromosoma artificial de
levadura (YAC) o similar es creado al producir un animal knockout y un animal
transgénico y apareando estos animales.

Ademas, de conformidad con una técnica de ingenieria genética,
usando ADNcs que codifican la cadena pesada y la cadena ligera de un
anticuerpo humano, respectivamente, y preferiblemente un vector que contiene los
ADNcs, células eucaridticas son transformadas, y un transformante que produce
un anticuerpo monoclonal humano recombinante es cultivado, por lo que el
anticuerpo también se puede obtener del sobrenadante de cultivo.

Aqui, como el hospedero, por ejemplo, se pueden usar células
eucaribticas, preferiblemente células de mamifero tales como células CHO,
linfocitos o células de mieloma.

Ademas, también se conoce un método para obtener un anticuerpo
humano derivado de despliegue de fagos determinado selectivamente de una
genoteca de anticuerpo humano (véase Wormstone, I. M. et al., Investigative
Ophthalmology & Visual Science. (2002) 43 (7), pp. 2301-2308; Carmen, S. et al.,
Briefings in Functional Genomics and Proteomics (2002), 1 (2), pp. 189-203,;
Siriwardena, D. et al., Opthalmology (2002) 109 (3), pp. 427-431, etc.).

Por ejemplo, se puede usar un método de despliegue de fagos en el
cual una region variable de un anticuerpo humano es expresada sobre la
superficie de un fago como un anticuerpo de cadena sencilla (scFv), y un fago que
se une a un antigeno se selecciona (Nature Biotechnology (2005), 23, (9), pp.
1105-1116).

Al analizar el gen del fago seleccionado basado en la unién a un
antigeno, se puede determinar una secuencia de ADN que codifica la region
variable de un anticuerpo humano que se une a un antigeno.

Si la secuencia de ADN de scFv que se une a un antigeno se

G
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determina, un anticuerpo humano se puede obtener.al preparar un vector de
expresion que tiene la secuencia e introducir el vector en un hospedero apropiado
a expresarlo (WO 92/01047, WO 92/20791, WO 93/06213, WO 93/11236, WO
93/19172, WO 95/01438, WO 95/15388, Annu. Rev. Immunol (1994) 12, pp. 433-
455, Nature Biotechnology (2005) 23 (9), pp. 1105-1116).

Los anticuerpos obtenidos por el método anterior son evaluados para
la propiedad de unién a un antigeno por el método descrito en el ejemplo 25 o
similar, y un anticuerpo preferido se puede seleccionar. Como un ejemplo de otro
indice cuahdo se comparan las propiedades de anticuerpos, la estabilidad de
anticuerpos se puede ejemplificar. La calorimetria de escudrifiamiento diferencial
(DSC) mostrada en el ejemplo 33 es un instrumento capaz de medir rapido y de
manera precisa una terhperatura de punto medio de desnaturalizacion térmica
(Tm) que es un indice favorable de estabilidad estructural relativa de las proteinas.
Al medir los valores de Tm usando DSC y al comparar los valores, una diferencia
en estabilidad térmica se puede comparar. Se sabé que la estabilidad al
almacenamiento de los anticuerpos muestra alguna correlacion con la estabilidad
térmica de los anticuerpos (Lori Burton, et. al., Pharmaceutical Development and
Technology (2007) 12, pp. 265-273), y un anticuerpo preferido se puede
seleccionar al usar estabilidad térmica como un indice. Ejemplos de otros indices
para seleccionar anticuerpos incluyen lo siguiente: el rendimiento en una célula
hospedera apropiada es alto y la capacidad de agregacion en una solucion acuosa
es baja. Por ejemplo, un anticuerpo que muestra el rendimiento mas alto no
siempre muestra estabilidad térmica alta, y por lo tanto, es necesario seleccionar
un anticuerpo mas adecuado para administrar a humanos al hacer una evaluacién
completa basada en los indices antes mencionados.

Ademas, un método en el cual las secuencias de cadena pesada y

ligera de longitud completa de un anticuerpo son ligadas usando un enlazador
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apropiado, por el que se obtiene una inmunoglobulina de cadena sencilla también
es conocido (Lee, H-S, et. al., Molecular Immunology (1999) 36, pp. 61-71;
Shirrmann, T. et. al., mAbs (2010), 2, (1) pp. 1-4). Al dimerizar la inmunoglobulina
de cadena sencilla, el dimero resultante puede tener una estructura y una
actividad similar a las de un anticuerpo que es un tetramero como tal. Ademas, el
anticuerpo de la invencion puede ser un anticuerpo que tiene una region variable
de cadena pesada sencilla y no tiene una secuencia de cadena ligera. Dicho
anticuerpo se denomina un anticuerpo de dominio sencillo (sdAb) o un
nanocuerpo, y de hecho, se observa en camellos y llamas y se ha reportado que
tiene una afinidad de unién a antigeno (Muyldemans S. et. al., Protein Eng. (1994)
7(9), 1129-35, Hamers-Casterman C. et. al., Nature (1993) 363 (6428) 446-8). Se
puede entender que los anticuerpos antes mencionados son tipos de fragmentos
funcionales del anticuerpo de conformidad con la invencién.

Ademas, al controlar la glicosilaciéon en la cual un glicano se une al
anticuerpo de Ia‘invencién, es posible incrementar la actividad citotéxica celular
dependiente de anticuerpo. En lo que respecta a técnicas para controlar la
glicosilacion de anticuerpos, se conocen los documentos WO 99/54342, WO
00/61739, WO 02/31140, etc. Sin embargo, las técnicas no se limitan a éstos.

En casos en donde un anticuerpo es producido aislando primero un
gen de anticuerpo y después introduciendo el gen en el hospedero apropiado, se
pueden usar una combinacién de un hospedero apropiado y un vector de
expresion apropiado. Ejemplos especificos del gen de anticuerpo incluyen una
combinaciéon de un gen que codifica una secuencia de cadena pesada de un
anticuerpo descrita en esta descripcion y un gen que codifica una secuencia de
cadena ligera del mismo. Cuando una célula hospedera es transformada, es
posible insertar el gen de la secuencia de cadena pesada y el gen de la secuencia

de cadena ligera en el mismo vector de expresion, y también en diferentes
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vectores de expresion por separado. En casos en donde se usan células
eucarioticas como el hospedero, se pueden usar células animales, células
vegetales y microorganismos eucariéticos. Como las células animales, (1) células
de mamifero, por ejemplo, cepas deficientes en dihidrofolato reductasa (Urlaub, G.
y Chasin, L. A., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1980) 77, pp. 4126-4220) de células
COS de simio (Gluzman, Y., Cell, (1981) 23, pp. 175-182, ATCC CRL-1650),
fibroblastos de murino NIH3T3 (ATCC No. CRL-1658), y células de ovario de
hamster chino (células CHO; ATCC: CCL-61); pueden ser ejemplificadas. Ademas,
en casos en donde se usan células procaridticas, por ejemplo, Escherichia coli 'y
Bacillus subtilis pueden ser ejemplificadas. Al introducir un gen de anticuerpo
objetivo en estas células a través de transformacion, y al cultivar las células asi
transformadas in vitro, se puede obtener el anticuerpo. En el método de cultivo
antes mencionado, el rendimiento algunas veces puede variar dependiendo de la
secuencia del anticuerpo, y por lo tanto, es posible seleccionar uno que sea
facilmente producido como un compuesto farmacéutico al usar el rendimiento
como un indice entre los anticuerpos que tienen una actividad de unién
comparable.

No hay limitacién sobre el isotipo del anticuerpo de la invencion, y
ejemplos de los mismos incluyen IgG (IgG1, 19G2, 1gG3, 1gG4), IgM, IgA (IgA1,
IgA2), IgD e IgE, y ejemplos preferidos de los mimos incluyen IgG e IgM, y
ademas, ejemplos mas preferidos de los mismos incluyen 1gG1 e 1gG2.

Ademas, el anticuerpo de la invencion puede ser un fragmento
funcional del anticuerpo que tiene un sitio de unién a antigeno del anticuerpo o un
fragmento modificado del mismo. El fragmento del anticuerpo se puede obtener al
tratar el anticuerpo con una proteasa tal como papaina o pepsina, o al modificar el
gen del anticuerpo de conformidad con una técnica de ingenieria genética y

expresando el gen modificado en células cultivadas adecuadas. Entre estos
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fragmentos de anticuerpo, un fragmento que tiene todas o parte de las funciones
de la molécula del anticuerpo de longitud completa se puede llamar un fragmento
funcional del anticuerpo. Como las funciones del anticuerpo, generalmente una
actividad de unién a antigeno, una actividad de neutralizacién de la actividad de un
antigeno, una actividad dev incremento de Ia’actividad de un antigeno, una
actividad citotoxica dependiente de anticuerpo, una actividad citotoxica
dependiente de complemento y actividad citotoxica celular dependiente de
complemento se pueden ejemplificar. La funcién del fragmento funcional del
anticuerpo de conformidad con la invencién es una actividad de unién a Siglec-15,
preferiblemente una actividad de inhibir la formacién de osteoclastos, muy
preferiblemente una actividad de inhibir el proceso de fusion celular de los
osteoclastos.

Ejemplos del fragmento dei anticuerpo incluyen Fab, F(ab’)2, Fv, Fv
de cadena sencilla (scFv) en el cual moléculas de Fv de la cadena pesada y la
cadena ligera son ligadas mediante un enlazador ap-ropiado, un diacuerpo
(diacuerpos), un anticuerpo lineal, y un anticuerpo poliespecifico compuesto del
fragmento de anticuerpo. Ademas, Fab’ que es un fragmento monovalente en una
region variable de un anticuerpo obtenido mediante tratamiento de F(ab’)2 bajo
condiciones reductoras es también considerado como un fragmento del
anticuerpo.

Ademés, el anticuerpo de la invenciéon puede ser un anticuerpo
poliespecifico con especificidad para por lo menos dos antigenos diferentes. En
general, dicha molécula se une a dos antigenos (es decir, un anticuerpo
biespecifico), sin embargo, el “anticuerpo poliespecifico”, como se usa aqui,
incluye un anticuerpo que tiene especificidad para dos o mas (por ejemplo, tres)
antigenos.

El anticuerpo poliespecifico de la invencion puede ser un anticuerpo
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de longitud completa o un fragmento de dicho anticuerpo (por ejemplo, un
anticuerpo biespecifico F(ab’)2). El anticuerpo biespecifico puede ser producido al
ligar las cadenas pesada y ligera (pares de HL) de dos tipos de anticuerpos, o
también puede ser producido al fusionar hibridomas que producen diferentes
anticuerpos monoclonales para preparar | células fusionadas productoras de
anticuerpo biespecifico (Millstein et al., Nature (1983) 305, pp. 537-539).

El anticuerpo de la invencién puede ser un anticuerpo de cadena
sencilla (también referido como scFv). El anticuerpo de cadena sencilla se puede
obtener al ligar la region variable de cadena pesada y la region variable de cadena
ligera de un anticuerpo mediante un enlazador de polipétido (Pluckthun, The
Pharmacology of Monoclonal Anticuerpos, 113 (editado por Rosenburg y Moore,
Springer Verlag, New York, pp. 269-315 (1994), Nature Biotechnology (2005), 23,
pp. 1126-1136). Ademas, un fragmento de BiscFv producido al ligar dos moléculas
de. scFv mediante un enlazador de polipétido también se puede usar como el
anticuerpo biespecifico.

EL método para producir un anticuerpo de cadena sencilla se conoce
en este campo técnico (véase, por ejemplo, patentes de E.U.A. Nos. 4,946,778,
5,260,203, 5,09'1,513, 5,455,030, etc.). En este scFv, la region variable de cadena
pesada y la region variable de cadena ligera son ligadas mediante un enlazador
que no forma un conjugado, preferiblemente mediante un enlazador de polipétido
(Huston, J. S. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1988), 85, pp. 56879-5883). En el
scFv, la region variable de cadena pesada y la region variable de cadena ligera se
pueden derivar del mismo anticuerpo o diferentes anticuerpos.

Como el enlazador de polipéptido que se ha de usar para ligar las
regiones variables, por ejemplo, se usa un péptido de cadena sencilla dado
compuesto de 12 a 19 residuos.

ADN que codifica scFv se puede obtener al realizar amplificacion
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usando un ADN que codifica la secuencia entera de aminoacidos, o una secuencia
parcial deseada de aminoacidos, seleccionados de la cadena pesada o la region
variable de cadena pesada del anticuerpo antes mencionado y la cadena ligera o
la region variable de cadena ligera del mismo como una plantilla por un método de
PCR usando un par de iniciadores que define ambos extremos de la misma, y
ademas realizando amplificaciéon al combinar el ADN que codifica una porcion de
enlazador de polipétido y un par de iniciadores que define ambos extremos de la
misma para ligar los dos extremos a la cadena pesada y la cadena ligera,
respectivamente.

Ademas, una vez que el ADN que codifica scFv es producido, un
vector de expresion que contiene el mismo y un hospedero transformado por el
vector de expresién se puede obtener de conformidad con procedimientos
comunes. Ademas, al usar el hospedero resultante, scFv se puede obtener de
conformidad con procedimientos comunes. Un fragmento de anticuerpo del mismo
se puede producir en un hospedero al obtener un gen y al expresar el gen de la
misma manera como se describié antes.

El anticuerpo de la invencidbn puede ser multimerizado para
incrementar su afinidad para un antigeno. El anticuerpo que ha de ser
multimerizado puede ser un tipo de anticuerpo o una pluralidad de anticuerpos que
reconocen una pluralidad de epitopes del mismo antigeno. Como un método de
multimerizacién del anticuerpo, se puede ejempilificar la unién del dominio CH3 de
IgG a dos moléculas de scFv, unioén a estreptavidina, introduccién de un motivo de
hélice-vuelta-hélice y similares.

El anticuerpo de la invencién puede ser un anticuerpo policlonal que
es una mezcla de tipos plirales de anticuerpos anti-Siglec-15 que tienen diferentes
secuencias de aminoacidos. Como un ejemplo del anticuerpo policlonal, se puede

ejemplificar una mezcla de tipos plurales de anticuerpos que tienen diferentes
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CDR. Como dicho anticuerpo policlonal, se puede usar una mezcla de células que
producen diferentes anticuerpos se cultiva,' y un anticuerpo purificado del cultivo
resultante (véase WO 2004/061104).

Como un anticuerpo modificado, se puede usar un anticuerpo unido a
cualquiera de varios tipos de moléculas tales como pdlietilenglicol (PEG) también.

Ademas, el anticuerpo de la invencion puede estar en forma de un
'conjugado formado entre cualquiera de estos anticuerpos y otro agente medicinal
(inmunoconjugado). Ejemplos de dicho anticuerpo incluyen uno en el cual el
anticuerpo es conjugado a un materiai radioactivo o un compuesto que tiene una
accién farmacoloégica (Nature Biotechnology (2005) 23, pp. 1137-1146).

El anticuerpo obtenido puede ser purificado a homogeneidad. La
separacion y purificacion del anticuerpo se puede realizar utilizando un método de
separacion y purificacion de proteina convencional. Por ejemplo, el anticuerpo
puede ser separado y purificado al seleccionar y combinar apropiadamente la
cromatografia en columna, filtracion por filtro, ultrafiltrabién, precipitacion de sal,
didlisis, electroforesis de gel de poliacrilamida preparativa, electroforesis de
enfoque isoeléctrico, y similares (Strategies for Protein Purification and
Characterization: A Laboratory Course Manual, Daniel R. Marshak et al. eds., Cold
Spring Harbor Laboratory Press (1996); Antibodies: A Laboratory Manual. Ed
Harlow y David Lane, Cold Spring Harbor Laboratory (1988)), pero el método no
se limita al mismo.

Ejemplos de dicha cromatografia incluyen cromatografia de afinidad,
cromatografia de intercambio de iones, cromatografia hidrofébica, cromatografia
de filtracion en gel, cromatografia de fase inversa, y cromatografia de adsorcion.

Dicha cromatografia se puede realizar utilizando cromatografia de
liquidos tal como CLAR o FPLC.

Como una columna se puede usar en cromatografia de afinidad, una
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columna Protein A y una columna de proteina G se pueden ejemplificar.
Por ejemplo, como una columna que usa una columna Protein A,
Hyper D, POROS, Sepharose FF (Pharmacia) y similares se pueden ejemplificar.
Ademas, al usar un vehiculo que tiene un antigeno inmovilizado en el
mismo, el anticuerpo también se puede purificar utilizando la propiedad de union

del anticuerpo al antigeno.-

4. Agente farmacéutico que contiene anticuerpo anti-Siglec-15

De los anticuerpos anti-Siglec-15 obtenidos por el método descrito en
el anterior punto “3. Produccién de anticuerpo anti-Siglec-15", se puede obtener un
anticuerpo que neutraliza la actividad biolégica de Siglec-15. Dicho anticuerpo que
neutraliza la actividad bioldgica de Siglec-15 inhibe la actividad biolégica de
Siglec-15 in vivo, es decir, la diferenciacién y/o maduracién de osteoclastos, y por
lo tanto se puede usar como un agente terapéutico y/o preventivo para el
metabolismo anormal de hueso causado por diferenciacion y/o maduracion
anormal de osteoclastos como un agente farmacéutico. El metabolismo anormal
de hueso puede ser cualquier trastorno caracterizado por pérdida neta de hueso
(osteopenia u ostedlisis). En general, el tratamiento y/o prevencion por el
anticuerpo anti-Siglec-15 son/es aplicado a un caso en donde la inhibicién de
resorciéon de hueso es requerida. Ejemplos del metabolismo anormal de hueso que
se puede tratar y/o prevenir por el anticuerpo anti-SigIec-15 incluyen osteoporosis
(osteoporosis postmenopausica, osteoporosis senil, osteoporosis secundaria
debido al uso de un agente terapéutico tal como un esteroide o un
inmunosupresor, o artritis reumatoide acompafante de osteoporosis), artritis
reumatoide acompafiante de destruccion de hueso, hipercalcemia cancerosa,
mieloma multiple acompanante de destruccidon de hueso o metastasis de cancer a

hueso, tumor de células gigantes, osteopenia, pérdida de dientes debido a
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periodontitis, ostedlisis alrededor de una articulacion prostética, destruccion de
hueso en osteomielitis crénica, enfermedad de los huesos de Paget, osteodistrofia
renal, y osteogénesis imperfecta, sin embargo, el metabolismo anormal de hueso
no esta limitado a las mismas siempre que sea una enfermedad acompafiada por
pérdida neta de hueso causada por osteoclastos. Ejemplos del anticuerpo anti-
Siglec-15 que se ha de usar como el agente farmacéutico antes mencionado
incluyen un anticuerpo quimérico y un anticuerpo humanizado producido a partir
del anticuerpo #32A1 por el método descrito en el punto 3. “(3) Otros anticuerpos”.
Ademas, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado y un anticuerpo
humano que comparten el mismo epitope que el anticuerpo #32A1 también se
pueden usar como un agente farmacéutico. El que un cierto anticuerpo anti-Siglec-
15 comparta el mismo epitope que el anticuerpo #32A1 se puede confirmar al
observar si estos anticuerpos se unen o no al mismo peéptido parcial especifico de
Siglec-15. Ademas, también se puede determinar que si un cierto anticuerpo anti-
Siglec-15 compite con el anticuerpo #32A1 para unidon a Siglec-15, estos
anticuerpos comparten el mismo epitope.

La actividad in vitro del anticuerpo anti-Siglec-15 de neutralizar la
actividad biolégica de Siglec-15 se puede determinar, por ejemplo, por la actividad
de inhibir la diferenciacion de las células que sobreexpresan Siglec-15 en
osteoclastos. Por ejemplo, el anticuerpo anti-Siglec-15 se afiade a células RAW
264.7 o células RAW 264 que son una linea de células derivadas de monolitos de
ratbn a varias concentraciones, y la actividad de inhibir la diferenciacién en
osteoclastos por estimulacion con RANKL o TNF-a se puede determinar. Ademas,
el anticuerpo anti-Siglec-15 se afade a células cultivadas primarias derivadas de
médula 6sea a varias concentraciones, y la actividad de inhibir la diferenciacién en
osteoclastos por estimulacién con RANKL, TNF-a, o vitamina D3 activa se puede

determinar. Ademas, el anticuerpo anti-Siglec-15 se afiade a células precursoras
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de osteoclastos humanos normales (Normal Human Natural Osteoclast Precursor
Cells, disponible de Sanko Junyaku Co., Ltd., Cat. No. 2T-110) a varias
concentraciones, y la actividad de inhibir la diferenciacion en osteoclastos por
estimulacion con RANKL o M-CSF se puede determinar. Dicho efecto inhibidor
sobre la diferenciacién de osteoclastos se puede deterrhinar usando la inhibicién
de al actividad de la fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP) de osteoclastos
como un indice. Ademas, el efecto inhibidor sobre la diferenciacién de
osteoclastos también se puede determinar usando la inhibicion de formacién de
osteoclastos multinucleados TRAP-positivos, es decir, la inhibicion de fusién
celular de osteoclastos como un indice. Ademas, en un experimento que utiliza
una prueba de fosa (Takada et al., Bone and Mineral, (1992) 17, 347-359) usando
células derivadas de fémur y/o tibia, la actividad in vitro de inhibir la resorcion de
hueso por osteoclastos se puede determinar afiadiendo el anticuerpo anti-Siglec-
15 a células derivadas de fémur y/o tibia a varias concentraciones, y observando
la formacion de fosa en una rebanada de dentina. Como un sistema para
determinar la actividad in vitro de inhibir la resorcién de hueso por osteoclastos, es
también posible usar una placa revestida con colageno humano conjugado a
europio. El efecto terapéutico o preventivo in \)ivo del anticuerpo anti-Siglec-15
sobre el metabolismo anormal de hueso usando un animal experimental se puede
confirmar administrando el anticuerpo anti-Siglec-15 a un modelo animal de
osteoporosis 0o un animal transgénico que sobreexpresa Siglec-15 y midiendo
cualquier cambio en osteoclastos.

El anticuerpo asi obtenido que neutraliza la actividad biolégica de
Siglec-15 es utii como un agente farmacéutico, particularmente como una
composicidon farmacéutica para tratar o prevenir el metabolismo anormal de hueso
tales como osteoporosis, artritis reumatoide acompanante de destruccién de

hueso, o metastasis de cancer a hueso acompanante de destruccion de hueso, o
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como un anticuerpo parar diagnostico inmunolégico de dicha enfermedad.

En el tratamiento de artritié reumatoide (RA), un problema mayor es
pérdida de hueso que acompafa la ocurrencia de la enfermedad. Se ha reportado
que en esta pérdida de hueso que acompafia RA, los osteoclastos juegan un
papel primario. Las citocinas consideradas como las mas importantes para
induccidn de osteoclastos (diferenciacion y maduracion) y la activaciéon y como Ia
causa de destruccion de hueso en RA son RANKL y TNF-a (Romas E. et al., Bone
30, pp. 340-346, 2002). OCIF/OPG que es un receptor de sefiuelo para RANKL
puede inhibir la formacién de osteoclastos inducida por RANKL pero no inhibe la
formacién de osteoclastos inducida por TNF-a. Por otra parte, el anticuerpo anti-
Siglec-15 de conformidad con la invencion efectivamente inhibié la formacion de
osteoclastos inducida por RANKL y TNF-a. Por lo tanto, se espera que el
anticuerpo anti-Siglec-15 de la invencién puede inhibir la pérdida de hueso y
destruccion de hueso inducida por TNF-a. en RA o similar mas fuertemente que un
bloqueador de RANKL (OCIF/OPG, un anticuerpo anti-RANKL o similar).

Como un ejemplo, para el tratamiento o prevencion de metabolismo
anormal de hueso, el anticuerpo anti-Siglec-15 se puede administrar sola o en
combinacién con por lo menos otro agente terapéutico para una enfermedad
relacionada con hueso. Como otro ejemplo, el anticuerpo anti-Siglec-15 se puede
administrar en combinacién con una cantidad terapéuticamente efectiva de un
agente terapéutico para el metabolismo anormal de hueso. Ejemplos del agente
terapéutico que se puede administrar en combinacién con el anticuerpo anti-
Siglec-15 incluyen, pero no se limitan a: bisbifosfonatos (por ejemplo, alendronato,
etidronato,. ibandronato, incadronato, pamidronato, risedronato y zoledronato),
vitamina D3 activa, calcitonina y derivados de los mismos, hormonas tales como
estradiol, SERMs (moduladores de receptor de estrégeno selectivos), ipriflavona,

vitamina K, (menatetrenona), preparaciones de calcio, PTH (hormona
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paratiroidea), agentes antiinflamatorios no esteroideos (por ejemplo, celecoxib y
rofecoxib), receptores de TNF solubles (por ejemplo, etanercept), anticuerpos anti-
TNF-a o fragmentos funcionales de los anticuerpos (por ejemplo, infliximab), anti-
PTHrP (proteina relacionada con hormona paratiroidea) anticuerpos o fragmentos
funcionales de los anticuerpos, antagonistas de receptor de IL-1 (por ejemplo,
anakinra), anticuerpos anti-receptor de IL-1 o fragmentos funcionales de los
anticuerpos (por ejemplo, tocilizumab), anticuerpos anti-RANKL o fragmentos
funcionales de los anticuerpos (por ejemplo, denosumab), y OCIF (factor inhibidor
de osteociastogénesis). Dependiendo del estado de metabolismo anormal de
hueso o el grado pretendido del tratamiento y/o prevencién, dos o tres, o mas tipos
de agentes medicinales se pueden administrar, y estos agentes medicinales se
pueden administrar todos juntos encapsulandolos en la misma preparacion. Estos
agentes medicinales y el anticuerpo anti-Siglec-15 pueden ser suministrados todos
juntos encapsulandolos en la misma preparacion. Ademas, estos agentes
medicinales puedén ser suministrados todos juntos encapsulandolos como un kit
que se ha de usar para el tratamiento y/o prevencion. Ademas, estos agentes
medicinales y el anticuerpo anti-Siglec-15 pueden ser suministrados por separado.
En el caso de administracion en terapia génica, un gen de un agente terapéutico
proteinaceo para una enfermedad de los huesos y un gen del anticuerpo anti-
Siglec-15 se pueden insertar hacia el extremo 3’ de la misma regién de promotor o
diferentes regiones de promotor, y se pueden introducir en el mismo vector o
“diferentes vectores.

Al conjugar un agente terapéutico para una enfermedad de los
huesos al anticuerpo anti-Siglec-15 o un fragmento del mismo, un conjugado de
farmaco objetivo como se describe en M. C. Garnet “Targeted drug conjugates:
principles and progress”, Advanced Drug Delivery Reviews, (2001) 53, 171-216

puede ser producido. Para lograr este propodsito, otra molécula distinta al

e
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anticuerpo, cualquier fragmentd de anticuerpo se puede aplicar siempre que no
pierda completamente la capacidad para reconocer osteoclastos, y ejemplos de
los mismos incluyen fragmentos tales como Fab, F(ab’)2, y Fv. En la invencion, el
anticuerpo y el fragmento se pueden usar de la misma manera. El conjugado
formado por el anticuerpo anti-Siglec-15 o un fragmento del mismo y un agente
terapéutico para una enfermedad de los huesos puede ser cualquiera de varias
formas descritas en M. C. Garnet “Targeted drug conjugates: principles and
progress”, Advanced Drug Delivery Reviews, (2001) 53, 171-216, G. T.
Hermanson “Bioconjugate Techniques” Academic Press, California (1996), Putnam
y J. Kopecek “Polymer Conjugates con Anticancer Activity” Advances in Polymer
Science (1995) 122, 55-123 y similares. Es decir, un conjugado en el cual el
anticuerpo anti-Siglec-15 y un agente terapéutico para una enfermedad de los
huesos son conjugados uno a otro quimicamente y directamente o mediante un
separador tal como un oligopéptido y un conjugado formado por un vehiculo de
farmaco apropiado puede ser ejemplificado. Ejemplos del vehiculo de farmaco
incluyen un liposoma y un polimero soluble en agua. Ejemplos mas especificos del
conjugado formados por dicho vehiculo de farmaco incluyen un conjugado en el
cual el anticuerpo y un agente terapéutico para una enfermedad de los huesos se
incorporan en un liposoma y el liposoma y el anticuerpo se conjugan uno otro, y un
conjugado en el cual un agente terapéutico para una enfermedad de los huesos es
conjugado a un polimero soluble en agua (un compuesto que tiene un peso
molecular de aproximadamente 1000 a 100000) quimicamente y directamente o
mediante un separador tal como un oligopéptido y el anticuerpo es conjugado al
polimero soluble en agua. La conjugaciéon del anticuerpo (o un fragmento del
mismo) a un agente terapéutico para una enfermedad de los huesos o un vehiculo
de farmaco tal como un liposoma o un polimero soluble en agua se puede efectuar

por un método conocido por los expertos en la técnica tal como el método descrito
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en G. T. Hermanson “Bioconjugate Techniques” Academic Press, California
(1996), Putnam y J. Kopecek “Polymer Conjugates con Anticancer Activity”
Advances in Polymer Science (1995) 122, 55-123. La incorporaciéon de un agente
terapéutico para una enfermedad de los huesos en un liposoma se puede efectuar
por un método conocido por los expertos en la técnica tal como el método descrito
en D. D. Lasic “Liposomes: From Physics to Applications” Elsevier Science
Publishers B. V., Amsterdam (1993) o similar. La conjugacion de un agente
terapéutico para una enfermedad de los huesos a un polimero soluble en agua
puede ser efectuada por un método conocido por los expertos en la técnica tal
como el método descrito en D. Putnam y J. Kopecek “Polymer Conjugates con
Anticancer Activity” Advances in Polymer Science (1995) 122, 55-123. Un
conjugado del anticuerpo (o un fragmento del mismo) y un agente terapéutico
proteindaceo para una enfermedad de los huesos (o un fragmento del mismo)
puede ser producido por métodos conocido por los expertos en la técnica a través
de ingenieria genética distinto del método antes mencionado.

La invencién también provee una composicién farmacéutica que
contiene una cantidad terapéuticamente y/o preventivamente efectiva del
anticuerpo anti-Siglec-15 y un diluyente, vehiculo, agente solubilizante, agente
emulsionante, conservador y/o adyuvante farmacéuticamente aceptable.

La invencién también provee una composicién farmacéutica que
contiene una cantidad terapéuticamente y/o preventivamente efectiva del
anticuerpo anti-Siglec-15, una cantidad terapéuticamente y/o preventivamente
efectiva de por lo menos un agente terapéutico para una enfermedad de los
huesos, y un diluyente, vehiculo, agente solubilizante, agente emulsionante,
conservador y/o adyuvante farmacéuticamente aceptable. Ejemplos del agente
terapéutico para una enfermedéd de los huesos incluyen, pero no se limitan a,

bisbifosfonatos (por ejemplo, alendronato, etidronato, ibandronato, incadronato,
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pamidronato, risedronato y zoledronato), vitamina D; activa, calcitonina vy
derivados de los mismos, hormonas tales como estradiol, SERMs (moduladores
de receptor de estrégeno selectivos), ipriflavona, vitamina K, (menatetrenona),
preparaciones de calcio, PTH (hormona paratiroidea), agentes antiinflamatorios no
esteroideos (por ejemplo, celecoxib y rofecoxib), receptores de TNF solubles (por
ejemplo, etanercept), anticuerpos anti-TNF-a. o fragmentos funcionales de los
anticuerpos (por ejemplo, infliximab), anticuerpos anti-PTHrP (proteina relacionada
con hormona paratiroidea) o fragmentos funcionales de los anticuerpos,
antagonistas de receptor de IL-1 (por ejemplo, anakinra), anticuerpos anti-receptor
de IL-1 o fragmentos funcionales de los anticuerpos (por ejemplo, tocilizumab),
anticuerpos anti-RANKL o fragmentos funcionales de los anticuerpos (por ejemplo,
denosumab) y OCIF (factor inhibidor de osteoclastogénesis).

Una sustancia que se ha de usar en una preparacion aceptable en la
composicion farmacéutica de conformidad con la invencién es preferiblemente no
téxica a una persona a quien la composiciéon farmacéutica ha de ser administrada
en términos de la dosis y concentracion.

La composicién farmacéutica de la invencién puede contener una
sustancia para uso farmacéutico que es capaz de cambiar o mantener el pH,
presidon osmética, viscosidad, transparencia, color, isotonicidad, condicion
aséptica, estabilidad, solubilidad, velocidad de liberacion, velocidad de absorcién,
y permeabilidad de la misma. Ejemplos de dicha sustancia para uso farmacéutico
incluyen, pero no se limitan a, aminoacidos tales como glicina, alanina, glutamina,
asparagina, arginina y lisina; agentes antimicrobianos; antioxidantes tales como
acido ascérbico, sulfato de sodio, y sulfito acido de sodio; reguladores de pH tales
como reguladores de pH de fosfato, citrato, borato, bicarbonato de sodio, y
soluciones de Tris-HCI; llenadores tales como manitol y glicina; agentes

quelatadores tales como etilendiamino tetraacetato (EDTA); agentes formadores
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de complejo tales como cafeina, polivinilpirrolidina, B-ciclodextrina e hidroxipropil-
B-ciclodextrina; expansores tales como glucosa, manosa y dextrina; otros
carbohidratos tales como monosacaridos y disacaridos; agentes colorantes;
sabores; diluyentes; agentes emulsionantes; polimeros hidrofilicos tales como
polivinilpirrolidina; conservadores tales como polipéptidos de peso molecular bajo,
contraiones formadores de sal, cloruro de benzalconio, acido benzoico, acido
salicilico, timerosal, alcohol fenetilico, metilparabeno, propilparabeno, clorhexidina,
acido sérbico y peroxido -de hidrégeno; solventes tales como glicerina,
propilenglicol y polietilenglicol; alcoholes de azicar tales como manitol y sorbitol;
agentes de suspension; agentes tensoactivos tales como éster de sorbitan,
polisorbatos incluyendo polisorbato 20 y polisorbato 80, Triton, trometamina,
lecitina y colesterol; agentes incrementadores de estabilidad tales como sacarosa
y sorbitol; agentes incrementadores de elasticidad tales como cloruro de sodio,
cloruro de potasio, y manitol y sorbitol; agéntes de transporte; excipientes; y/o
adyuvantes farmacéuticos. La cantidad de estas sustancias afadidas para uso
farmacéutico es preferiblemente de 0.01 a 100 veces, particularmente
preferiblemente de 0.1 a 10 veces el peso del anticuerpo anti-Siglec-15. Los
expertos en la técnica pueden determinar apropiadamente una formulacion
preferida de la composicion farmacéutica en una preparacién dependiendo de la
enfermedad a la cual se aplica la composicién, la via de administracién, o similar.
El excipiente' o vehiculo en la composicién farmacéutica puede eétar
en forma de un liquido o un sélido. Un excipiente o vehiculo apropiado puede ser
agua inyectable, solucion salina fisiolégica, un fluido espinal cerebral artificial, u
otra sustancia comuinmente usada para administracion parenteral. Ademas, la
solucién salina fisiologica neutra o solucién salina fisiolégica que contiene
albumina de suero también se puede usar como un vehiculo. La composicion

farmacéutica puede contener un regulador de pH Tris de pH 7.0 a 8.5, un
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regulador de pH de acetato de pH 4.0 a 5.5, o un regulador de pH de citrato de pH
3.0 a 6.2. Ademas, el regulador de pH puede ser complementado con sorbitol u
otro compuesto. Ejemplos de la composicion farmacéutica de la invencion incluyen
una composicién farmacéutica que contiene el anticuerpo anti-Siglec-15 y una
composicion farmacéutica que contiene el anticuerpo anti-Siglec-15 y por o menos
un agente terapéutico para una enfermedad de los huesos. La composicion
farmacéutica de la invencion se prepara en forma de un producto liofilizado o un
liquido como un agente medicinal que tiene una composicién seleccionada y una
pureza requerida. La composicion farmacéutica que contiene el anticuerpo anti-
Siglec-15 y la composicion farmacéutica que contiene el anticuerpo anti-Siglec-15
y por lo menos un agente terapéutico para el metabolismo anormal de hueso
también se puede formar en un producto liofilizado usando un excipiente
apropiado tal como sacarosa.

La composicion farmacéutica de la invencién se puede preparar para
administracion parenteral o para absorcion gastrointestinal a través de
administracion oral. La composiciéon y concentraciéon de una preparaciéon se puede
determinar dependiendo del método de administracion. Mientras mas alta es la
afinidad del anticuerpo anti-Siglec-15 contenido en la composicién farmacéutica de
la invencion es para Siglec-15, es decir, mientras mas baja es la constante de
disociaciéon (valor de Kd) del mismo es para Siglec-15, mas el anticuerpo anti-
Siglec-15 puede mostrar su eficacia de farmaco aun cuando reduce la dosis para
humanos. Por lo tanto, la dosis de la composicién farmacéutica de la invencion
para humanos también se puede determinar con base en esta consideracién. En
cuanto a la dosis, en el caso en donde un anticuerpo anti-Siglec-15 humano es
administrado a humanos, el anticuerpo puede ser administrado a una dosis de
aproximadamente 0.1 a 100 mg/kg una vez por uno a 180 dias.

Ejemplos de la forma de dosis de la composicién farmacéutica de la
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invencién incluyen inyecciones incluyendo infusiones, supositorios, agentes

transnasales, agentes sublinguales y absorbentes percutaneos.
EJEMPLOS

De aqui en adelante, la invencion se describira mas especificamente
con referencia a los ejemplos, sin embargo, la invencién no se limita a la misma.
Noétese que las operaciones respectivas con respecto a manipulacién de genes en
los siguientes ejemplos se realizaron de conformidad con los métodos descritos en
"Molecular Cloning" (escrito por Sambrook, J., Fritsch, E. F. y Maniatis, T.,
publicado por Cold Spring Harbor Laboratory Press en 1989), o en el caso de
usando reactivos o kits comercialmente disponibles, se usan de conformidad con

los protocolos unidos a los mismos a menos que se indique otra cosa.

EJEMPLO 1

Produccion de constructo de expresion de proteina Siglec-15 soluble de

ratén

Una secuencia parcial de nucleétidos que codifica el dominio
extracelular de proteina Siglec-15 de ratén esta representada por SEQ ID NO: §
en el listado de secuencias y una secuencia de aminoacidos de la misma esta
representada por SEQ ID NO: 6 en el listado de secuencias. Al utilizar una
secuencia parcial, la proteina Siglec-15 soluble de raton se puede producir en un

sobrenadante de cultivo de una célula animal o similar.

a) Amplificacion de gen de Siglec-15 soluble de ratén por PCR

Como iniciadores para amplificar el ADNc del dominio extracelular de
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Siglec-15 de raton por PCR, un oligonucleétido que tiene una secuencia de 5'-
ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctt caccATGGAG GGGTCCCTCC AACTC-3
(mSiglec-15-ECD-F: SEQ ID NO: 7 en el listado de secuencias); y un
oligonucleétido que tiene una secuencia de 5’-ggggaccact ttgtacaaga aagctgggtc
TCCGGGGGCG CCGTGGAAGC GGAAC-3' (mSiglec-15-ECD-R: SEQ [D NO: 8
en el listado de secuencias) se sintetizaron de conformidad con un procedimiento
comun. Incidentalmente, estos iniciadores se disefiaron como iniciadores de
amplificacion para producir un clon de entrada de Gateway, de tal manera que una
secuencia de attB1 se afiade a mSiglec-15-ECD-F y una secuencia de attB2 se
anade a mSiglec-15-ECD-R. ElI PCR se realizé6 usando esta combinacién de
iniciadores y un polinucleétido que contiene una secuencia de marco de lectura
abierta del ratdon Siglec-15 com una plantilla de conformidad con un procedimiento
comun. Las condiciones para un ciclador térmico se establecieron como sigue:
después de calentar a 94°C durante 5 minutos, un ciclo de temperatura de “94°C
durante 0.5 minutos, 55°C durante 0.5 minutos y 68°C durante 1.5 minutos” se
repitié 15 veces, seguido por calentamiento a 68°C durante 5 minutos e incubando

a4°C.

b) Produccioén de clon de entrada por reaccion de Gateway BP

Un clon de entrada en el cual el ADNc de dominio extracelular de
Siglec-15 de ratén fue integrado por la tecnologia Gateway (Invitrogen, Inc.)
utilizando un sistema de recombinacién especifico del sitio de fago lambda fue
produéido por el siguiente método. Primero, una reacciéon de BP que usa BP
Clonase se realizd entre el producto de PCR que tiene una secuencia devattB en
ambos extremos producidos en a) y pDNOR221 (fabricado por Invitrogen, Inc.)
que es un vector donador que tiene una secuencia de attP. Al usar esta solucion

de reaccion, Escherichia coli DH10B fue transformada, PCR de colonia se realizé
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para clones resistentes a farmacos, y el tamafio de insertos fue confirmado.
Después, para un clon que se confirmé que tenia un inserto con el tamafio
correcto, se realizdé un analisis de secuencia de la secuencia de ADN total del
inserto. Como resultado, se obtuvo un clon de entrada que es completamente
idéntico a la secuencia objetivo de nucleétidos (SEQ ID NO: 5 en el listado de

secuencias) que codifica el dominio extracelular de la proteina Siglec-15 de raton.

¢) Produccion de clon de expresion por reaccion de Gateway LR

Un clon de expresion en el cual el ADNc de dominio extracelular de
Siglec-15 de raton fue integrado por la tecnologia Gateway (Invitrogen, Inc.)
utilizando un sistema de recombinacion especifico del sitio de fago lambda fue
producido por el siguiente método. El clon de entrada producido en b) contiene un
inserto que tiene una secuencia de attL en ambos extremos. Una reaccién de LR
usando LR Clonase se realizé entre este clon de entrada y dos tipos de vectores
de destino que tienen una secuencia de attR. Incidentalmente, como los vectores
de destino, dos tipos de vectores de destino: pDONM disefiados de tal manera
gue una etiqueta de epitope V5 y una etiqueta 6 x His se afiaden al C terminal del
inserto; y phlgFc disefiado de tal manera que una etiqueta Fc humana se afade al
C terminal del inserto se usaron. Al usar la solucién de reaccién obtenida por la
reaccion LR, Escherichia coli DH10B fue transformada, y PCR de colonia se
realizé6 para los clones resistentes a farmaco obtenidos, y el tamano de los
insertos fue confirmado. Después, para un clon que se confirmé que tenia un
inserto con el tamarfio correcto, se realizd un analisis de secuencia de ambos

extremos del lado del inserto al lado del vector.
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Secuencias de iniciador para andlisis de secuencia:

5'-tgcgtgaagg tgcagggcag-3’ (mSiglec-15-ECD-seg-upstm: SEQ ID NO: 9 en el
listado de secuencias)

y

5-cctegectgg tegggte-3' (mSiglec-15-ECD-seg-dnstm: SEQ ID NO: 10 en el listado
de secuencias)

Como resultado de la andlisis de secuencia, se obtuvieron los clones
de expresion (Siglec-15/pDONM soluble de ratén y Siglec-15/phigFc soluble de
raton) en el cual la recombinacién correcta ocurrié tanto para pDONM como para
phlgFc, respectivamente. Al transferir el Siglec-15/pDONM soluble de ratén en una
célula animal o similar, el ARNm que tiene una secuencia de bases representada
por SEQ ID NO: 11 en el listado de secuencias es transcrito y traducido en una
proteina (Siglec-15-His de ratén) que tiehe una secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 12 en el listado de secuencias. Ademas, al
transfectar el Siglec-15/phigFc soluble de ratén a una célula animal o similar,- el
ARNmM que tiene una secuencia de bases representada por SEQ ID NO: 13 en el
listado de secuencias es transcrito y traducido en una proteina (Siglec-15-Fc de
ratéon) que tiene una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 14

en el listado de secuencias.
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EJEMPLO 2

La preparacion a gran escala de soluciéon de cultivo que contiene
proteina Siglec-15 soluble de ratén con el uso de células 293-F

Los dos tipos de vectores de expresion (Siglec-15/pDONM soluble de
ratén y Siglec-15/phigFc soluble de ratén) obtenido en el ejemplo 1 se preparé en
una cantidad de aproximadamente 5 mg, respectivamente. Incidentaimente, en la
purificacién de plasmidos de Escherichia coli cultivados a gran escala, se usé
Invitrogen PureLink HiPure Plasmid Gigaprep Kit (fabricado por Invitrogen, Inc.). El
plasmido asi preparado se mezclé con Opti-MEM (fabricado por Invitrogen, Inc.),
la mezcla resultante fue esterilizada por filtracion, 10 ml de un reactivo de
transfeccion 293fectin (fabricado por Invitrogen, Inc.) se afiadié a la misma, y la
mezcla resultante se incubd a temperatura ambiente durante 20 minutos. Esta
mezcla se afadid a células FreeStyle 293-F (fabricadas por Invitrogen, Inc.)
cultivadas en matraces Erlenmeyer de tal manera que la densidad de células
alcanzo 1.1 x 10° células/ml x 5 L (1 L/matraz x 5 matraces) en medio FreeStyle
293 Expression Medium (fabricado por Invitrogen, Inc.). Después de que las
células habian sido sometidas a cultivo con agitacién (125 rotaciones/min) a una
concentracion de CO, de 8.0% durante 96 horas (4 dias) a 37°C, la solucién de
cultivo se recolect6 y se centrifugd para preparar un sobrenadante de cultivo. Se
considera que en el sobrenadante de cultivo asi preparado, una proteina en la cual
una etiqueta de epitope V5 y una His tag 6x se han afadido al lado C-terminal del
dominio extracelular Siglec-15 de ratdn (Siglec-15-His de ratdn) y una proteina en
la cual una etiqgueta Fc humana se ha afadido al lado C-terminal del dominio
extracelular Siglec-15 de ratén (Siglec-15-Fc de ratén) se expresan,

respectivamente.

4
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EJEMPLO 3

Purificaciéon de Siglec-15-His de ratén

a) Cromatografia en columna HisTrap HP

A 2 L de la solucién de cultivo de células 293F que expresan Siglec-
15-His de ratén preparadas en el ejemplo 2, 225 mL de regulador de pH 10 x (500
mM Tris, 1.5 M NaCl, 200 mM imidazol, pH 8.0) se afiadid, y la mezcla resultante
se agitdé bien y se filtr6 a través de un filtro Sterivex-GV (fabricado por Millipore
Co., Ltd.). Esta solucion de cultivo se aplicd a una velocidad de flujo de 2 ml/min a
una columna que comprendia tres columnas de HisTrap HP 5 ml (fabricada por
Amersham Biosciences, Inc.) conectadas en serie y se traté anteriormente con un
agente removedor de pirégeno PyroCLEAN (fabricado por ALérCHEK, Inc.) y se
lavé con agua destilada para inyeccion. Después de que la columna se lavé con
60 mi de regulador de pH 50 mM Tris-HCI (pH 8.0) que contenia 300 mM NaCl a
una velocidad de flujo de 1 ml/min, una proteina adsorbida a la columna se eluyd
con 50 ml de regulador de pH 50 mM Tris-HCI (pH 8.0) que contenia 300 mM NaCl
y 500 mM imidazol a una velocidad de flujo de 1 ml/min. El producto eluido fue
fraccionado a 1 ml por fraccién en tubos mini-sorp (fabricado por Nunc, Inc.) a los
cuales se habia anadido previamente 10 ul de 10% Tween 20. Después de
aproximadamente 20 ml de una solucion obtenida al combinar las fracciones
(fracciones 14 a 20) y que contenia la proteina eluida se concentré a 2.5 ml con un
concentrador de membrana centrifuga Amicon Ultra-15 (fabricado por Millipore
Co,, Ltd.), el concentrado se aplicé a una columna de destilacion PD-10 (fabricada
por Amersham Biosciences, Inc.) que previamente habia sido equilibrada con
solucion salina regulada en su pH con fosfato que contenia 0.01% Tween 20 (T-
PBS), seguido por elucién con T-PBS, por o que se obtuvo 3.5 mi de una muestra

cuyo solvente fue reemplazado por T-PBS.
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b) Cromatografia en columna Resource Q

A 3.5 ml de la muestra que fue purificada por cromatografia en
columna HisTrap HP y cuyo solvente fue reemplazado por T-PBS, 22.5 ml de
regulador de pH 50 mM Tris-HC! (pH 7.5) que contenia 0.1% CHAPS se afadio y
la mezcla resultante se agitdé. Después, la mezcla se centrifugdé a 4°C durante 30
minutos a 3,000 rpm y el precipitado fue removido. Después de que el
sobrenadante resultante se filtré6 a través de un filtro Millex-GV (fabricado por
Millipore Co., Ltd.), el filtrado se aplicé a una velocidad de flujo de 1 ml/min a una
columna Resource Q 6 ml (fabricado por Amersham Biosciences, Inc.) que
previamente habia sido equilibrada con regulador de pH 50 mM Tris-HCI (pH 7.5)
que contenia 0.1% CHAPS. Por lo tanto, la columna se lavé con este regulador de
pH a una velocidad de flujo de 1 ml/min y una fraccion de proteina que no fue
adsorbida a la columna fue recolectada. Una proteina adsorbida a la columna se
eluy6 con regulador de pH 50 mM Tris-HCI (pH 7.5) que contenia 0.1% CHAPS y
1 M NaCl a una velocidad de flujo de 1 ml/min. Después de 26.5 ml de la fraccién
que no fue adsorbida a la columna se concentré a 2.0 ml con un concentrador de
membrana centrifuga Amicon Ultra-15 (fabricado por Millipore Co., Ltd.), el
concentrado se centrifugd a 4°C durante 10 minutos a 3,000 rpm y el precipitado
fue removido. El sobrenadante después de la centrifugacién fue crioconservado a
-80°C hasta usarse. EI procedimiento de purificacién antes mencionado
(cromatografia en columna HisTrap HP y cromatografia en columna Resource Q)

se realiz6 al repetirlo dos veces.

¢) Deteccion y prueba de pureza de Siglec-15-His purificada de ratén

Al usar una muestra preparada por el procedimiento de purificacién

antes mencionado (cromatografia en columna HisTrap HP y cromatografia en
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columna Resource Q), se realizd electroforesis de SDS-poliacrilamida bajo
condiciones reductoras vy tincién con plata. Es decir, a 5 ul de cada una de las
muestras purificada por los pasos de purificacion respectivos, se afiadié una
cantidad equivalente de una soluciéon de tratamiento de SDS, y la mezcla
resultante se tratd térmicamente a 95°C durante 10 minutos. 0.3 pl de cada una de
las muestras térmicamente tratadas se us6é para electroforesis de SDS-
poliacrilamida. Como un gel para electroforesis, se usé un gel de gradiente de
poliacrilamida de 8-25% (fabricado por Amersham Biosciences, Inc.), y la
electroforesis se realizé usando' PhastSystem (fabricado por Amersham
Biosciences, Inc.). Ademas, como marcadores de peso molecular, se usaron
Rainbow Molecular Weight Markers (fabricado por Amersham Biosciences, Inc.).
Después de completarse la electroforesis, la tincion con plata se realizé6 usando
PhastGel Silver Kit (fabricado por Amersham Biosciences, Inc.) y PhastSystem.
Los resultados se muestran en la figura 1. Se mostré que una proteina que tenia
un peso molecular de aproximadamente 35 kDa (Siglec-15-His de ratén) fue
eficientemente purificada y concentrada en la fraccion de proteina que no fue
adsorbida a la columna Resource Q.

La electroforesis se realizd bajo las mismas condiciones excepto que
ECL DualVue Western Blotting Markers (fabricado por Amersham Biosciences,
Inc.) se usaron como los marcadores de peso molecular, y la proteina en el gel fue
transferido (blott) a una membrana de PVDF (Hybond-P, fabricado por Amersham
Biosciences, Inc.) usando un PhastTransfer Semi-dry Transfer Kit (fabricado por
Amersham Biosciences, Inc.) y PhastSystem. Esta membrana de PVDF se agitd
suavemente en 10 ml de un agente bloqueador (BlockAce, fabricado por Snow
Brand Milk Products, Co., Ltd.) que contenia 0.1% Tween 20 a temperatura
ambienté durante 1 hora. A esta solucion de bloqueo, 10 pul de S-proteina HRP

(fabricado por Amersham Biosciences, Inc.) y 10 ul de un anticuerpo anti-V5-HRP
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(anticuerpo monoclonal para Pk-TAG-HRP, fabricado por Acris Anticuerpos) se
afiadieron y la membrana en la solucion se agitd6 suavemente a temperatura
ambiente durante 1 hora adicional. La membrana de PVDF se lav6 4 veces al
agitarlo suavemente ‘en 50 mL de fosfato-regulador de solucién salina regulada en
su pH con fosfato (PBS) que contenia 0.01% Tween 20 durante 5 minutos.
Después del lavado, la membrana de PVDF se traté de conformidad con el
protocolo que acompafid un kit de deteccion ECL (fabricado por Amersham
Biosciences, Inc.) para revelar el color de la banda de la proteina, y el color
revelado se detectd usando una ECL Mini-Camera (fabricado por Amersham
Biosciences, Inc.) y pelicula Polaroid (Polapan 3200B, fabricado por Polaroid,
Inc.). Los resultados se muestran en la figura 2. También a partir de estos
resultados, se pudo confirmar que una proteina que tiene un peso molecular de
aproximadamente 35 kDa (Siglec-15-His de ratén) y reacciona con un anticuerpo
anti-V5-HRP fue eficientemente purificada y concentrada en la fraccion de proteina

que no fue adsorbida a la columna Resource Q.

d) Medicién de concentracion de proteina de Siglec-15-His purificada

de ratéon

Para la Siglec-15-His purificadé de ratén (la fraccion de proteina que
no fue adsorbida a la columna Resource Q), la concentracion de proteina se midié
con un kit de prueba de proteina DC (fabricado por Bio-Rad Laboratories, Inc.)
usando albumina de suero de bovino como una muestra estandar. Como se
muestra en el cuadro 1, un total de 1.66 mg de proteina Siglec-15-His purificada

de ratén se obtuvo al realizar el procedimiento de purificacién dos veces.

CUADRO 1
Concentracion de Volumen de la Total de proteina
proteina (mg/ml) muestra. (ml) (mg)
1% 0.475 2.0 0.95
2° 0.354 2.0 0.71
Total 1.66

o6
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EJEMPLO 4

Purificacion de Siglec-15-Fc de ratén

a) Proteina en columna HiTrap Protein A

1.8 L de la solucién de cultivo de células 293F que expresan Siglec-
15-Fc de ratdn preparada en el ejemplo 2 se filtré a través de un filtro Sterivex-GV
(fabricado por Millipore Co., Ltd.), y después el filtrado se aplicé a una columna
HiTrap Protein A 5 ml (fabricada por Amersham Biosciences, Inc.) que
previamente habia sido equilibrada con PBS de Dulbecco (D-PBS, fabricado por
Invitrogen, Inc.) a una velocidad de flujo de 5 mi/min. Después de que la columna
se lavé con D-PBS a una velocidad de flujo de 5 ml/min, una proteina adsorbida a
la columna se eluyd con 50 ml de regulador de pH de 0.1 M citrato de sodio (pH
3.0) a una velocidad de flujo de 5 ml/min. El material eluido se fraccioné a & ml por
fraccion en tubos mini-sorp (fabricado por Nunc, Inc.), e inmediatamente después,
1.3 ml de 1 M Tris se afadi6é al mismo para neutralizar el material eluido. Después
de que una solucién obtenida al combinar las fracciones (fracciones 1y 2) en la
cual la proteina eluida fue detectada se concentré a 2.5 mi con un concentrador de
membrana centrifuga Amicon Ultra-15 (fabricado por Millipore Co., Ltd.), el
concentrado se aplicO6 a una columna de desalacion PD-10 (fabricada por
Amersham Biosciences, Inc.) que previamente habia sido equilibrada con Otsuka
solucion salina fisiolégica para inyeccion (TO-SS, fabricada por Otsuka
Pharmaceutical Co., Ltd.)vque contenia 0.01% Tween 20, seguida por elucién con

TO-SS, por lo que 3.5 ml de una muestra cuyo solvente fue reemplazado por TO-
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SS se obtuvo. Esta muestra fue crioconservada a —80°°C hasta usarse. Al usar 2.9
L de una solucidon de cultivo de células 293F, el mismo procedimiento de

purificacion se realizé al repetirlo una vez mas.

b) Deteccion v prueba de pureza de Siglec-15-Fc purificada de ratén

Al usar una muestra preparada por el procedimiento de purificacion
antes mencionado, se realizaron electroforesis de SDS-deiacrilamida bajo
condiciones reductoras y tincién con plata. Es decir, a 5 pli de cada una de las
muestras purificada por los pasos de purificacion respectivos, una cantidad
equivalente de una soluciéon de tratamiento de SDS se afadid, y la mezcla
resultante se calenté a 95°C durante 10 minutos. 0.3 pl de un a muestra obtenida
al diluir cada una de las muestras térmicamente tratadas a 1/300 6 1/900 con una
concentracién media de la solucién de tratamiento de SDS se usd para
electroforesis de SDS-poliacrilamida. La electroforesis y tincion con plata se
realizaron de la misma manera que la prueba de pureza de Siglec-15-His de raton
descrita en ¢) del ejemplo 3. Los resultados se muestran en la figura 3 junto con
los resultados del examen de condiciones de purificacién preliminar a escala

pequena (el pH de la solucién de cultivo aplicada fue 8.9 6 7.0). Se mostré que

una proteina que tenia un peso molecular de aproximadamente 55 kDa (Siglec-15-

Fc de ratén) fue eficientemente purificada y concentrada en la fraccion de proteina

que se eluyd de la columna de HiTrap Protein A.

c) Medicién de concentracion de proteina de Siglec-15-Fc purificada

de ratén
Para la Siglec-15-Fc urificada de ratén (la fraccién de proteina eluida
de la columna de desalacion PD-10), la concentracién de proteina se midié con un

kit de prueba de proteina DC (fabricado por Bio-Rad Laboratories, Inc.) usando
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albumina de suero de bovino como una muestra estandar. Como se muestra en el
cuadro 2, un total de 92 mg de proteina Siglec-15-Fc purificada de raton se obtuvo

al realizar el procedimiento de purificacién dos veces.

CUADRO 2
Concentracion de Volumen de la Total de proteina
proteina (mg/ml) muestra. (ml) (mg)
1 8.0 3.5 28
2° 18.5 3.5 64
Total 92
EJEMPLO 5

Establecimiento de hibridoma productor de anticuerpo monoclonal anti-

raton Siglec-15 de rata

a) Preparacion de antigeno

La proteina Siglec-15-His de raton producida en el ejemplo 3 se
preparé a 100 pg/0.5 ml, y una cantidad equivalente de un adyuvante se afadio a
la misma y una emulsién se produjo usando una jeringa de vidrio. Como el
adyuvante, adyuvante completo de Freund (FCA, fabricado por Difco Laboratories,
Inc.) se usé sélo para la primera inmunizacién, y adyuvante incompleto de Freund
(FICA, fabricado por Difco Laboratories, Inc.) se usé para la segundé inmunizacion

y posteriormente.

b) Inmunizacién de rata

Cuatro ratas (Wistar, hembras, 6 semanas de edad, comprado de
CLEA Japan, Inc.) se usaron como animales inmunizados. La emulsién obtenida
en a) se inyectdé subcutdneamente e intradérmicamente usando una aguja de

inyeccion de 27 G de tal manera que la cantidad del antigeno fue 50 ug por rata.

%
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La inmunizacién se realizd un total de 4 veces cada 7 dias después de la primera
inmunizacion. Una pequefia cantidad (200 pl) de la sangre fue recolectada de la
vena de la cola después de 7 dias desde la fecha de la 42. inmunizacién, y se
prepard un antisuero. Para confirmar el titulo de anticuerpo del antisuero, ELISA
qgue usaba la proteina Siglec-15-His de ratén que se habia usado como el
antigeno, la proteina Siglec-15-Fc de raton producida en el ejemplo 4, o albumina
de suero de bovino (BSA), cada una de las cuales fue inmovilizada, se realizé.
Como resultado, la reactividad con la proteina Siglec-15-His de ratdn y la proteina
Siglec-15-Fc de ratén se observé en todas las cuatro ratas (ratas Nos. 1 a 4). Por
otra parte, la reactividad con BSA no se observé. De estos resultados, se confirmé
que el titulo de anticuerpo en el suero de cada una de las ratas inmunizadas se
incremento, y por lo tanto, la rata No. 2 que mostré el titulo de anticuerpo mas alto

fue sometida a un procedimiento de fusion celular.

c) Fusién celular

Se realizé fusién. celular de conformidad con un método comun de
fusion de células de bazo de raton (rata) con células de mieloma. La sangre entera
fue recolectada del corazén de la rata bajo anestesia con éter y la rata fue
sacrificada, y después el bazo fue extirpado. Las células del bazo recolectadas y
células P3X63Ag8.653 (ATCC CRL 1580) que son células de mieloma de ratdon
fueron sometidas a fusion celular usando polietilenglicol (PEG). Las células
resultantes se sembraron en una placa de 96 pozos, y un medio que contenia
hipoxantina (H), aminopterina (A) y timidina (T) (medio de seleccion de HAT) se
afadié a Iés mismas, y después, las células se cultivaron durante 7 a 10 dias. El
sobrenadante de cultivo fue recolectado de 61 pozos en los cuales Ia
supervivencia de hibridomas obtenidos por fusiéon celular fue confirmada.

Después, el titulo de anticuerpo fue evaluado por ELISA usando la proteina Siglec-

oX
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15-His de raton que se habia usado como el antigeno, la proteina Siglec-15-Fc de
ratdn producida en el ejemplo 4, o BSA, cada una de las cuales fue inmovilizada, e
hibridomas productores de anticuerpo monoclonal anti-Siglec-15 de ratén se
determinaron selectivamente. A partir de los resultados de la determinacion
selectiva, 12 pozos que mostraron un titulo de anticuerpo alto se seleccionaron y
los hibridomas contenidos en los pozos fueron sometidos a un procedimiento de

clonacion.

d) Clonacién de hibridoma

Para el hibridoma asi seleccionados, se realizé un primer paso de
clonacién por un método de dilucién limitante. Después de la dilucion limitante, los
hibridomas se cultivaron durante 2 semanas, y el titulo de anticuerpo en el
sobrenadante de cultivo fue confirmado por ELISA usando la proteina Siglec-15-Fc
de ratén producida en el ejemplo 4 o BSA, cada uno de los cuales fue
inmovilizado. Para 11 clones que se confirmé que eran clones positivos, se realiz
un segundo paso de clonacién (de la misma manera que el primer paso de
clonacion), por lo que 10 clones de los hibridomas productores de anticuerpo
monoclional anti-Siglec-15 de raton (#1A1, #3A1, #8A1, #24A1, #32A1, #34A1,
#39A1, #40A1, #41B1, #61A1) se establecieron al final. Incidentalmente, el
hibridoma #32A1 se depositd en el International Patent Organism Depositary de la
National Institute of Advanced Industrial Science and Technology (ubicado en
Central 6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, 305-8566, Japon) el 28 de
agosto de 2008, y se le ha dado un niumero de acceso de FERM BP-10999 bajo el

nombre de anti-Siglec-15 Hybridoma #32A1.

EJEMPLO 6

Preparacion de anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata
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a) Preparacion de ascitos de ratén sin pelo

Los hibridomas establecidos en el ejemplo 5 se cultivaron usando
medio TIL Media | (fabricado por Immuno-biological Laboratories Co., Ltd.) que
contenia 10% FCS. El subcultivo de las células se llevd a cabo al realizar un
procedimiento en el cual la solucién de cultivo se diluyé a aproximadamente una
cuarta parte cada dos a tres dias al usar el punto de tiempo cuando las células se
hicieron crecer a aproximadamente 5 x 10° células/ml como un indice. Cada uno
de los hibridomas asi cultivados fue implantado intraperitonealmente en un ratén si
pelo al cual se habia administrado pristano intraperitonealmente (0.2 ml/raton)
previamente a 1 x 107 células por ratén. En la implantacion, se usaron tres ratones
sin pelo para cada uno de los 10 clones de hibridomas. Después de la
implantacion, los ascitos fueron recolectados cuando se observd suficiente
acumulacion de ascitos, que se combinaron con aquellos recolectados de los otros
dos ratones implantados con el mismo hibridoma, la cantidad de los ascitos asi
combinados se midid, y los ascitos se crioconservaron hasta la purificacion del
anticuerpo. Las cantidades de los ascitos recolectados para los hibridomas

respectivos se resumen en el cuadro 3.

CUADRO 3
-y Cantidad de ascitos . Cantidad de ascitos

Hibridoma recolectados (ml) Hibridoma recolectados (ml)
#1A1 12.5 #34A1 8.2

#3A1 8.0 #39A1 14.5

#8A1 6.0 #40A1 20.3

#24A1 7.8 #41B1 10.5

#32A1 5.5 #61A1 12.3

b) Purificacion de anticuerpo

La cantidad total de los ascitos recolectados se sometié a purificacién
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de 1gG usando una columna de 20 ml Protein G (fabricado por GE Healthcare,
Co., Ltd.). La IgG purificada se probé para pureza por analisis de filtracion en gel
(cromatografia en columna Superdex 200), y algunos de los anticuerpos fueron
sometidos a concentracion de membrana centrifuga. Es decir, entre los
anticuerpos monoclonales anti-ratéﬁ Sigle¢-15 purificados, 9 tipos de anticuerpos
excepto por el anticuerpo #24A1 se concentraron a aproximadamente una sexta
parte a una octava parte del volumen original al centrifugar los anticuerpos a 3,000
rpm durante 30 a 60 minutos a 4°C usando un concentrador de membrana
centrifuga Amicon Ultra-15 (fabricado por Millipore Co., Ltd.). Subsecuentemente,
para el anticuerpo #24A1 y los otros 9 tipos de anticuerpos concentrados, la
concentracion ed proteina se midié con un kit de prueba de proteina DC (fabricado
por Bio-Rad Laboratories, Inc.) usando albimina de suero de bovino (BSA) como
una muestra estandar. Mediante procedimiento antes mencionado, se preparé el

anticuerpo anti-ratén Siglec-15 monoclonal.

EJEMPLO 7

Evaluacidn de propiedad de union de anticuerpo monoclonal anti-ratén

Siglec-15 de rata a proteina Siglec-15 de ratén

La propiedad del anticuerpo monoclonal anti-ratéon Siglec-15 de rata
que se une a proteina Siglec-15 de ratén fue evaluada por un método de ELISA.
La proteina Siglec-15-Fc de ratén producida en el ejemplo 4 se diluyé a 5 ug/mi
con regulador de pH de carbonato de sodio 0.1 M (pH 9.5), y la solucién resultante
se afadié a una placa de 96 pozos (fabricada por Nalge Nunc International, Inc.,
Cat. No. 430341) a 100 pl/pozo. }Después de que la placa se dej6 a temperatura
ambiente durante 1 hora, la solucién fue removida y un regulador de pH de lavado

(solucién salina regulada en su pH con fosfato que contiene 0.05% Tween 20) se
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anadio a 300 ul/pozo y después se removié. Después de este procedimiento de
lavado se realizé una vez mas, solucién salina regulada en su pH con fosfato que
contenia 25% BlockAce (fabricado por Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) se
afadié a 200 pl/pozo, y la placa se dejé a temperatura ambiente durante 1 hora,
por lo que se realizé blogueo. El liquido fue removido, y la placa se lavé dos veces
con 300 ul/pozo del regulador de pH de lavado. Después, cada uno del anticuerpo
monoclonal anti-ratéon Siglec-15 de ratas preparado en el ejemplo 6 o IgG de
control de rata (fabricada por R&D Systems, Inc.) se diluyé a una concentracion
final de 1.28 a 20,000 ng/mi (serie de dilucién de 5 veces) con un regulador de pH
de ELISA (solucién salina regulada en su pH con fosfato que contenia 12.5% de
BlockAce y 0.05% de Tween 20), y la solucion de anticuerpo diluida resultante se
anadi6 a la placa a 100 pl/pozo. Después de que la placa se dejé a temperatura
ambiente durante 1 hora, el liquido fue removido, y la placa se lavo 3 veces con
300 wl/pozo del regulador de pH de lavado. Subsecuentemente, un anticuerpo
anti-rat IgG de cabra marcado con HRP (peroxidasa de rabano picante) (fabricado
por Beckman Coulter, Inc.) diluido a 1,000 veces con un regulador de pH de ELISA
se afadié a 100 pl/pozo, y la placa se dejé6 a temperatura ambiente durante 1
hora. El liquido fue removido y la placa se lavé 3 veces con 300 pl/pozo del
regulador de pH de lavado, y después, usando un kit de revelado de color para
peroxidasa (fabricado por Sumitomo Bakelite Co., Ltd.), el color fue revelado de
conformidad con el protocolo que acompanaba al kit. Después de revelar el color,
se midié una absorbancia a 492 nm usando un lector de microplaca (fabricado por
Nihon Molecular Devices Corporation). Como resultado, se confirmé que todas las
10 muestras de prueba del anticuerpo monoclonal anti-ratéon Siglec-15 de ratas
examinadas se unian a la proteina Siglec-15 de ratén de una manera dependiente
de la concentracion de anticuerpo (figura 4). Por otra parte, en el caso de la IgG de

control de rata, no se observé la unién a la proteina Siglec-15 de ratén.
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EJEMPLO 8

Preparacion de células no adherentes de médula ésea de raton

El férhur y tibia se extirparon de un ratéon ddY macho de 5 a 8
semanas de edad y los tejidos blandos se removieron. Ambos extremoé del féemur
o tibia se cortaron, y D-PBS se inyect6 usando una jeringa con una aguja de
inyeccion de calibre 25 para extraer células de médula 6sea, que fueron
recolectadas en un tubo de centrifuga. La centrifugacidn se realizé a temperatura
ambiente durante 5 minutos a 100 g, y el sobrenadante fue removido. A la pastilla
de células resultante, se afiadié 1 ml de un regulador de pH hemolitico (Red Blood
Cell Lysing Buffer (regulador de pH de lisis de glébulos rojos), fabricado por Sigma
Co., Ltd.) para _éuspenderlo, y la suspension resultante se dejé a temperatura
ambiente durante 5 miﬁutos. 20 ml de D-PBS se afadi6 a la misma, y la
suspension se centrifugd a temperatura ambiente durante 5 minutos a 100 g, vy el
sobrenadante fue removido. A la pastilla de células resuitante, se afadié 10 ml de
medio MEM-a (fabricado por Invitrogen, Inc.) que contenia 5 ng/ml de M-CSF
(fabricado por R&D Systems, Inc.) y 10% de suero de bovino fetal (FBS) para
suspenderlo. Después, la suspensidén resultante se hizo pasar a través de un
colador de células (40 um Nylon, fabricado por BD Falcon) para remover
agregados. Las células resultantes fueron transferidas a un matraz en formade T
de 75 cm? (para la unién de células adherentes) y se cultivaron durante la noche
en una incubadora con CO,. Después del cultivo durante la noche, las células que
no se adherieron al matraz en forma de T fueron recuperadas y usadas como

células no adherentes de médula 6sea de raton.

EJEMPLO 9
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Evaluacion de actividad bioldgica de anticuerpo monoclonal anti-ratén

Siglec-15 de rata basado en prueba para formaciéon de osteoclastos de ratén

Al usar todas las 10 muestras de prueba de los anticuerpos
monoclonales anti-ratén Siglec-15 producidos en el ejemplo 6, un efecto sobre
diferenciacion de osteoclastos de células no adherentes de médula ésea de ratén
se examind. Las células no adherentes de médula dsea de ratén preparadas por el
método del ejemplo 8 se prepard a 1.5 x 10° células/ml en medio a-MEM que
contenia 10% de FBS y 10 ng/ml de M-CSF (fabricado por R&D System, Inc.), y la
preparacion de células resultante se sembré en cada pozo de una placa de 96
pozos en una cantidad de 200 ul y las éélulas se cultivaron durante 2 dias en una
incubadora con CO,. La solucién de cultivo viejo en la placa de 96 pozos fue
removida, y 100 pul de medio MEM-a se afadié a cada pozo, los 100 ul de medio
MEM-a que contenia 10% FBS al cual se habian afadido RANKL humano
(RANKL, fabricado por Peprotech, Inc.) y M-CSF para dar concentraciones finales
de 20 ng/ml y 10 ng/ml, respectivamente. A la solucién de cultivo de células, cada
uno de los anticuerpos monoclonales anti-ratén Siglec-15 de ratas producido en el
ejemplo 6, una muestra obtenida al remover azida de sodio de IgG de control de
rata comercialmente disponible (IgG de rata purificado, fabricado por R&D
Systems, Inc.), o un anticuerpo policlonal anti-ratén Siglec-15 (No. 3) de conejo
producido por separado se afiadié a una concentraciéon de 32 a 1,000 ng/ml, y las
células se cultivaron durante 3 dias adicionales en una incubadora de COs..
Incidentaimente, el anticuerpo policlonal (No. 3) es un anticuerpo que ya se ha
confirmado que inhibe la formacién de osteoclastos en el sistema experimentél
descrito en este ejemplo. Después de completarse el cultivo, la actividad de
fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP) de los osteoclastos formados se midio

por un procedimiento descrito mas adelante. La solucién de cultivo en cada pozo
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de la placa de 96 pozos fue removida por succién, y 50 pl de 50 mM citrato de
sodio regulador de pH (pH 6.1) que contenia 1% de Triton X-100 se afiadi6 a cada
pozo. Después, la placa se agité durante 5 minutos sobre un agitador de placa
para lisar las células. A cada pozo, 50 pul de una solucién de sustrato (50 mM
citrato de sodio regulador de pH (pH 6.1) que contenia 5 mg/ml de p-nitrofenil
fosfato y 0.46% de tartrato de sodio) se afiadid, y la placa se incub6 a temperatura
ambiente durante 5 minutos. Después de la incubacion, 50 pl de una solucién de
hidréxido de sodio 1 N se anadid a cada pozo de la placa de 96 pozos para
detener la reaccion enzimatica. Después de detener la reacciéon enzimatica, una
absorbancia de cada pozo a 405 nm se midio, y la medicién obtenida se usé como
un indice de actividad de TRAP. Los resultados se muestran en las figuras 5 y 6.
Una inhibicién significativa de actividad de TRAP no se observé en el caso de la
IgG de control de rata comercialmente disponible. Por otra parte, una inhibicion
significativa de actividad de TRAP se observd en el caso del anticuerpo #32A1
afnadido en el intervalo de 32 ng/ml a 1000 ng/mi, y el anticuerpo #8A1 vy el
anticuerpo policlonal No. 3 de conejo purificado en cuanto a afinidad afadido en el
intervalo de 63 ng/ml a 1000 n}g/ml. También en el caso del anticuerpo #3A1,
anticuerpo #34A1 y anticuerpo #39A1, una inhibiciébn de actividad de TRAP
dependiente de la dosis se observé a una concentracion relativamente alta de 500
ng/ml o superior. No se observé inhibicién de formaciéon de osteoclastos de raton
por lo otros anticuerpos. De los resultados anteriores, los anticuerpos que inhiben
fuertemente la formaciéon de osteoclastos de ratdn (diferenciacién y maduracion de
osteoclastos) se encontraron entre el anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15
de ratas preparado. Ademas, como una propiedad comun al aﬁticuerpo #3A1,
anticuerpo #8A1, anticuerpo #32A1, anticuerpo #34A1, y anticuerpo #39A1, la
actividad de inhibir la formacién de osteoclastos a una concentracion de 1000

ng/ml, es decir, 1 ug/ml o menor se puede ejemplificar.
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- EJEMPLO 10

Produccion de constructo de expresion de proteina Siglec-15 humana

soluble

Una secuencia parcial de nucledtidos que codifica el dominio
extracelular de proteina Siglec-15 humana esta representada por SEQ ID NO: 15
en el listado de secuencias y la secuencia de aminoacidos de la misma esta
representada por SEQ ID NO: 16 en el listado de secuencias. Al utilizar dicha
secuencia parcial, la proteina Siglec-15 humana soluble puede ser producida en

un sobrenadante de cultivo de una célula animal o similar.

a) Amplificacion de gen de Siglec-15 humano soluble por PCR

Como iniciadores para amplificar el ADNc extracelular del dominio de
Siglec-15 humano por PCR, un oligonucleétido que tenia una secuencia de 5'-
ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctt caccATGGAA AAGTCCATCT GGCTGC-3
(hSiglec-15-ECD-F: SEQ ID NO: 17 en el listado de secuencias); y un
oligonucleétido que tenia una secuencia de 5’—g'gggaccact ttgtacaaga aagctgggtc
CCCGCTGGCG CCATGGAAGC GG-3’ (hSiglec-15-ECD-R: SEQ ID NO: 18 en el
listado de secuencias) se sintetizaron de conformidad con un procedimiento
comun. Incidentalmente, estos iniciadores fueron disefiados, como iniciadores de
amplificacién para producir un clon de entrada de Gateway, de tal manera que una
secuencia de attB1 se afiade a hSiglec-15-ECD-F y una secuencia de attB2 se
anade a hSiglec-15-ECD-R. La PCR se realizd usando esta combinacién de
iniciadores y un polinucleétido que contenia una secuencia de lectura abierta de la
Siglec-15 humana como una plantilla de conformidad con un procedimiento

comun. La solucién de reaccion de PCR resultante fue purificada usando PureLink
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PCR Purificacion Kit (fabricado por Invitrogen, Inc.).

b) Produccion de clon de entrada por reaccion de Gateway BP

Un clon de entrada en el cual el ADNc extracelular del dominio de
Siglec-15 humano fue integrado por la tecnologia Gateway (Invitrogen, Inc.)
utilizando un sistema de recombinacién especifico del sitio de fago lambda fue
producido por el siguiente método. Pfimero, una reaccion de BP usando BP
Clonase se realizo entre el producto de PCR que tenia una secuencia de attB en
ambos extremos producida en a) y pPDNOR221 (fabricado por Invitrogen, Inc.) que
es un vector donador que tenia una secuencia de attP. Al usar esta solucién de
reaccion, Escherichia coli TOP10 fue transformada, se realiz6 PCR de colonia
para clones resistentes a farmacos, y el tamafio de los insertos fue confirmado.
Después, para un clon que se confimd que tenia un inserto con el tamafo
correcto, se realizd un analisis de secuencia de la secuencia de ADN total del
inserto. Como resultado, se obtuvo un clon de entrada que es completamente
idéntico a la secuencia objetivo de nucledtidos (SEQ ID NO: 15 en el listado de

secuencias) que codifica el dominio extracelular de la proteina Siglec-15 humana.

¢) Produccion de clon de expresién por reaccion de Gateway LR

Un clon de expresion en el cual el ADNc extracelular del dominio de
Siglec-15 humano fue integrado por la tecnologia Gateway (Invitrogen, Inc.)
utilizando un sistema de recombinacién especifico del sitio de fago lambda fue
producido por el siguiente método. El clon de entrada producido en b) contenia un
- inserto que tenia una secuencia de attL en ambos extremos. Una reaccién de LR
usando LR Clonase se realizé entre este clon de entrada y dos tipos de vectores
de destino que tenian una secuencia de attR. Incidentalmente, como los vectores

de destino, dos tipos de vectores de destino: pDONM disefiados de tal manera
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que una etiqueta de epitope V5 y una His tag 6x se afiaden al C terminal del
inserto; y phigFc disefiados de tal manera que una etiqueta Fc humana se afiade
al C terminal del inserto, se usaron. Al usar la solucién de reaccién obtenida por la
reaccion LR, Escherichia coli TOP10 fue transformada, y un analisis de secuencia
se realizd para los clones resistentes a farmacos resultantes para confirmar si
ocurrié recombinacion correcta.

Como resultado del analisis de secuencia, se obtuvieron clones de
expresion (Siglec-15/pDONM humano soluble y Siglec-15/phlgFc humano soluble)
en el cual ocurrié recombinaciéon correcta tanto para pDONM como para phligFc,
respectivamente. Al transfectar el Siglec-15/pDONM humano soluble en una célula
animal o similar, ARNm que tenia una secuencia de bases representada por SEQ
ID NO: 19 en el listado de secuencias es transcrita y traducida en una proteina
(Siglec-15-His humana) que tiene una secuencia de aminoacidos representada por
SEQ ID NO: 20 en el listado de secuencias. Ademas, al transfectar el Siglec-
15/phlgFc humano soluble en una célula animal o similar, ARNm que tiene una
secuencia de bases representada por SEQ ID NO: 21 en el listado de secuencias
es transcrita y traducida en una proteina (Siglec-15-Fc humana) que tiene una
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 22 en el listado de

secuencias.

EJEMPLO 11

Preparacion a gran escala de solucidn de cultivo que contiene soluble

proteina Siglec-15 humana usando células 293-F

a) Preparacion de solucion de cultivo gque contiene Siglec-15-His

humana

La Siglec-15/pDONM humana soluble obtenida en el ejemplo 10 sé
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preparé en una cantidad de aproximadamente 25 mg. Incidentalmente, en la
purificacion de plasmidos de Escherichia coli cultivada a gran escala, se us6 un kit
Invitrogen PureLink HiPure Plasmid Gigaprep Kit (fabricado por Invitrogen, Inc.). El
pléémido asi preparado se mezclé con Opti-MEM (fabricado por Invitrogen, Inc.),
50 mi de reactivo de transfeccion 293fectin (fabricado por Invitrogen, Inc.) se
afadi6é al mismo, y la mezcla resultante se incub6 a temperatura ambiente durante
20 minutos. Esta mezcla se anadié6 a células FreeStyle 293-F (fabricado por
Invitrogen, Inc.) cultivadas en medio de expresién FreeStyle 293 Expression
Medium (fabricado por Invitrogen, Inc.) que contenia 1% de penicilina-
estreptomicina de tal manera que la densidad de células alcanzé 1.0 a 3.4 x 108
células/ml usando un aparato de cultivo de bioproceso 25 L (WAVE Bioreactor).
Después de que las células habian sido sometidas a cultivo con agitacién (30
rotaciones/min) a una concentracion de CO; de 6 a 12% durante 96 horas (4 dias)
a 37°C, la solucién de cultivo se recolectdé y se centrifugd para preparar un
sobrenadante de cultivo. Se observa que en el sobrenadante de cultivo asi
preparado, una proteina en la cual una etiqueta de epitope V5 y una His tag 6x se
han afiadido al lado C-terminal del dominio extracelular Siglec-15 humano (Siglec-

15-His humana) es expresada.

b) Preparacién _de solucion de cultivo que contenia Siglec-15-Fc

humana

La Siglec-15/phigFc humana soluble obtenida en el ejemplo 10 se
preparé6 en una cantidad de aproximadamente 5 mg. Incidentalmente, en la
purificacion de plasmidos de Escherichia coli cultivada a gran escala, se uso6 un kit
Invitrogen PureLink HiPure Plasmid Gigaprep Kit (fabricado por Invitrogen, Inc.). El
plasmido asi preparado se mezclé con Opti-MEM (fabricado por Invitrogen, Inc.),

seguido por esterilizacién en filtro. Después, 10 ml de un reactivo de transfeccién
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293fectin (fabricado por Invitrogen, Inc.) se afiadié al mismo, y la mezcla resultante
se incubd a temperatura ambiente durante 20 minutos. Esta mezcla se afadi6 a
células FreeStyle 293-F (fabricado por Invitrogen, Inc.) cultivadas en matraces
Erlenmeyer de tal manera que la densidad de células alcanzé 1.0 a 3.0 x 10°
células/ml x 5 L (1 L/matraz x 5 matraces) en medio de expresion FreeStyle 293
(fabricado por Invitrogen, Inc.). Después de que las células habian sido sometidas
a cultivo con agitacion (125 rotaciones/min) a una concentracion de CO, de 8.0%
durante 96 horas (4 dias) a 37°C, la solucién de cultivo se recolecté y se centrifugd
para preparar un sobrenadante de cultivo. Se observa que en el sobrenadante de
cultivo asi preparado, una proteina en la cual una etiqueta Fc humana se ha
aﬁadido al lado C-terminal del dominio extracelular Siglec-15 humano (Siglec-15-

Fc humana) es expresada.

EJEMPLO 12

Purificacion de proteina Siglec-15 humana soluble

a) Purificaciéon de Siglec-15-His humana soluble

a-i) Cromatografia en columna HisTrap HP

A 12 L de la solucién de cultivo de células 293F que expresan Siglec-
15-His humana preparada en a) del ejemplo 11, 1350 mL de 10 x regulador de pH
(500 mM Tris, 1.5 M NaCl, 200 mM imidazol, pH 8.0) se anadi6, y la mezcla
resultante se agitdé bien y se filtré a través de un filtro MilliPak-60 (fabricado por
Millipore Co., Ltd.). Esta solucién de cultivo se aplicé a una velocidad de flujo de
10 ml/min a una columna Ni-Sepharose HP (fabricado por Amersham Biosciences,
Inc.) de 100 ml que previamente habia sido lavada con agua pura (Milli-Q water).
Después de que la columna habia sido lavada con 400 ml de regulador de pH Tris-

HCI 50 mM (pH 8.0) que contiene 300 mM NaCl a una velocidad de flujo de 8
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mL/min, una proteina adsorbida a la columna se eluyé con 200 ml de regulador de
pH 50 mM Tris-HCI (pH 8.0) que contenia 300 mM NaCl y 500 mM imidazol a una
velocidad de flujo de 2.5 mI/min, y el material eluido fue fraccionado en tubos mini-
sorp (fabricado por Nunc, Inc.). Para prevenir la precipitacion de la proteina, 8 ml
de una sdlucién NaCl 5 M se afadié a aproximadamente 40 ml de una fraccion
que contenia la proteina eluida, seguida por agitacion, y después la mezcla
resultante se concentrd a aproximadamente 20 ml con un concentrédor de
membrana centrifuga Amicon Uiltra-15 (fabricado por Millipore Co., Ltd.). El
material insoluble generado durante la concentracion fue removido por
centrifugacién a 3000 rpm durante 30 minutos a 4°C, y 2.5 mi del sobrenadante
resultante se aplicé a una columna de desalacién PD-10 (fabricada por Amersham
Biosciences, Inc.) que previamente habia sido equilibrada con solucién salina
regulada en su pH con fosfato que contenia 1 M NaCl (N-PBS), seguido por
eluciéon con N-PBS, por lo que 3.5 ml de una muestra cuyo solvente fue
reemplazado por N-PBS se obtuvo. Este procedimiento se realiz6 repitiéndolo 7
veces mas, y se obtuvo aproximadamente 28 ml de una solucién de Siglec-15-His
humana parcialmente purificada.

a-ii) Cromatografia en columna Resource Q

12 ml de la muestra que habia sido purificada por cromatografia en
columna Ni-Sepharose HP y cuyo solvente habia sido reemplazado por N-PBS se
dializé durante la noche a 4°C contra regulador de pH Tris-HCI 50 mM (pH 7.5)
que contenia 0.1% CHAPS (1 L, 3 veces) y el dializado resultante se centrifugé a
3,000 rpm durante 30 minutos a 4°C, y el precipitado fue removido. Después de
que el sobrenadante resultante se habia filtrado a través de un filtro Millex-GV
(fabricado por Millipore Co., Ltd.), el filtrado se aplicé a una velocidad de flujo de 1
mi/min a una columna Resource Q 6 ml (fabricado por Amersham Biosciences,

Inc.) que previamente habia sido equilibrada con regulador de pH Tris-HCI 50 mM
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(pH 7.5) que contenia 0.1% CHAPS. Por lo tanto, ia columna se lavé con este
regulador de pH a una velocidad de flujo de 1 ml/min y una fraccion de proteina
que no fue adsorbida a la columna fue recolectada. Una proteina adsorbida a la
columna se eluyé con regulador de pH Tris-HCI 50 mM (pH 7.5) que contiene
0.1% CHAPS y NaCl 1 M a una velocidad de flujo de 1 ml/min. Después de que
26.5 ml de la fraccion que no habia sido adsorbida a la columna se concentré a
3.0 ml con un concentrador de membrana centrifuga Amicon Ultra-15 (fabricado
por Millipore Co., Ltd.), el concentrado se centrifugé a 3,000 rpm durante 10
minutos a 4°C y el precipitado fue removido. 2.5 ml del sobrenadante resultante se
aplicé a una colﬁmna de desalacién PD-10 (fabricada por Amersham Biosciences,
Inc.) que previamente habia sido equilibrada con solucion salina reéulada en su
pH con fosfato que contiene clorhidrato de arginina 50 mM (pH 7.0, A-PBS),
seguido por elucion cbn A-PBS, por lo que 3.5 ml de una muestra cuyo solvente
fue reemplazado por A-PBS se obtuvo. El clorhidrato de arginina en el solvente de
la muestra preparada se afiadié a fin de prevenir Siglec-15-His humana soluble a
partir de precipitacion. El sobrenadante después de la centrifugacion fue
crioconservado a —80°C hasta usarse. El procedimiento de purificacién antes
mencionado (cromatografia en columna Resource Q) se realizé al repetirlo dos

veces.

a-iii) Deteccion y prueba de pureza de Siglec-15-His humana

purificada

Al usar una muestra preparada por el procedimiento de purificacién
antes mencionado (cromatografia en columna Ni-Sepharose HP y cromatografia
en columna Resource Q), se realizdé electroforesis de SDS-poliacrilamida bajo
condiciones reductoras y tincion con plata. Es decir, a 5 pl de cada una de las

muestras purificada por los pasos de purificacién respectivos, una cantidad
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equivalente de una solucién de tratamiento de SDS se afiadi6, y la mezcla
resultante se traté térmicamente a 95°C durante 10 minutos. 0.3 pl de cada una de
las muestras térmicamente tratadas se us® para electroforesis de SDS-
poliacrilamida. El procedimiento de electroforesis se realizé de la misma manera
que en el ejemplo 3 excepto que Rainbow Molecular Weight Markers (fabricado
por Amersham Biosciences, Inc.) se usaron como los marcadores de peso
molecular. Después de completarse la electroforesis, se realizé tincién con plata
usando un kit PhastGel Silver Kit (fabricado por Amersham Biosciences, Inc.) y
PhastSystem. Los resultados se muestran en la figura 7. Se mostr6 que una
proteina que tenia un peso molecular de aproximadamente 35 kDa (human Siglec-
15-His) fue eficientemente purificada y concentrada en la fraccion de proteina que

no fue adsorbida a la columna Resource Q.

a-iv) Medicidn de concentraciéon de proteina de Siglec-15-His

humana purificada

Para la Siglec-15-His humana purificada (la fraccién de proteina que
no fue adsorbida a la columna Resource Q), la concentracién de proteina se midié
con un kit de prueba de proteina DC (fabricado por Bio-Rad Laboratories, Inc.)
usando albumina de suero de bovino como una muestra estandar. Al realizar el
procedimiento de purificacion dos veces, se obtuvo un total de 1.66 mg de Siglec-

15-His humana purificada.

b) Purificacion de Siglec-15-Fc humana soluble

b-i) Proteina en columna HiTrap Protein A

1.5 L de la solucién de cultivo de células 293F que expresan Siglec- |
15-Fc humana preparada en b) del ejemplo 11 se filtr6 a través de un filtro

Sterivex-GV (fabricado por Millipore Co., Ltd.), y después el filtrado se aplicoé a una
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velocidad de flujo de 5 ml/min a una columna HiTrap Protein A 5 ml (fabricado por
Amersham Biosciences, Inc.) que previamente habia sido equilibrada con PBS de
Dulbecco (D-PBS, fabricado por Invitrogen, Inc.). Después de que la columna
habia sido lavada con 70 mi de D-PBS a una velocidad de flujo de 5 ml/min, una
proteina adsorbida a la columna se eluydé con 24 ml de 0.1 M citrato de sodio
regulador de pH (pH 3.0) a una velocidad de flujo de 1.2 ml/min. El material eluido
se fracciond a 1.2 ml por fracciéon en tubos mini-sorp (fabricado por Nunc, Inc.), e
inmediatamente después, 0.31 ml de 1 M Tris se afadié al mismo para neutralizar
el material eluido. Una alicuota de 2.5 ml de una solucién (aproximadamente 7.5
ml) obtenida al combinar las fracciones de proteina eluida (fracciones 5 a 9) se
aplicé a una columna de desalacion PD-10 (fabricada por Amersham Biosciences,
Inc.) que previamente habia sido equilibrada con solucién salina regulada en su
pH con fosfato que contenia clorhidrato de arginina 50 mM (pH 7.0, A-PBS),
seguido por elucion con A-PBS, por lo que se obtuvo 3.5 ml de una muestra cuyo
solvente fue reemplazado por A-PBS. Este procedimiento se realizd al repetirlo
dos veces. El clorhidrato de arginina en el solvente se afadio para evitar que
Siglec-15-Fc humana soluble se precipitara. 2.5 ml de la solucién restante de las
fracciones de proteina eluidas (fracciones 5 a 9) se aplicdé a una columna de
desalacion PD-10 (fabricada por Amersham Biosciences, Inc.) que previamente
habia sido equilibrada con soluciéon salina regulada en su pH con fosfato que
contenia NaCl 1 M (pH 6.7, N-PBS), seguido por elucién con N-PBS, por lo que
se obtuvo 3.5 ml de una muestra cuyo solvente fue reemplazado por N-PBS. NaCl
en el solvente en la muestra preparada se afnadié para evitar que Siglec-15-Fc
humana soluble se precipitara sin afiadir un grupo amino que contenia
compuestos tales como arginina. Las muestras preparadas por el procedimiento

antes mencionado fueron crioconservadas a —80°C hasta usarse.
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b-ii) Deteccién y prueba de pureza de Siglec-15-Fc _humana

purificada

Al usar las muestras preparadas por el procedimiento de purificacion
antes mencionado, se realizaron electroforesis de SDS-poliacrilamida bajo
condiciones reductoras y tincion con plata. Es decir, a 5 pl de cada una de las
muestras purificada por los pasos de purificacion respectivos, una cantidad
equivalente de una solucién de tratamiento de SDS se afadi6, y la mezcla
resultante se calentd a 95°C durante 10 minutos. 0.3 pl de una muestra obtenida al
diluir cada una e las muestras térmicamente tratadas a 1/100 6 1/300 con una
mitad de la concentracion de la solucién de tratamiento con SDS se usé para
electroforesis de SDS-poliacrilamida. La electroforesis y tincién con plata se
realizaron de la misma manera que la prueba de pureza de Siglec-15-His human
descrita en a-iii). Los resultados se muestran en la figura 8. Se mostro vque una
proteina que tenia un peso molecular de aproximadamente 55 kDa (Siglec-15-Fc
humana) fue eficientemente purificada y concentrada en la fraccion de proteina

que se eluy6 de la columna de HiTrap Protein A.

b-iii) Medicibn de concentracion de proteina de Siglec-15-Fc

purificada humana

Para la Siglec-15-Fc humana purificada (la fraccion de proteina
eluida de la columna de desalacion de PD-10), la concentracion de proteina se
midié con un kit de prueba de proteina DC (fabricado por Bio-Rad Laboratories,
Inc.) usando albumina de suero de bovino como una muestra estdndar. Como se
muestra en el cuadro 4, un total de 25.2 mg de Siglec-15-Fc purificada humana se

obtuvo al realizar el procedimiento de purificaciéon dos veces.

4
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CUADRO 4
Concentracion de | Volumen de la | Total de proteina

proteina (mg/ml)

muestra. (ml)

(mg)

Solvente que

contiene Arg 2.3 7.0 16.1

Solvente que _

contiene NaCl 2.6 3.5 9.1

Total 25.2
EJEMPLO 13

Evaluacién de propiedad de anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de

rata que se une a proteina Siglec-15 humana

La propiedad del anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata
gue se une a proteina Siglec-15 humana se evalué por un método de ELISA. La
proteina Siglec-15-Fc humana (sometida a reemplazo con A-PBS) broducida en b)
del ejemplo 12 se diluyé a 5 pg/ml con un regulador de pH de carbonato de sodio
0.1 M (pH 9.5), y la solucién resultante se afiadi6 a una placa de 96 pozos
(fabricado por Nalge Nunc International, Inc., Cat. No. 430341.) a 100 pl/pozo.
Después de que la placa se habia dejado a temperatura ambiente durante 1 hora,
la solucién fue removida y un regulador de pH de lavado (solucion salina regulada
en su pH con fosfato que contenia 0.05% de Tween 20) se anadié a 300 pl/pozo y
después se removid. Después de que este procedimiento de lavado se habia
realizado una vez mas, la solucién salina regulada en su pH con fosfato que
contenia 25% de BlockAce (fabricado por Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.)
se afadid a.200 pl/pozo, y la placa se dejé a temperatura ambiente durante 1
hora, por lo que se realiz6 el bloqueo. El liquido fue removido, y la placa se lavé
dos veces con 300 ul/pozo del regulador de pH de lavado. Después, cada uno del

anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de ratas preparado en el ejemplo 6 o
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IgG de control de rata (fabricado por R&D Systems, Inc.) se diluydo a una
concentracion final de 1.28 a 20,000 ng/ml (series de dilucién de 5 veces) con un
regulador de pH de ELISA (solucion salina regulada en su pH con fosfato que
contenia 12.5% de BlockAce y 0.05% de Tween 20), y la solucién de anticuerpo
diluida se afiadid a la placa a 100 ul/pozo. Después de que la placa se dejé a
temperatura ambiente durante 1 hora, el liquido fue removido, y la placa se lavé 3
veces con 300 pl/pozo del regulador de pH de lavado. Subsecuentemente, un
anticuerpo de IgG anti-rata de cabra carcado con HRP (peroxidasa de rabano
picante) (fabricado por Beckman Coulter, Inc.) diluido a 1,000 veces con un
regulador de pH de ELISA se afadié a 100 pl/pozo, y la placa se dejé a
temperatura ambiente durante 1 hora. El liquido fue removido y la placa se lavo 3
veces con 300 ul/pozo del regulador de pH de lavado, y después, usando un kit de
revelado de color para peroxidasa (fabricado por Sumitomo Bakelite Co., Ltd.), el
color fue revelado de conformidad con el protocolo que acompafiaba al Kkit.
Después de revelar el color, una absorbancia a 492 nm se midi6 usando un lector
de microplaca (fabricado por Nihon Molecular Devices Corporation). Como
resultado, se confirmo que todas las 10 muestras de prueba examinadas del
anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de ratas se unen a la proteina Siglec-
15 humana de una manera dependiente de la concentracion de anticuerpo (figura
9). En particular, la actividad de unién de 5 muestras de prueba, a saber #1A1,
#3A1, #24A1, #32A1 y #61A1, fue alta, y la actividad de unién de 3 muestras de
prueba, a saber #8A1, #34A1 y #39A1, fue relativamente baja. Por otra parte, en el
caso de la IgG de control de rata, no se observé la unién a la proteina Siglec-15
humana. De los resultados anteriores, se mostré que el anticuerpo monocional
anti-raton Siglec-15 de ratas preparado en el ejemplo 6 se une no soélo a Siglec-15
de ratén, sino también a Siglec-15 humana, y ademas, se encontré que algunos

anticuerpos se unen fuertemente a Siglec-15 humana.
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EJEMPLO 14

Efecto de la adicién de anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata

sobre la fusién celular y actividad de resorcion de hueso de células

precursoras de osteoclastos humanos normales (evaluacién de actividad

biolégica in vitro)

Puesto que se confirmé que el anticuerpo monoclonal anti-raton
Siglec-15 de ratas se une también a Siglec-15 humana en el ejemplo 13, los
efectos de estos anticuerpos sobre la formacién de osteoclastos humanos y la

actividad de resorcion de hueso se examinaron.

a) Efecto de la adicidon de anticuerpo monoclonal anti-ratén _Siglec-15

de rata sobre la fusion celular de los osteoclastos a partir de células precursoras

de osteoclastos humanos normales (tincion TRAP)

Células precursoras de osteoclastos humanos normales (Normal
Human Natural Osteoclast Precursor Cells, compradas de Sanko Junyaku Co.,
Ltd., Cat. No. 2T-110) se sembraron en una placa de 96 pozos a 1 X 10*
células/pozo de conformidad con el protocolo que acompafa las células. Como el
medio, se usé un medio esencial minimo para células precursoras de osteoclastos
(OPBM, compradas de Sanko Junyaku Co., Ltd, Cat. No. PT-8201)
complementadas con un conjunto de complemento de OPGM (comprado de
Sanko Junyaku Co., Ltd., Cat. No. PT-9501) que contenia suero de bovino fetal
(concentracién final: 10%), RANKL humana (concentracion final: 66 ng/ml), M-CSF
humana (concentracién final: 33 ng/ml), y similares. Al sobrenadanté de cultivo
resultante, cada uno del anticuerpo monoclonai anti-raton Siglec-15 de ratas
preparado en el ejemplo 6 o IgG de control de rata (fabricado por R&D Systems,

Inc.) se afadié para dar una concentracién final de 30 pg/ml, y las células se
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cultivaron durante 4 dias en una incubadora de CO,. Después del cuitivo, el
sobrenadante fue removido, y 10% de formalina neutra se afiadioé para fijar las
células. Después de fijar las células, las células se lavaron dos veces con agua
destilada, una solucién de tincion de TRAP (0.27 mM naftol AS-MX fosfato
(fabricado por Sigma Co., Ltd.), 1.6 mM sal de violeta rojo resistente (fabricado por
Sigma Co., Ltd.), 1% de dimetiformamida, 50 mM tartrato de sodio, 0.1 M
regulador de pH de acetato de sodio (pH 5.0)) se anadié a 100 pl/pozo, y una
reaccion se dejé proceder a temperatura ambiente durante 5 minufos. Después de
la reaccion, las células se lavaron dos veces con agua destilada, y después se
observaron por microscopia (figura 10). Como resultado, la formacion de
osteoclastos gigantes que resultan de un alto grado de fusién celular fue casi
completamente inhibido mediante la adicion del anticuerpo #32A1. Ademas, en el
caso del anticuerpo #41A1, la formacion de osteoclastos gigantes que resultan de
un alto grado de fusién celular también fue significativamente inhibida. Por otra
parte, en el caso de los otros anticuerpos monoclonal anti-ratén Siglec-15 de ratas
(el anticuerpo #1A1 y otros) y la IgG de control de rata, no se observé la inhibicion
significativa de osteoclasto de fusion celular. De esta manera,. se revelé que la
multinucleacion y fusién celular de osteoclastos TRAP-positivos a partir de células
precursoras de osteoclastos humanos normales son inhibidas por anticuerpos

monoclonales que se unen especificamente a la proteina Siglec-15.

b) Efecto de la adicidon de anticuerpo monoclonal anti-ratéon Siglec-15

de rata (#32A1) sobre la fusidn celular de osteoclastos a partir de células

precursoras de osteoclastos humanos normales (tincion TRAP)

Células precursoras de osteoclastos humanos normales (Normal
Human Natural Osteoclast Precursor Cells, compradas de Sanko Junyaku Co.,

Ltd., Cat. No. 2T-110) se sembraron en una placa de 96 pozos a 1 x 10
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células/pozo de conformidad con el protocolo que acompania las células. Como el
medio, se usé un medvio esencial minimo para células precursoras de osteoclastos
(OPBM, compradas de Sanko Junyaku Co., Ltd.,, Cat. No. PT-8201)
complementadas con un conjunto de complemento de OPGM (comprado de
Sanko Junyaku Co., Ltd., Cat. No. PT-v9501) qgue contenia suero de bovino fetal
(concentracion final: 10%), RANKL humana (concentracién final: 68.4 ng/ml), M-
CSF humana (concentracién final: 33 ng/ml), y similares. Al sobrenadante de
cultivo resultante, el anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de réta (anticuerpo
#32A1) preparado en el ejemplo 6 se afiadié para dar una concentracion final de
0.1, 0.3, 1 6 3 ug/ml, y las células se cultivaron durante 3 dias en una incubadora
de CO.,. Después del cultivo, el sobrenadante fue removido, y 10% de formalina
neutra se anadié para fijar las células. Después de fijar las células, las células se
lavaron dos veces con agua destilada, una solucién de tincién de TRAP (0.27 mM
naftol AS-MX fosfato (fabricado por Sigma Co., Ltd.), 1.6 mM sal de violeta rojo
resistente LB (fabricado por Sigma Co., Ltd.), 1% de dimetiformamida, 50 mM
tartrato de sodio, 0.1 M regulador de pH de acetato de sodio (pH 5.0)) se afiadié a
100 pi/pozo, y una reaccion se dej6é proceder a temperatura ambiente durante 5
minutos. Después de la reaccién, las células se lavaron dos veces con agua
destilada, y después se observaron por microscopia (figura 11). Como resuitado,
la formacién de osteoclastos multinucleados TRAP-positivos fue inhibida de una
manera dependiente de la concentracién de anticuerpo #32A1 dentro del intervalo

de 0.3 pg/ml a 3 pg/mil.

c) Efecto de la adicion de anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15

de rata (#32A1) sobre la actividad de resorcion de hueso de células precursoras

de_ osteoclastos humanos normales (Evaluacién usando placa revestida con

colageno)
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Se sabe que los osteoclastos liberan una proteasa tal como
catepsina K y degradan colageno de tipo | que es un componente constitucional
de tejido éseo. El OsteoLyse Assay Kit (fabricado por Lonza, Inc., Cat. No. PA-
1500) provee una placa de 96 pozos revestida con colageno humano conjugado
“con europio (placa de cuitivo de células de 96 pozos Osteolyse), y es posible
evaluar la actividad de resorcién de hueso de osteoclastos in vitro al medir la
cantidad de fragmentos de colageno fluorescente liberados en el sobrenadante
cuando los osteoclastos son cultivados en la placa. Células precursoras de
osteoclastos humanos normales (Normal Human Natural Osteoclast Precursor
Cells, compradas de Sanko Junyaku Co., Ltd., Cat. No. 2T-110) se sembraron en
una placa de cultivo de células de 96 pozos Osteolyse a 1 x 10* células/pozo de
conformidad con de conformidad con el protocolo que acomparia las ceélulas.
Como el medio, se usé un medio esencial minimo para células precursoras de
osteoclastos (OPBM, compradas de Sanko Junyaku Co., Ltd., Cat. No. PT-8201)
complementadas con un conjunto de complemento de OPGM (comprado de
Sanko Junyaku Co., Ltd., Cat. No. PT-9501) que contenia suero de bovino fetal
(concentracion final: 10%), RANKL humana (concentracién final: 68.4 ng/ml), M-
CSF humana (concentracion final: 33 ng/ml), y similares. Al sobrenadante de
cultivo resultante, el anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata (anticuerpo
#32A1) preparado en el ejemplo 6 se afiadié para dar una concentracion final de
0.1, 0.3, 1 6 3 ug/ml, y las células se cultivaron durante 3 dias en una incubadora

de CO,. Una alicuota de 10 pl del sobrenadante de cultivo fue recolectada, y 200

ul de reactivo de liberaciéon de fluoréforo incluido en el Osteolyse Assay Kit se
afadié al mismo, y una intensidad de fluorescencia se midié (Excitacién: 340 nm,
Emisiéon: 615 nm) usando un lector de placé de fluorescencia (ARVO MX,
fabricado por Perkin Elmer Inc.), por lo que la cantidad de fragmentos de colageno

fluorescente libres liberados en el sobrenadante de cultivo se determind (figura
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12). Como resultado, la cantidad de fragmentos de colageno fluorescente
incrementada mediante la adicion de RANKL fue reducida por el anticuerpo #32A1
de una manera dependiente de la concentracién dentro del intervalo de 0.3 ug/ml
a 3 pg/ml. A partir de este resultado, se revelé que la actividad de resorcion de

hueso de osteoclastos humanos es inhibida por el anticuerpo monoclonal

estudiado que se une especificamente a la proteina Siglec-15.

EJEMPLO 15

Evaluacion de actividad biolégica de anticuerpo monoclonal anti-ratén

Siglec-15 de rata usando ratas ovariectomizadas

a) Protocolo de experimento con animales

Los ovarios en ambos lados fueron removidos de ratas F344
hembras (obtenidas de Charles River Laboratories Japan, Inc.) de 12 semanas de
edad, y las ratas se dividieron en tres grupos: un grupo de administracion de
vehiculo; un grupo de administracic’)n de anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-
15 de rata #8A1; y un grupo de administracion de anticuerpo monoclonal anti-ratén
Siglec-15 de rata #32A1. Ademas, un grupo se preparé como un grupo de
operacioén simulador. En los grupos de administraciéon de anticuerpo, el anticuerpo
monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata #8A1 o el anticuerpo monoclonal anti-raton
Siglec-15 de rata #32A1 preparado en »el ejemplo 6 se administrd
intraperitonealmente a una dosis de 1 mg/kg tres veces a la semana
repetidamente durante 4 semanas desde el dia siguiente de la operacién. En el
grupo de administracion de vehiculo y el grupo de operacién simulador, PBS que
contenia 0.01% de Tween ‘20 se administré intraperitonealmente como el vehiculo.
A 4 semanas después del inicio de la administracién, la orina fue recolectada

durante 24 horas bajo condiciones de ayunas, y las muestras de orina se
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almacenaron a -80°C hasta medicion. Después de completarse la recoleccion de

orina, las ratas fueron sacrificadas, y la espina lumbar se extirp6 de cada rata

b) Medicion de densidad de minerales de hueso de espina lumbar

Los tejidos blandos adheridos a la espina lumbar extirpada se
removieron, y la 42 a 62. vertebras lumbares fueron extraidas. Las vertebras
lumbares extraidas fueron desgrasadas y deshidratadas al ser agitadas en etanol
y después secadas con aire, y la densidad de minerales de hueso se midié usando
un densitometro de hueso (DCS-600EX, fabricado por Aloka Co., Ltd.). Los
resultados se muestranv en la figura 13(A). Una disminucién significativa en
densidad de minerales de hueso de la espina lumbar se observé en el grupo
ovariectomizado como se compar6é con el grupo de operacion simulador, sin
embargo, en los grupos de administracion de anticuerpo #8A1 y #32A1, una
disminuciéon en densidad de minerales de hueso debida a ovariectomia fue

significativamente inhibida.

c) Medicion excrecién de desoxipiridinolina

Una variedad de metabolitos entrelazados de colageno de tipo |
refleja agudamente el recambio metabdlico de hueso, particularmente resorciéon de
hueso. Por sobre todo, la desoxipiridinolina esta localizada principalmente en
colageno de hueso, y por lo tanto, se considera que es altamente confiable como
un indice de resorcion de hueso.

La muestra de orina crioconservada fue descongelada, y el material
insoluble se precipitd por una operacion centrifuga, por lo que se obtuvo un
sobrenadante. La cantidad de desoxipiridinolina contenida en este sobrenadante
se midié usando Osteolinks “DPD” (fabricado por DS Pharma Biomedical Co.,

Ltd.). Ademas, usando Creatinine Test Wako (fabricado por Wako Pure Chemical
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Industries, Ltd.), el contenido de creatinina en el sobrenadante también se midio, y
se calculé la cantidad de desoxipiridinolina corregida para creatinina. Los
resultados se muestran en la figura 13(B). La excreci()n de desoxipiridinolina
urinaria fue significativamente increentada en el grupo ovariectomizado en
comparaciéon con el grupo simulador, y por lo tanto, se indicé que en las ratas
ovariectomizadas, la resorcion osteoclastica de hueso es incrementada. Por otra
parte, en los grupos de administracion de anticuerpo #8A1 y #32A1, un incremento
en excrecién de desoxipiridinolina - debido a ovariectomia fue inhibido de tal
manera que el nivel de excrecion de desoxipiridinolina fue cofnparable con el del
grupo de operacion de simulacién. A partir de este resultado, también se confirmé
en los modelos animales que los anticuerpos monoclonales estudiados que se
unen especificamente a Siglec-15 inhiben la resorcién osteoclastica de hueso, y
se indico fuertemente que debido al efecto inhibidor sobre la resorcién de hueso,
una disminucion en densidad de minerales en hueso de la espina l[umbar en las

ratas ovariectomizadas fue inhibida.

EJEMPLO 16

Determinacion del sitio de union (epitope) de anticuerpo monoclonal anti-

ratén Siglec-15 de rata

a) Expresion v purificacion de dominio Siglec-15 V-set humano

Un ADN que codifica una proteina en la cual una His tag y una
secuencia de reconocimiento de trombina se fijaron al lado N-terminal de un
dominio Siglec-15 V-set humano (un polipétido que comprende 39 a 165 residuos
de aminoacidos de una secuencia de aminoacidos en la base de datos NCBI
Protein con el numero de acceso de NP_998767 o una secuencia de aminoacidos

representada por SEQ ID NO: 2 en el listado de secuencias) fue integrada en un
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vector pDEST14 (Invitrogen, Inc., Cat. No. 11801-016). Al usar este plasmido,
Escherichia coli Rosetta-gamiB (DE3) (Novagen, Inc., Cat. No. 71136-4) fue
transformada y cultivada en un medio TB (Invitrogen, Inc., Cat. No. 22711-022).
Después del cultivo, las células bacterianas fueron homogeneizadas por
ultrasonido, el homogenado resultante fue centrifugado, y el sobrenadante fue
purificado con una columna HisTrap HP (GE Healthcare, Co., Ltd., Cat. No. 17-
5247-01). Por lo tanto, la His tag fue digerida con trombina, y después el dominio
Siglec-15 V-set humano fue purificado usando una columna Mono S5/50 GL (GE
Healthcare, Co., Ltd., Cat. No. 17-5168-01) y una columna Superdex 75 10/300
(GE Healthcare, Co., Ltd., Cat. No. 17-5174-01) hasta que una banda sencilla con

un peso molecular de 14 kDa se obtuvo por electroforesis.

b) Purificacion de Siglec-15-Fc humana soluble

La Siglec-15-Fc humana soluble fue purificada por el método descrito

en el ejemplo 12.

c) ELISA competitiva de dominio V-set humano y anticuerpo

monoclonal anti-raton Siglec-15 de rata #32A1

En una placa maxi-sorp de 96 pozos (fabricada por Nunc, Inc.,
nimero de modelo: 442404), 100 ul de un anticuerpo FC anti-human de cabra
(Jackson ImmunoResearch, Inc., nimero de modelo: 109-005-098) (1.25 pg/ml) se
afiadié a cada pozo y fue inmovilizado durante la noche a 4°C. Después de que la
placa maxi-sorp de 96 pozos se lavé dos veces con PBS, 100 pl de la Siglec-15-Fc
humana soluble (1 ug/ml) se afnadié a cada pozo e inmovilizada a temperatura
ambiente durante 1 hora. Por lo tanto, 300 pul de una solucién al 5% de leche
descremada/PBS se afadi6é a cada pozo, y el bloqueo de los pozos se realizé a

temperatura ambiente durante 3 horas. Mientras tanto, 2 pg/ml del anticuerpo
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monoclonal anti-ratdbn Siglec-15 de rata #32A1 se mezclé con una cantidad
equivalente de 0, 0.032, 0.16, 0.8, 4 6 20 pg/ml del dominio Siglec-15 V-set
humano, y una reaccion se dej6 proceder a temperatura ambiente durante 1.5
horas. Después de que la placa maxi-sorp de 96 pozos habia sido lavada dos
veces con PBS, 100 ul de la solucién mixta de anticuerpo monoclonal anti-ratén
Siglec-15 de rata #32A1 y el dominio Siglec-15 V-set humano se afiadié al mismo,
y una reaccion se dej6 proceder a temperatura ambiente durante 1 hora. Despues
de que la placa maxi-sorp de 96 pozos se habia lavado 5 veces con una solucion
de 0.05% de Tween 20 (Bio-Rad Laboratories, Inc., Cat. No. 170-6531)/PBS (de
aqui en adelante referida como “solucién de PBST”"), 100 pl de un anticuerpo anti-
rata IgG de cabra marcado con HRP (Beckman Coulter, Inc., Cat. No. 732664,
diluidas a 2000 veces) se afiadio a las mismas, y una reaccién se dej6 proceder a
temperatura ambiente durante 1 hora. Después de que la placa habia sido lavada
5 veces con la solucién, de PBST 100 pl de un liquido de revelado de color de
ELISA POD Substrate ABTS Kit (Nacalai Tesque Co., Ltd., Cat. No. 14351-80) se
afiadi6é a la misma, y una reaccion se dejé proceder durante 30 minutos. Después,
100 pl de una soluciéon de detencién de reacciéon se aifadié a la misma, y una
absorbancia a 405 nm se midié. Los resultados de ELISA competitiva mostré que
la unién del anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata #32A1 a la Siglec-
15 humana inmovilizada es inhibida en un dominio V-set humano de una manera
dependiente de la concentracidén. Por consiguiente, se mostré que el epitope para
el anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata #32A1 es el dominio Siglec-
15 V-set humano (un dominio que comprende 39 a 165 residuos de aminoacidos
de una secuencia de aminoacidos en la base de datos NCBI Protein con el
nimero de acceso de NP_998767 o una secuencia de aminoacidos representada

por SEQ ID NO: 2 en el listado de secuencias) (figura 14).
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EJEMPLO 17

Amplificacién de ADNc que codifica la reqién variable de anticuerpo

monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata #32A1 y analisis de secuencia de

bases de la misma

a) Preparacion de ARNm

El hibridoma #32A1 fue cultivada de conformidad con a) del ejemplo
6. De 4 x 107 células del hibridoma #32A1, aproximadamente 65 ng de ARNm se
prepard usando un kit de purificacion de ARNm QuickPrep (GE Healthcare, Co.,

Ltd.).

b) Sintesis de ADNc (5’-RACE-Ready cDNA)

La sintesis de ADNc (5'-RACE-Ready cDNA) se realizé usando 0.3
ng del ARNm preparado en a) con PrimeScript Reverse Transcriptase (TaKaRa

Bio, Inc.) y SMART RACE cDNA Amplification Kit (Clontech Co., Ltd.).

c) Amplificacion de ADNc de reqion variable de cadena pesada de

gen #32A1 por 5-RACE PCR

Como iniciadores para amplificar el ADNc de la regién variable del
gen de cadena pesada #32A1 por PCR, se usaron UPM (Universal Primer A Mix,
unido al SMART RACE cDNA Amplification Kit) y un oligonucledtido que tiene una
secuencia de 5-GGCCGGGTGGGCTACGTTGCAGGTGACGGTCTG-3'
(RG2AR2: SEQ ID NO: 23 en el listado de secuencias). Como el UPM, se usé uno
unido al SMART RACE cDNA Amplification Kit (Clontech Co., Ltd.), y el RG2AR2
se disend a partir de la secuencia de la regidn constante de cadena pesada de
rata (IgG2a) en la base de datos y sintetizados de conformidad con un

procedimiento comun.
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El ADNc de la region variable del gen de cadena pesada #32A1 fue
amplificado por 5-RACE PCR usando esta combinacién de iniciadores y el ADNc
sintetizado en b) (5’-RACE-Ready ¢cDNA) como una plantilla. La PCR se realizé
usando Advantage 2 PCR Kit (Clontech Co., Ltd.), y las condiciones para un
ciclador térmico se establecieron como sigue: después de calentar un 94°C
durante 1 minuto, un ciclo de temperatura de “94°C durante 0.5 minutos y 72°C
durante 3 minutos” se repitié 5 veces, entonces un ciclo de tefnperatura de “94°C
durante 0.5 minutos, 70°C durante 0.5 minutos, y 72°C durante 3 minutos” se
repiti6 5 veces, y posteriormente, un ciclo de temperatura de “94°C durante 0.5
minutos, 68°C durante 0.5 minutos, y 72°C durante 3 minutos” se repitié 20 veces,

seguido por incubacion a 4°C.

d) Amplificacion de ADNc de reqién variable de gen de cadena ligera

#32A1 por 5-RACE PCR

Como iniciadores para amplificar el ADNc de la regién variable de
gen de cadena ligera #32A1 por PCR, se usaron UPM (Universal Primer A Mix,
unido al SMART RACE cDNA Amplification Kit) y un oligonucleétido que tienen
una secuencia de 5-CATGCTGTACGTGCTGTCTTTGCTGTCCTGATCAG-
3'(RKR2: SEQ ID NO: 24 en el listado de secuencias). Como el UPM, se us6 uno
unido al SMART RACE cDNA Amplification Kit (Clontech Co., Ltd.), y el RKR2 se
disefid a partir de la secuencia de la regiéon constante de cadena ligera de rata
(cadena «) en la base de datos y sintetizada de conformidad con un procedimiento
comun.

El ADNc de la region variable de gen de cadena ligera #32A1 fue
amplificado por 5-RACE PCR usando esta combinacién de iniciadores y el ADNc
sintetizado en b) (5-RACE-Ready cDNA) como una plantilla. La PCR se realiz6

usando Advantage 2 PCR Kit (Clontech Co., Ltd.), y las condiciones para un
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ciclador térmico se establecieron como sigue: después de calentar a 94°C durante
1 minuto, un ciclo de temperatura de “94°C durante 0.5 minutos y 72°C durante 3
minutos” se repitio 5 veces, después, un ciclo de temperatura de “94°C durante 0.5
minutos, 70°C durante 0.5 minutos, y 72°C durante 3 minutos” se repitié 5 veces, y
posteriormente, un ciclo de temperatura de “94°C durante 0.5 minutos, 68°C
durante 0.5 minutos, y 72°C durante 3 minutos” se repitié 20 veces, seguido para
incubacién a 4°C.

e) Determinacidon de secuencias de ADNcs de base de cadena

regiones variables pesada y ligera

El ADNc de la region variable de cadena pesada amplificada en c)
fue purificado usando el MinElute PCR Purification Kit (QIAGEN Inc.), y despues
se realizd el analisis de secuencia de la secuencia de ADN. Como un iniciador de
secuenciacién, un ologinucledtido que tiene wuna secuencia de 5-
CTCCAGAGTTCCAGGTCACGGTGACTGGC-3' (RG2AR3: SEQ ID NO: 25 en el
listado de secuencias) se disefi6 a partir de la secuencia de la region constante de
cadena pesada de rata (IgG2a) en la base de datos y se sintetizé de conformidad
con un procedimiento comun.

El ADNc de la regién variable de cadena ligera amplificada en d) fue
purificada usando el MinElute PCR Purification Kit (QIAGEN Inc.), y después el
anadlisis de secuencia de la ADN secuencia se realiz6. Como un iniciador de
secuenciaciéon, un oligonucleétido que | tiene una secuencia de 5'-
TCCAGTTGCTAACTGTTCCG-3' (sqRK: SEQ ID NO: 26 en el listado de
secuencias) se disefi¢ a partir de la secuencia de la regiéon constante de cadena
ligera de rata (cadena ) en la base de datos y se sintetizé de conformidad con un
procedimiento comun.

El ADNc que contiene la regién variable de cadena pesada obtenida

por el andlisis de secuencia tiene una base secuencia representada por SEQ ID
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NO: 27 en el listado de secuencias y codifica la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 28 en el listado de secuencias. La secuencia de
aminoacidos representada por los aminoacidos nimeros 1 a 19 de SEQ ID NO: 28
corresponde a una sefial secretora, la secuencia de aminoacidos representada por
los aminoacidos numeros 20 a 140 de la misma corresponde a una regién variable
de cadena pesada, y la secuencia de aminoacidos representada por los
aminoacidos numeros 141 a 167 de la misma corresponde a una regién constante
de cadena pesada (parcial). La region variable de cadena pesada antes
mencionada contiene CDRH1 (DYFMN) que comprende la secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 44, CDRH2
(QIRNKIYTYATFYAESLEG) que comprende la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 45, y CDRH3 (SLTGGDYFDY) que comprende la
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 46. Ademas, el ADNc
gue contiene la region variable de cadena ligera tiene una secuencia de bases
representada por SEQ ID NO: 29 eh el listado de secuencias y codifica la
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 30 en el listado de
secuencias. La secuencia de aminoacidos representada por los aminoécidos
niameros 1 a 20 de SEQ ID NO: 30 corresponde a una sefial secretora, la
secuencia de aminoacidos representada por los aminoécidds nameros 21 a 132
de la misma corresponde a una regién variable de cadena ligera, y la secuencia de
aminoacidos representada por los aminoacidos nimeros 133 a 139 de la misma
corresponde a una regidén constante de cadena ligera (parcial). La region variable
de cadena ligera antes mencionada contiene CDRL1 (RASQSVTISGYSFIH) que
comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 47,
CDRL2 (RASNLAS) que comprende la secuencia de aminoacidos representada
por SEQ ID NO: 48, y CDRL3 (QQSRKSPWT) que comprende la secuencia de

aminoacidos representada por SEQ 1D NO: 49.
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EJEMPLO 18

Produccién de constructo de expresion de gen de anticuerpo guimérico

humano de anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata #32A1

a) Produccién de vectores de expresién universales pEF1/FCCU-1 y

pEFGKCL

a)-i) Construccion de vector de expresién de cadena ligera humana

pEFG6KCL

Al realizar PCR usando un plasmido pEF6/V5-HisB (Invitrogen) como
una plantilla y también usando los siguientes iniciadores, se obtuvo un fragmento
de ADN desde el extremo 3’ inmediatamente de BGHpA (2174) a Smal (2958) (un
fragmento de ADN que contiene origen de replicaciéon f1 y promotor SV40 y origen,
de aqui en adelante referido como “fragmento A”).
5'-CCACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGC-3’ (iniciador EFF1: SEQ ID NO: 31
en el listado de secuencias)
5-AAACCCGGGAGCTTTTTGCAAAAGCCTAGG-3' (iniciador EFsmaR: SEQ ID
NO: 32)

El fragmento A obtenido y un fragmento de ADN (SEQ [ID NO: 33, de
aqui en adelante referido como “fragmento B”) que contiene una secuencia de
ADN que codifica una sefial secretora de cadena k humana, una regién constante
de cadena k humana, y una sefial adicional poli-A humana fueron ligadas por PCR
de traslape. El fragmento de ADN asi obtenido en el cual el fragmenio A y el
fragmento B se ligaron (de aqui en adelante referido como “fragmento A+B”) fue
digerido con las enzimas de restriccion Kpnl y Smal, que se ligd a un plasmido
pEF6/V5-HisB (Invitrogen) que fue digerido con las enzimas de restriccién Kpnl y

Smal, por lo que un vector de expresion de cadena ligera humana pEF6KCL que
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tenia una secuencia de sefal, un sitio de clonacién, una regién constante de
cadena k humana, y una secuencia de sefial adicional poli-A humana hacia el

extremo 3’ del promotor EF1 se construyé.

a)-ii) Construccion de pEF1/KCL

Un fragmento de ADN obtenido al digerir el pEF6KCL obtenido por el
método antes mencionado con las enzimas de restriccion Kpnl y Smal se ligd a
pEF1/myc-HisB (Invitrogen, Inc.) que fue digerido con Kpnl y Smal, por lo que se

construyé un plasmido pEF1/KCL.

a)-iii) Construccion de vector de expresion de cadena pesada

humana pEF1/FCCU-1

Un fragmento de ADN (SEQ ID NO: 34 en el listado de secuencias)
gue contiene una secuencia de ADN que codifica una secuencia de sefial de IgG1
humana y una regién constante secuencia de aminoacidos fue digerida con las
enzimas de restriccion Nhel y Pmel y fue ligada al plasmido pEF1/KCL que fue
digerido con Nhel y Pmel, por lo que un vector de expresion de cadena pesada
humana pEF1/FCCU-1 que tenia una secuéncia de sefal, un sitio de clonacion,
una regién constante de cadena pesada humana, y una secuencia de sefial

adicional poli-A humana hacia el extremo 3’ del promotor EF 1 se construy6.

b) Produccién de #32A1 cadena pesada de constructo de expresién

de anticuerpo quimérico humano

Como iniciadores para amplificar el ADNc de la region variable de
cadena pesada #32A1 por PCR, un oligonucleétido que tiene una secuencia de
5’-aaagctgagcGAGGTGCAAATTTTGGAGACTGGAGGAGGC-3' (32A1HF: SEQ

ID NO: 35 en el listado de secuencias) y un oligonucleétido que tiene una
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secuencia de 5'-aaagctgagctGACTGTGACCATGACTCCTTGGCCCCAG-3’
(32A1HR: SEQ ID NO: 36 en el listado de secuencias) se sintetizaron de
conformidad con un procedimiento comun.

‘Incidentalmente, para integrar un producto de PCR en pEF1/FCCU-1;
estos iniciadores fueron disefiados de tal manera que una secuencia de
reconocimiento para la enzima de restriccion Blpl se ariadié. El PCR se realiz6 de
conformidad con un procedimiento comdn usando esta combinacion de iniciadores
y el ADNc de la regién variable de cadena pesada purificado en e) del ejemplo 17
como una plantilla. El producto de PCR resultante .fue purificado usando el

MinElute PCR Purification Kit (QIAGEN, Inc.), y después un fragmento de ADN
| obtenido al digerir el producto de PCR con la enzima de restriccion Blpl (NEW
ENGLAND BIOLABS, Inc.) se inserté en el pEF1/FCCU-1 en el sitio digerido con
la enzima de restriccion Blpl, por lo que una cadena pesada de constructo de
expresion de anticuerpo quimérico humano #32A1 se construyd. La secuencia del
inserto fue confirmada por un analisis de secuencia. Como un iniciador para
secuenciacion, un oligdnucle()tido gque tiene una secuencia de 5'-
TAATACGACTCACTATAGGG-3' (F11: SEQ ID NO: 37 en el listado de
secuencias) fue sintetizado de conformidad con un procedimiento comun. Un
vector de expresion en el cual el inserto podria ser insertado correctamente se

denominé “32A1H/pEF1/FCCU”.

c) Produccion de cadena ligera de constructo de expresién de

anticuerpo guimérico humano #32A1

Como iniciadores para amplificar el ADNc de la regién variable de
cadena ligera #32A1 por PCR, un oligonucieétido que tiene una secuencia de 5'-
aaacatatggcGACATTGTCTTGACCCAGTCTCCTGCTTTGG-3’ (32A1LF: SEQ ID

NO: 38 en el listado de secuencias) y un oligonucleétido que tiene una secuencia
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de 5-aaacgtacgTCTCAATTCCAGCTTGGTGCCTCCAGCG-3' (32A1LR SEQ ID
NO: 39 en el listado de secuencias) se sintetizaron de conformidad con un
procedimiento comun.

Incidentalmente, para integrar un producto de PCR a pEF6KCL,
estos iniciadores fueron disefiados de tal manera que una secuencia de
reconocimiento para la enzima de restricciéon Ndel se afiadié a 32A1LF, y una
secuencia de reconocimiento para la enzima de restriccion BsiW| se afiadié a
32A1LR. La PCR se realizdé de conformidad con un procedimiento comun usando
esta combinacion de iniciadores y el ADNc de la region variable de cadena ligera
purificado en e) del ejemplo 17 como una plantilla. El producto de PCR resultante
fue purificado usando el MinElute PCR Purification Kit (QIAGEN, Inc.), y después,
un fragmento de ADN obtenido al digerir el producto de PCR con las enzimas de
restriccion Ndel (TaKaRa Bio, Inc.) y BsiWl (NEW ENGLAND BIOLABS, Inc.) se
insertd6 en el pEF6KCL en el sitio digerido con las enzimas de restriccion Ndel
(TaKaRa Bio, Inc.) y BsiWl (NEW ENGLAND BIOLABS, Inc.), por lo que una
cadena ligera de constructo de expresion de anticuerpo quimérico humano #32A1
se construy6. La secuencia del inserto fue confirmada por un analisis de
secuencia. Como un iniciador para secuenciacion, se usd un iniciador F11
representado por SEQ ID NO: 37 en el listado de secuencias. Un vector de
expresion en el cual el inserto podria ser insertado correctamente se denominé
“32A1L/pEFBKCL".

El gen de cadena pesada de anticuerpo quimérico humano #32A1
producido en b) tiene la secuencia de nucleétidos representada por SEQ 1D NO:
40 en el listado de secuencias y codifica la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 41 en el listado de secuencias. La secuencia de
aminoacidos representada por los aminoacidos nimeros 1 a 19 de SEQ ID NO: 41

corresponde a una sefial secretora, la secuencia de aminoacidos representada por
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los aminoacidos nimeros 20 a 140 de la misma corresponde a una region variable
de cadena pesada, y la secuencia de aminoacidos representada por los
aminoacidos nimeros 141 a 470 de la misma corresponde a una region constante
de cadena pesada. Ademas, el gen de cadena ligera de anticuerpo quimérico
humano #32A1 producido en c) tiene la secuencia de nucleétidos representada
por SEQ ID NO: 42 en el listado de secuencias y codifica la secuencia de
aminoacidos representada por SEQ.ID NO: 43 en el listado de secuencias. La
secuencia de aminoacidos representada por los aminoacidos numeros 1 a 20 de
SEQ ID NO: 43 corresponde a una sefal secretora, la secuencia de aminoacidos
representada por los aminoacidos nimeros 21 a 132 de la misma corresponde a
una region variable de cadena ligera, y la secuencia de aminodacidos representada
por los aminoacidos nimeros 133 a 237 de la misma corresponde a una 'regién

constante de cadena ligera.

EJEMPLO 19

Preparacion de anticuerpo quimérico humano de anticuerpo monoclonal

anti-raton Siglec-15 de rata #32A1

a) Produccién de anticuerpo quimérico humano

3 x 107 células de células 293 FreeStyle en fase de crecimiento
logaritmica se sembré en 30 ml de medio de expresion FreeStyle 293 fresco
(Invitrogen, Inc.) (se prepararon cuatro lotes, en el cual el cultivo de 30 ml se tomé
como un lote) y se sometié a cultivo en agitacion (125 rpm) a 37°C en una
incubadora con 8% de CO,. 300 pg de polietilenimina (fabricada por Polyscience,
Inc. #24765) se disolvié en 1 mi de medio Opti-Pro SFM (fabricado por Invitrogen,
Inc.), y la solucién resultante se dejé a temperatura ambiente durante 5 minutos. El

vector de expresion de cadena pesada de anticuerpo quimérico humano #32A1,
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32A1H/pEF1/FCCU vy el vector de expresion cadena ligera de anticuerpo

quimérico humano #32A1, 32A1L/pEF6KCL producida en el ejemplo 18 se preparo
usando el PurelLink HiPure Plasmid Kit (Invitrogen, Inc.). The 32A1H/pEF1/FCCU
(15 pg) y el 32A1L/pEF6KCL (45 pg) fue suspendido en 1 ml de medio Opti-Pro
SFM (Invitrogen, Inc.), y la suspension resultante se afadié a 1 ml del liquido
mixto de polietilenimin/Opti-Pro SFM que habia sido dejado a temperatura
ambiente durante 5 minutos, y la mezcla resultante se dej6 a temperatura
ambiente durante 5 minutos adicionales. Subsecuentemente, 2 ml del liquido mixto
de polietilenimina/los vectores de expresion/Opti-Pro SFM se afadié a cada lote
de la suspension de células 293 FreeStyle, y el cultivo en agitacion se continud.
Después de que las células se cultivaron durante 7 dias a 37°C en 8% de CO,, el

sobrenadante de cultivo fue recolectado de cada lote.

b) Purificacién de anticuerpo quimérico humano

90 ml del sobrenadante de cultivo (para tres lotes) obtenido
anteriormente se filtré a través de un filtro (fabricado por NALGENE, Inc., #295-
4545), y 0.5 ml de MabSelect SuRe (fabricado por GE Healthcare Bio-science Co.,
Ltd., #17-5438-01) equilibrado con PBS se afadi6 al filtrado, y la mezcla resultante
se agitd durante la noche a 80 rpm y 10°C. El dia siguiente, el vehiculo fue
recolectado y Iavado. con PBS, y posteriormente, el anticuerpo se eluy6é con
solucion 1 M de arginina (pH 4.0). El material eluido se aplicé a una columna PD-
10 (fabricado por GE Healthcare Bio-science Co., Ltd., #17-0851-01) para
reemplazar el liquido con PBS, y después se concentr6 con Amicon Ultra-4
(fabricado por Millipore Co., Ltd., #UFC805008), por lo que se obtuvo 1.2 ml de un
anticuerpo quimérico humano (0.98 mg/ml). La concentracién del anticuerpo se
calcul6 de la medicibn a 280 nm obtenida usando Hitachi Diode Array

BioPhotometer U-0080D.



130

EJEMPLO 20

Evaluacién de propiedad de anticuerpo quimérico humano de anticuerpo

monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata #32A1 gue se une a proteina Siglec-

15 de ratén

La inhibicion competitiva del anticuerpo #32A1 de rata contra el
anticuerpo quimérico humano purificado preparado en el ejemplo 19 se determino
por el siguiente método. El Siglec-15-Fc de ratén purificado en el ejemplo 4 fue
diluido a 1 ug/ml con PBS, la solucion diluida se suministré a 100 pl/pozo en una
inmunoplaca (fabricada por Nunc, Inc., #437111), y la placa se dej6 reposar
durante la noche a 4°C, por lo que la proteina fue adsorbida a la placa. El dia
.siguiente, cada pozo se lavé dos veces con una solucion PBS-T (PBS, 0.05%
(v/v) Tween 20), una solucién obtenida por dilucion de leche descremada
(fabricado por Morinaga Milk Industry Co., Ltd.) a 5% con PBS se suministré a 350
ul/pozo, y la placa se dejo reposar a temperatura ambiente durante 2 horas. El
liquido en cada pozo fue removido, y cada pozo se lavd 3 veces con la solucién de
PBS-T. Por lo tanto, una solucién mixta (una solucién de PBS que contiene leche
descremada a una concentracion final de 0.5%) que contenia el anticuerpo
quimérico humano a 0.25 pug/ml y el anticuerpo #32A1 o un IgG de control de rata
anticuerpo (fabricado por R&D Systems, Inc., #6-001-A) a una concentracidon
diferente (0 pg/mi, 0.016 pug/ml, 0.05 pg/ml, 0.16 pg/ml, 0.5 pg/ml, 1.66 ug/ml o 5
ug/ml) se suministré a 100 ul/pozo, y la placa se dejdé reposar a temperatura
ambiente durante 2 horas. Después de cada pozo se lavé 3 veces con la solucion
de PBS-T, IgG anti-humano de cabra AffiniPure conjugado como fosfatasa alcalina
(fabricado por Jackson ImmunoResearch, Inc., #109-055-097) diluido a 2500

veces con una solucién de TBS-T (TBS, 0.05% (v/v) Tween 20) se anadio a 100

Rt
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ul/pozo, y la placa se dejé reposar'a temperatura ambiente durante 1 hora. El
liquido en cada pozo fue removido, y cada pozo se lavd 5 veces con la solucion de
TBS-T. Por lo tanto, una soluciéon de sustrato fluorescente (fabricado por Roche
Co., Ltd., #11681982001) se anadi6 a 100 pl/pozo, y una reaccion de
fluorescencia se dejé proceder. A 10 minutos después de la adicion de la solucidn
de sustrato fluorescente, la intensidad de fluorescencia se midié usando un lector
de placa. Como resultado, se mostr6é que el anticuerpo #32A1 inhibe la unién del
anticuerpo quimérico humano al Siglec-15-Fc de ratdén de una manera
dependiente de la concentracidbn. Ademas, cuyo el anticuerpo #32A1 y el
anticuerpo quimérico humano se mezclaron a la misma concentracion (1:1),
aproximadamente 40% de inhibicibn competitiva se exhibié. Por lo tanto, se
considera que el anticuerpo #32A1 y el anticuerpo quimérico humano tiene
sustancialmente la misma afinidad para el Siglec-15-Fc de ratén. Por otra parte, la

IgG de control de rata no mostré inhibicién competitiva (figura 15).

EJEMPLO 21

Evaluacion de actividad bioldgica de anticuerpo quimérico humano de

anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata #32A1 con base en

prueba para la formacion de osteoclastos de ratén y prueba para formacién

de osteoclastos humanos

a) Prueba para formacion de osteoclastos en ratén

Usando el anticuerpo quimérico humano del anticuerpo monoclonal
anti-ratén Siglec-15 de rata #32A1 preparado en el ejemplo 19, el efecto sobre la
diferenciacion de osteoclastos de células no adherentes de médula 6sea de ratén
se examind. Células de médula bésea no adherentes de ratdén preparadas por el

método del ejemplo 8 se preparé a 1.5 x 10° células/ml en un medio a-MEM que

N\
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contiene 10% FBS y 10 ng/ml de M-CSF (fabricado por R&D Systems, Inc.), la
preparacion de células resultante se sembrd en cada pozo de una placa de 96
pozos en una cantidad de 200 pi y las células se cultivaron durante 2 dias en una
incubadora con CO,. La solucién de cultivo vieja en la placa de 96 pozos fue
removida, y 100 ul de medio MEM-a se afiadié a cada pozo, los 100 ul de medio
MEM-a que contenia 10% de FBS al cual RANKL humano (RANKL, fabricado por
Peprotech, Inc.) y M-CSF se habia afiadido para dar concentraciones finales de 20
ng/ml y 10 ng/ml, respectivamente. A la solucién de cultivo de células, el
anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata #32A1 producido en el ejemplo
6 o el anticuerpo quimérico humano del anticuerpo monoclonal anti-raton Siglec-15
de rata #32A1 preparado en el ejemplo 19 se afadidé a una concentracion de 3 a
100 ng/ml, y las células se cultivaron durante 3 dias adicionales en una incubadora
con CO,. Después de completarse el cultivo, la actividad de fosfatasa acida
resistente a tartrato (TRAP) de los osteoclastos formados se midié por el método
descrito en el ejemplo 9. Después de detener la reaccion enzimatica, una
absorbancia de cada pozo a 405 nm se midid, y la medicién obtenida se usé como
un indice de actividad de TRAP. Los resultados se muestran en la figura 16. Una
inhibicion de actividad de TRAP dependiente de la dosis se observdé a una
concentraciéon de 50 ng/ml o superior en el caso de el anticuerpo #32A1 y el
anticuerpo quimérico humano del anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de
rata #32A1. De este resultado, se mostré que el anticuerpo quimérico humano del
anticuerpo monoclonal anti-raton Siglec-15 de rata #32A1 tiene una actividad de
inhibir la formacién de osteoclastos (diferenciaciéon de osteoclastos y maduracion)

sustancialmente comparable con la del anticuerpo #32A1 de rata.

b) Evaluacion usando células precursoras de osteoclastos humanos

normales (tincién de TRAP)
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Las células precursoras de osteoclastos humanas normales (Normal
Human Natural Osteoclast Precursor Cells, compradas de Sanko Junyaku Co.,
Ltd., Cat. No. 2T-110) se sembraron en una placa de 96 pozos a 1 x 10*
células/pozo de conformidad con el protocolo unido a las células. Como el medio,
se usdé un medio esencial minimo para células precursoras de osteoclastos
(OPBM, compradas de Sanko Junyaku Co., Ltd., Cat. No. PT-8201)
complementadas con un conjunto de complemento OPGM (comprado de Sanko
Junyaku Co., Ltd., Cat. No. PT-9501) que contenia suero de bovino fetal
(concentracion final: 10%), RANKL humana (concentracion final: 66 ng/ml), M-CSF
humana (concentracién final: 33 ng/ml), y similares. Al sobrenadante de cultivo
resultante, el anticUerpo quimérico humano del anticuerpo monoclonal anti-raton
Siglec-15 de rata #32A1 preparado en el ejemplo 19 se afadi6 a una
concentracion final de 0.3, 1, 3, 0 10 pg/ml, y las células se cultivaron durante 3
dias en una incubadora con CO,. Después del cultivo, el sobrenadante fue
removido, y 10% de formalina neutra se afiadi6 para fijar las células. Después de
fijar las células, las células se lavaron dos veces con agua de.stilada, una solucion
de tincion de TRAP (0.27 mM fosfato de naftol AS-MX o (fabricado por Sigma Co.,
Ltd.), 1.6 mM de sal de LB rojo violeta resistente (fabricado por Sigma Co., Ltd.),
1% de dimetilformamida, 50 mM de tartrato de sodio, 0.1 M de regulador de pH de
acetato de sodio (pH 5.0)) se afadié at 100 ul/pozo, y a reaccidén se dejé proceder
a temperatura ambiente durante 5 minutos. Después de la reaccién, las células se
lavaron dos veces con agua destilada, y después se observaron por microscopia
(figura 17). Como resultado, la formacién de osteoclastos multinucleados TRAP-
positivos fue inhibida mediante la adicién del anticuerpo quimérico huméno de

#32A1 dentro del intervalo de 0.3 pg/ml a 10 pg/ml.

EJEMPLO 22
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Diseiio de anticuerpo humanizado de anticuerpo monoclonal anti-ratén

Siglec-15 de rata #32A1 (1)

a) Disefo de version humanizada de #32A1

a)-i) Modelado molecular de regién variable de #32A1

El modelado molecular de la regién variable de #32A1 se realizé por
un método generalmente conocido como modelado de homologia (Methods in
Enzymology, 203, 121-153, (1991)). Las secuencias primarias (estructuras
tridimensionales derivadas de las estructuras de cristal de rayos X estan
disponibles) de las regiones variables de inmunoglobulina humanavregistrada en el
Protein Data Bank (Banco de Datos de Proteinas) (Nuc. Acid Res. 35, D301-D303
(2007)) se compararon con la regién variable de #32A1 determinada
anteriormente. Como resultado, 1LK3 se seleccion6é como teniendo la homologia
de secuencia mas alta con la region variable de la cadena ligera de #32A1 entre
anticuerpos que tenian una delecion similar en el marco de trabajo. Ademas, 1ADO
se seleccioné como teniendo la homologia de secuencia mas alta con la region
variable de la cadena pesada de #32A1. La estructura tridimensional de la regién
del marco de trabajo se generdé al obtener el “modelo de marco de trabajo”
combinando las coordenadas de 1LK3 y 1ADO correspondientes a las cadenas
ligera y pesada de #32A1. Las CDRs de #32A1 se clasificaron de conformidad con
la clasificacion de Thornton et al. (J. Mol. Biol., 263, 800-815, (1996)) como sigue:
CDRL1, CDRL2, CDRL3, CDRH1, y CDRH2 fueron asignadas a las agrupaciones
15A, 7A, 9A, 10A y 12B, respectivamente. CDRH3 se clasifico en k(8)C de
conformidad con las reglas de H3 (FEBS letter 399, 1-8 (1996)). Después, las
conformaciones representativas de los CDRs respectivos se integraron en el
modelo de marco de trabajo.

Finalmente, para obtener un probable modelo molecular de la regién



135

variable de #32A1 en términos de energia, un calculo de energia se realiz6 para
excluir contacto interatdmico desventajoso. El procedimiento anterior se realizé
usando el programa de prediccion de estructura de proteina tridimensional
comercialmente disponible Prime y el programa de busqueda de coordenadas

MacroModel (Schrodinger, LLC).

a)-ii) Disefo de secuencia de aminoacidos de #32A1 humanizado

Un anticuerpo humanizado #32A1 se construyé de conformidad con
un método generalmente conocido como injerto de CDR (Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 86, 10029-10033 (1989)). Un anticuerpo aceptor se selecciond en dos formas
basadas en la homologia de aminoacido dentro de la region del marco de trabajo.
La secuencia de la regién del marco de trabajo de #32A1 se compard con la
secuencias de todos los marcos de trabajo humanos en la Kabat Database (Base
de datos de Kabat) (Nuc. Acid Res. 29, 205-206 (2001)) que implica secuencias de
aminoacidos de anticuerpo. Como resultado, un anticuerpo M37GO37'CL se
selecciond como un aceptor basado en una homologia de secuencia de 73% en la
regién de marco de trabajo. Los residuos de aminoacidos en la regién de marco de
trabajo de M37GO37'CL se alinearon con los residuos de aminoacidos de #32A1,
y las posiciones en donde diferentes aminoacidos se usaron fueron identificados.
Las posiciones de estos residuos se analizaron usando el modelo tridimensional
de #32A1 construido anteriormente. Después, los residuos donadores que han de
ser injertados en el aceptor se seleccionaron de conformidad con los criterios
provistos por Queen et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 10029-10033 (1989)).

La secuencia de la regién de marco de trabajo de #32A1 se compard
con las secuencias de todos los marcos de trabajo humanos en el IgBLAST (Nuc.
Acid Res.36, D25-D30 (2007)). Como resultado, para la cadena L, AAB34430 se

selecciond como un aceptor basado en una homologia de secuencia de 79% en la

\b
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region de marco de trabajo. En cuanto a la cadena H, CAF31288 se selecciond
como un aceptor basado en una homologia de secuencia de 78% en la region de
marco de trabajo. Con respecto a la cadena L, los residuos de aminoacidos en la
region de marco de trabajo de AAB34430, y con respecto a la cadena H, los
residuos de aminoacidos en la regiéon de marco de trabajo de CAF31288, se
alinearon con los residuos de aminoacidos de #32A1, y se identificaron las
posiciones en donde diferentes aminoacidos se usaron. Las posiciones de estos

residuos se analizaron usando el modelo tridimensional de #32A1 construido

anteriormente. Después, los residuos donadores que habian de ser injertados en

el acceptor se seleccionaron de conformidad con los criterios provistos por Queen
et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 10029-10033 (1989)). En estos métodos, al
transferir algunos residuos donadores seleccionados al anticuerpo aceptor,
secuencias #32A1 humanizadas se construyeron como se describe en los

siguientes ejemplos.

b) Humanizacion de cadena pesada #32A1

b)-i) Cadena pesada tipo h#32A1-T1H:

Una cadena pesada #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
nameros de aminoacido 23 (isoleucina), 24 (leucina), 26 (treonina), 32 (lisina), 43
(treonina), 61 (acido glutamico), 89 (valina), 95 (acido aspartico), 96 (serina), 97
(acido glutamico), 98 (serina), 100 (valina), 104 (valina), 105 (serina), 114
(isoleucina), 118 (treonina), 134 (valina), 135 (metionina), y 140 (leucina) de la
cadena pesada #32A1 representada por SEQ ID NO: 28 en el listado de
secuencias con leucina, valina, serina, glutamina, alanina, glicina, fenilalanina,
asparagina, alanina, lisina, asparagina, leucina, metionina, asparagina, valina,
alanina, treonina, leucina y serina, respectivamente, se denomind “cadena pesada

tipo h#32A1-T1H".

e
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La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada tipo h#32A1-T1H
esta representada por SEQ ID NO: 51 en el listado de secuenéias. La secuencia
que comprende residuos de aminoacidos 1 a 19 de la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 51, la secuencia que comprende residuos de aminoacidos 20 a
140 de la misma, y la secuencia que comprende residuos de aminoacidos 141 a
470 de la misma correspbnde a la secuencia de sefial, la region variable de
cadena pesada, y la region éonstante de cadena pesada, respectivamente. Una
secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 51 esta representada por SEQ ID NO: 50 en el listado de secuencias. La
secuencia que comprende los nucleétidos 1 a 57 de la secuencia de nucledtidos
de SEQ ID NO: 50, la secuencia que comprende los nucleétidos 58 a 420 de la
misma, y la secuencia que comprende los nucleétidos 421 a 1410 de la misma
codifica la secuencia de sefal, la secuencia de regién variable de cadena pesada,
y la secuencia de regién constante de cadena pesada, respectivamente. La
secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 50 y la secuencia de aminoacidos de

SEQ ID NO: 51 también se muestran en la figura 27.

b)-ii) Cadena pesada tipo h#32A1-T2H:

Una cadena pesada #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
numeros de amin.oécido 23 (isbleucina), 24 (leucina), 26 (treonina), 32 (lisina), 43
(treonina), 95 (acido aspartico), 96 (serina), 97 (acido glutamico), 98 (serina), 100
(valina), 104 (valina), 114 (isoleucina), 118 (treonina), 134 (valina), 135
(metionina), y 140 (leucina) de la cadena pesada #32A1 representada por SEQ ID
NO: 28 en el listado de secuencias con leucina, valina, serina, glutamina, alanina,
asparagina, alanina, lisina, asparagina, leucina, metionina, valina, alanina,
treonina, leucina y serina, respectivamente, se denominé “cadena -pesada tipo

h#32A1-T2H".
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La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada tipo h#32A1-T2H
esta representada por SEQ ID NO: 53 en el listado de secuencias. La secuencia
que comprende residuos de aminoacidos 1 a 19 de la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 53, la secuencia que comprende residuos de aminoacidos 20 a
140 de la misma, y la secuencia que comprende residuos de aminoacidos 141 a
470 de la misma corresponde a la secuencia de sefial, la regién variable de
cadena pesada, y la regién constante de cadena pesada, respectivamente. Una
secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 53 esta representada por SEQ ID NO: 52 en el listado de secuencias. La
secuencia que comprende los nucleétidos 1 a 57 de ’Ia secuencia de nucleétidos
de SEQ ID NO: 52, la secuencia que comprende los nucleétidos 58 a 420 de la
misma, y la secuencia que comprende los nucleétidos 421 a 1410 de la misma
codifica la secuencia de sefial, la secuencia de region variable de cadena pesada,
y la secuencia de region constante de cadena pesada, respectivamente. La
secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 52 y la secuencia de aminoacidos de

SEQ ID NO: 53 también se muestran en la figura 28.

b)-iii) Cadena pesada tipo h#32A1-T3H:

Una cadena pesada #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
numeros de aminoacido 24 (leucina), 26 (treonina), 32 (lisina), 104 (valina), 114
(isoleucina), 134 (valina), 135 (metionina), y 140 (leucina) de la cadena pesada
#32A1 representada por SEQ ID NO: 28 en el listado de secuencias con valina,
serina, glutamina, metionina, valina, treonina, leucina y serina, respectivamente,
se denomind “ cadena pesada tipo h#32A1-T3H".

La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada tipo h#32A1-T3H
esta representada por SEQ ID NO: 55 en el listado de secuencias. La secuencia

que comprende residuos de aminoacidos 1 a 19 de la secuencia de aminoacidos

R
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de SEQ ID NO: 55, la secuencia que comprende residuos de aminoacidos 20 a
140 de la misma, y la secuencia que compren'de residuos de aminoacidos 141 a
470 de la misma corrésponde a la secuencia de sefial, la regiéon variable de
cadena pesada, y la region constante de cadena pesada, respectivamente. La
secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 55 esta representada por SEQ ID NO: 54 en el listado de secuencias. La
secuencia que comprende los nucleétidos 1 a 57 de la secuencia de nucleétidos
de SEQ ID NO: 54, la secuencia que comprende los nucleétidos 58 a 420 de la
misma, y la secuencia que comprende los nucleétidos 421 a 1410 de la misma
codifica la secuencia de sefal, la secuencia de regioén variable de cadena pesada,
y la secuencia de regién constante de cadena pesada, respectivamente. La
secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 54 y la secuencia de aminoacidos de

SEQ ID NO: 55 también se muestran en la figura 29.

b)-iv) Cadena pesada tipo h#32A1-T5H:

Una cadena pesada #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
nimeros de aminodacido 23 (isoleucina), 24 (leucina), 26 (treonina), 32 (lisina), 61
(acido glutamico), 89 (valina), 95 (acido aspartico), 97 (acido glutamico), 99
(serina), 104 (valina), 105 (serina), 114 (isoleucina), 134 (valina), 135 (metionina),
y 140 (leucina) de la cadena pesada #32A1 representada por SEQ ID NO: 28 en el
listado de secuencias con valina, valina, serina, glutamina, glicina, fenilalanina,
asparagina, lisina, treonina, metionina, asparagina, valina, treonina, leucina vy
serina, respectivamente, se denomin6 “cadena pesada tipo h#32A1-T5H”.

La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada tipo h#32A1-T5H
esta representada por SEQ ID NO: 57 en el listado de secuencias. La secuencia
que comprende residuos de aminoacidos 1 a 19 de la secuencia de aminoacidos

de SEQ ID NO: 57, la secuencia que comprende residuos de aminoacidos 20 a
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140 de la misma, y la secuencia que comprende residuos de aminoacidos 141 a
470 de la misma corresponde a la secuencia de sefal, la region variable de
cadena pesada, y la regiéon constante de cadena pesada, respectivamente. Una
secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 57 esta representada por SEQ ID NO: 56 en el listado de secuencias. La
secuencia que comprende los nucleédtidos 1 a 57 de la secuencia de nucleétidos
de SEQ ID NO: 56, la secuencia que comprende los nucleétidos 58 a 420 de la
misma, y la secuencia que comprende los nubleétidos 421 a 1410 de la misma
codifica la secuencia de sefal, la secuencia de regién variable de cadena pesada,
y la secuencia de regién constante de cadena pesada, respectivamente. La
secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 56 y la secuencia de aminoacidos de

SEQ ID NO: 57 también se muestran en la figura 30.

b)-v) Cadena pesada tipo h#32A1-T6H:

Una cadena pesada #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
nimeros de aminoacido 23 (isoleucina), 24 (leucina), 26 (treonina), 32 (lisina), 95
(acido aspartico), 97 (acido glutamico), 99 (serina), 104 (valina), 114 (isoleucina),
134 (valina), 135 (metionina), y 140 (Ieucina.) de la cadena pesada #32A1
representada por SEQ ID NO: 28 en el listado de secuencias con valina, valina,
serina, glutamina, asparagina, lisina, treonina, metionina, valina, treonina, leucina
y serina, respectivamente, se denominé “cadena pesada tipo h#32A1-T6H".

La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada tipo h#32A1-T6H
esta representada por SEQ ID NO: 59 en el listado de secuencias. La secuencia
que comprende residuos de aminoacidos 1 a 19 de la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 59, la secuencia que comprende residuos de aminoacidos 20 a
140 de la misma, y la secuencia que comprende residuos de aminoacidos 141 a

470 de la misma corresponde a la secuencia de sefal, la regién variable de

o0
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cadena pesada, y la region constante de cadena pesada, respectivamente. Una

secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID

NO: 59 esta representada por SEQ ID NO: 58 en el listado de secuencias. La
secuencia que comprende los nucleétidos 1 a 57 de la secuencia de nucleétidos
de SEQ ID NO: 58, la secuencia que comprende los nucleétidos 58 a 420 de la
misma, y la secuencia que comprende los nucleétidos 421 a 1410 de la misma
codifican una secuencia de sefal, la secuencia de region variable de cadena
pesada, y la secuencia de regién constante de cadena pesada, respectivamente.
La secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 58 y la secuencia de aminoacidos de

SEQ ID NO: 59 también se muestran en la figura 31.

b)-vi) Cadena pesada tipo h#32A1-T7H:

Una cadena pesada #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
nuimeros de aminoacido 23 (isoleucina), 24 (leucina), 26 (treonina), 32 (lisina), 43
(treonina), 89 (valina), 95 (acido aspartico), 96 (serina), 97 (acido glutamico), 98
(serina), 100 (valina), 104 (vaIina), 105 (serina), 114 (isoleucina), 118 (treonina),
134 (valina), 135 (metionina), y 140 (leucina) de la cadena pesada #32A1
representada por SEQ ID NO: 28 en el listado de secuencias con leucina, valina,
serina, glutamina, alanina, fenilalanina, asparagina, alanina, lisina, asparagina,
leucina, metionina, asparagina, valina, alanina, treonina, leucina y serina,
respectivamente, se denomind “cadena pesada tipo h#32A1-T7H".

La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada tipo h#32A1-T7H
esta representada por SEQ ID NO: 72 en el listado de secuencias. La secuencia
que comprende residuos de aminoacidos 1 a 121 de la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 72 y la secuencia que comprende residuos de aminoacidos 122 a
451 de la misma corresponden a la regién variable de cadena pesada y la region

constante de cadena pesada, respectivamente. La secuencia de aminoacidos de
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SEQ ID NO: 72 también se muestra en la figura 38.

b)-vii) Cadena pesada tipo h#32A1-T8H:

Una cadena pesada #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
numeros de aminoéacido 23 (isoleucina), 24 (leucina), 26 (treonina), 32 (lisina), 43
(treonina), 61 (acido glutamico), 95 (acido aspartico), 96 (serina), 97 (acido
glutamico), 98 (serina), 100 (valina), 104 (valina), 105 (serina), 114 (isoleucina),
118 (treonina), 134 (valina), 135 (metionina), y 140 (leucina) de la cadena pesada
#32A1 representada por SEQ ID NO: 28 en el listado de secuencias con leucina,
valina, serina, glutamina, alanina, glicina, asparagina, alanina, lisina, asparagina,
leucina, metionina, asparagina, valina, alanina, treonina, leucina y serina,
respectivamente, se denominé “cadena pesada tipo h#32A1-T8H".

La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada tipo h#32A1-T8H
esta representada por SEQ ID NO: 73 en el listado de secuencias. La secuencia
que comprende residuos de aminoacidos 1 a 121 de la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 73 y la secuencia que comprende residuos de aminoacidos 122 a
451 de la misma corresponden a la region variable de cadena pesada y la region
constante de cadena pesada, respectivamente. La secuencia de aminoacidos de

SEQ ID NO: 73 también se muestra en la figura 38.

b-viii) Cadena pesada de tipo h#32A1-T9H:

Una cadena pesada #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
nameros de aminoacido 23 (isoleucina), 24 (leucina), 26 (treonina), 32 (lisina), 43
(treonina), 61 (acido glutamico), 89 (valina), 95 (acido aspartico), 96 (serina), 97
(acido giutamico), 98 (serina), 100 (valina), 104 (valina), 114 (isoleucina), 118
(treonina), 134 (valina), 135 (metionina), y 140 (leucina) de la cadena pesada

#32A1 representada por SEQ ID NO: 28 en el listado de secuencias con leucina,
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valina, serina, glutamina, alanina, glicina, fenilalanina, asparagina, alanina, lisina,
asparagina, leucina, metionina, valina, alanina, treonina, leucina y serina
respectivamente, se denominé “cadena pesada de tipo h#32A1-TSH".

La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo h#32A1-
TOH esta representada por SEQ ID NO: 74 en el listado de secuencias. La
secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 121 de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 74 y la secuencia que comprende residuos de
aminoacidos 122 a 451 de la misma corresponden a la regién variable de cadena
pesada y la region constante de cadena pesada, respectivamente. La secuencia

de aminoacidos de SEQ ID NO: 74 también se muestra en la figura 38.

b)-ix) Cadena pesada de tipo h#32A1-T10H:

Una cadena pesada #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
nameros de aminoacido 23 (isoleucina), 24 (leucina), 26 (treonina), 32 (lisina), 43
(treonina), 95 (acido aspartico), 96 (serina), 97 (acido glutamico), 98 (serina), 100
(valina), 104 (valina), 105 (serina), 114 (isoleucina), 118 (treonina), 134 (valina),
135 (metionina), y 140 (leucina) de la cadena pesada #32A1 representada por
SEQ ID NO: 28 en el listado de secuencias con leucina, valina, serina, glutamina,
alanina, asparagina, alanina, lisina, asparagina, leucina, metionina, asparagina,
valina, alanina, treonina, leucina y serina, respectivamente, se denominé “cadena
pesada de tipo h#32A1-T10H".

La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo h#32A1-
T10H esta representada por SEQ ID NO: 75 en el listado de secuencias. La
secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 121 de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 75 y la secuencia que comprende residuos de
aminoacidos 122 a 451 de la misma corresponden a la regién variable de cadena

pesada y la regién constante de cadena pesada, respectivamente. La secuencia
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de aminoéacidos de SEQ ID NO: 75 también se muestra en la figura 39.

b)-x) Cadena pesada de tipo h#32A1-T11H:

Una cadené pesada #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
nimeros de aminoacido 23 (isoleucina), 24 (leucina), 26 (treonina), 32 (lisina), 43
(treonina), 89 (valina), 95 (acido aspartico), 96 (serina), 97 (acido glutamico), 98
(serina), 100 (valina), 104 (valina), 114 (isoleucina), 118 (treonina), 134 (valina),

135 (metionina), y 140 (leucina) de la cadena pesada #32A1 representada por

SEQ ID NO: 28 en el listado de secuencias con leucina, valina, serina, glutamina,

alanina, fenilalanina, asparagina, alanina, lisina, asparagina, leucina, metionina,
valina, alanina, treonina, leucina y serina, respectivamente, se denominé “cadena
pesada de tipo h#32A1-T11H".

La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo h#32A1-
T11H esta representada por SEQ ID NO: 76 en el listado de secuencias. La
secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 121 de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 76 y la secuencia que comprendé residuos de
aminoacidos 122 a 451 de la misma corresponden a la region variable de cadena
pesada y la region constante de cadena pesada, respectivamente. La secuencia

de aminoacidos de SEQ ID NO: 76 también se muestra en la figura 39.

b)-xi) Cadena pesada de tipo h#32A1-T12H:

Una cadena pesada #32A1 humanizada disefiada al reemplazar
residuos de aminoacidos 23 (isoleucina), 24 (leucina), 26 (treonina), 32 (lisina), 43
(treonina), 61 (acido glutamico), 95 (acido aspartico), 96 (sérina), 97 (acido
glutamico), 98 (serina), 100 (valina), 104 (valina), 114 (isoleucina), 118 (treonina),
134 (valina), 135 (metionina), y 140 (leucina) de la cadena pesada #32A1
representada por SEQ ID NO: 28 en el listado de secuencias con leucina, valina,

serina, glutamina, alanina, glicina, asparagina, alanina, lisina, asparagina, leucina,
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metionina, valina, alanina, treonina, leucina y serina, respectivamente, se
denominé “cadena pesada de tipo h#32A1-T12H".

La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo h#32A1-
T12H esta representada por SEQ ID NO: 77 en el listado de secuencias. La
secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 121 de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 77 y la secuencia que comprende residuos de
aminodacidos 122 a 451 de la misma corresponden a la regién variable de cadena
pesada y la regidon constante de cadena pesada, respectivamente. La secuencia

de aminoacidos de SEQ ID NO: 77 también se muestra en la figura 39.

¢) Humanizacién de cadena ligera #32A1

c)-i) Cadena ligera de tipo h#32A1-T1L:

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
nimeros de aminoacido 24 (leucina), 29 (alanina), entre 29 y 30 (es decir insercion
de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 36 (glutamina), 41 (serina), 66

(glutamina), 68 (arginina), 81 (isoleucina), 99 (asparagina), 100 (prolina), 101

(valina), 104 (acido aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina), 110 (fenilalanina),-

122 (alanina), 127 (leucina), 129 (leucina), 130 (arginina), y 132 (alanina) de la
cadena ligera #32A1 representada por SEQ ID NO: 30 en el listado de secuencias
con metionina, acido aspartico, serina, acido glutamico, asparagina', prolina, lisina,
valina, serina, serina, leucina, acido glutamico, valina, valina, tirosina, glicina,
valina, isoleucina, lisina, y treonina, respectivamente, se denominé “cadena ligera
de tipo h#32A1-T1L".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo h#32A1-
T1L esta representada por SEQ ID NO: 61 en el listado de secuencias. La
secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 20 de la secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO: 61, la secuencia que comprende residuos de
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aminoacidos 21 a 133 de la misma, y la secuencia que comprende residuos de
aminoacidos 134 a 238 de la misma corresponde a la secuencia de senfal, la
region variable de cadena ligera, y la region constante de cadena ligera,
respectivamente. Una secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 61 esta representada por SEQ ID NO: 60 en el
listado de secuencias. La secuencia que comprende los nucleétidos 1 a 60 de la
secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 60, la secuencia que comprende los
nucleétidos 61 a 399 de la misma, y la secuencia que comprende los nucleétidos
400 a 714 de la misma codifica la secuencia de sefial, la secuencia de regién
variable de cadena ligera, y la region constante de cadena ligera secuencia,
respectivamente. La secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 60 y la secuencia

de aminoacidos de SEQ ID NO: 61 también se muestran en la figura 32.

c)-ii) Cadena ligera de tipo h#32A1-T2L.:

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
numeros de aminoacido 24 (leucina), 29 (alanina), entre 29 y 30 (es decir insercién
de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 36 (glutamina), 66
(glutamina), 81 (isoleucina), 99 (asparagina), 100 (prolina), 101 (valina), 104 (acido
aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina), '127 (leucina), 129 (leucina), 130
(arginina), y 132 (alanina) de la cadena ligera #32A1 representada por SEQ ID
NO: 30 en el listado de secuencias con metionina, acido aspartico, serina, acido
glutamico, prolina, valina, serina, serina, leucina, cido glutamico, valina, valina,
valina, isoleucina, lisina, y treonina, respectivamente, se denominé “cadena ligera
de tipo h#32A1-T2L".

La secuencia de arhinoécidos de la cadena ligera de tipo h#32A1-
T2L esta representada por .SEQ ID NO: 63 en el listado de secuencias. La

secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 20 de la secuencia de
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aminoacidos de SEQ ID NO: 63, la secuencia que comprende residuos de
aminoacidos 21 a 133 de la misma, y la secuencia que comprende residuos de
aminoacidos 134 a 238 de la misma corresponde a la secuencia de sefial, la
region variable de cadena ligera, y la region constante de cadena ligera,
respectivamente. Una secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 63 esta representada por SEQ ID NO: 62 en el
listado de secuencias. La secuencia que comprende los nucleétidos 1 a 60 de la
secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 62, la secuencia que comprende los
nucleétidos 61 a 399 de la misma, y la secuencia que comprende los nucleétidos
400 a 714 de la misma codifica la secuencia de sefal, la secuencia de region
variable de cadena ligera, y la region constante de cadena ligera secuencia,
respectivamente. La secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 62 y la secuencia

de aminoacidos de SEQ ID NO: 63 también se muestran en la figura 33.

c)-iii) Cadena ligera tipo h#32A1-T3L:

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los.

numeros de aminoacido 29 (alanina), entre 29 y 30 (es decir inserciéon de un
residuo faltante del marco de trabajo de rata), 36 (glutamina), 99 (asparagina), 100
(prolina), 101 (valina), 104 (acido aspartico), 106 (isoleucina), 127 (leucina), 129
(leucina), 130 (arginina), y 132 (alanina) de la cadena ligera #32A1 representada
por SEQ ID NO: 30 en el listado de secuencias con acido aspartico, serina, acido
glutamico, serina, serina, leucina, acido glutamico, valina, valina, isoleucina, lisina,
y treonina, respectivamente, se denominé “cadena ligera de tipo h#32A1-T3L".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo h#32A1-
T3L esta representada por SEQ ID NO: 65 en el listado de secuencias. La
secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 20 de la secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO: 65, la secuencia que comprende residuos de
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aminoacidos 21 a 133 de la misma, y la secuencia que comprende residuos de
aminoacidos 134 a 238 de la misma corresponde a la secuencia de sefal, la
regiéon variable de cadena ligera, y la regiéon constante de c_:adena ligera,
respectivamente. Una secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 65 esta representada por SEQ ID NO: 64 en el
listado de secuencias. La secuencia que comprende los nucleétidos 1 a 60 de la
secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 64, la secuencia que comprende los
nucleétidos 61 a 399 de la misma, y la secuencia que comprende los nucleétidos
400 a 714 de la misma codifica la secuencia de sefial, la secuencia de region
variable de cadena ligera, y la regién constante de cadena ligera secuencia,
respectivamente. La secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 64 y la secuencia

de aminoacidos de SEQ ID NO: 65 también se muestran en la figura 34.

c)-iv) Cadena ligera de tipo h#32A1-T4L:

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplézar los
nimeros de aminoacido 36 (glutamina), 99 (asparagina), 100 (prolina), 101
(valina), 104 (acido aspartico), 106 (isoleucina), 129 (leucina), 130 (arginina), y
132 (alanina) de la cadena ligera #32A1 representada por SEQ ID NO: 30 en el
listado de secuencias con acido glutamico, serina, serina, leucina, acido glutamico,
valina, isoleucina, lisina, y treonina, respectivamente, se denominé “cadena ligera
de tipo h#32A1-T4L".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo h#32A1-
T4L estd representada por SEQ ID NO: 67 en el listado de secuencias. La
secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 20 de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 67, la secuencia que comprende residuos de
aminoacidos 21 a 132 de la misma, y la secuencia que comprende residuos de

aminoacidos 133 a 237 de la misma corresponde a la secuencia de sefal, la
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region variable de cadena ligera, y la region constante de cadena ligera,
respectivamente. Una secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 67 esta representada por SEQ ID NO: 66 en el
listado de secuencias. La secuencia que comprende los nucleétidos 1 a 60 de la
secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 66, la secuencia que comprende los
nucledtidos 61 a 396 de la misma, y la secuencia que comprende los nucledtidos
397 a 711 de la misma codifica la secuencia de sefal, la secuencia de region
variable de cadena ligera, y la region constante de cadena ligera secuencia,
respectivamente. La secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 66 y la secuencia

de aminoacidos de SEQ ID NO: 67 también se muestran en la figura 35.

c)-v) Cadena ligera de tipo h#32A1-T5L:

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
ndmeros de aminoacido 29 (alanina), entre 29 y 30 (es decir insercion de un
residuo faltante del marco de trabajo de rata), 36 (glutami.na), 41 (serina), 66
(glutamina), 68 (arginina), 99 (asparagina), 100 (prolina), 101 (valina), 104 (acido
aspartico), 106 (isoleucina), 110 (fenilalanina), 122 (alanina), 123 (glicina), 127
(leucina), 129 (leucina), 130 (arginina), y 132 (alanina) de la cadena ligera #32A1
representada por SEQ ID NO: 30 en el listado de secuencias con acido aspartico,
serina, acido glutdmico, asparagina, prolina, lisina, serina, serina, leucina, acido
glutamico, valina, tirosina, glicina, glutamina, valina, isoleucina, lisina, y treonina,
respectivamente, se denominé “cadena ligera de tipo h#32A1-T5L".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo h#32A1-
T5L esta representada por SEQ ID NO: 69 en el listado de secuencias. La
secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 20 de la secuencia de
aminoacidos de SEQ .ID NO: 69, la secuencia que comprende residuos de

aminoacidos 21 a 133 de la misma, y la secuencia que comprende residuos de
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aminoacidos 134 a 238 de la misma corresponde a la secuencia de sefal, la
region variable de cadena ligera, y la regién constante de cadena ligera,
respectivamente. Una secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de
aminoacidos de SEQ [ID NO: 69 esta representada por SEQ ID NO: 68 en el
listado de secuencias. La secuencia que comprende los nucleétidos 1 a 60 de la
secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 68, la secuencia que comprende los
nucledtidos 61 a 399 de la misma, y la secuencia que comprende los nucleétidos
400 a 714 de la misma codifica la secuencia de sefial, la secuencia de regién
variable de cadena ligera, y la regién constante de cadena ligera secuencia,
respectivamente. La secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 68 y la secuencia

de aminoacidos de SEQ ID NO: 69 también se muestran en la figura 36.

c)-vi) Cadena ligera de tipo h#32A1-T6L:

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
nimeros de aminoacido 29 (alanina), entre 29 y 30 (es decir insercion de un
residuo faltante del marco de trabajo de rata), 36 (glutamina), 66 (glutamina), 99
(asparagina), 100 (prolina), 101 (valina), 104 (acido aspartico), 106 (isoleucina),
127 (leucina), 129 (leucina), 130 (arginina), y 132 (alanina) de la cadena ligera
#32A1 representada por SEQ ID NO: 30 en el listado de secuencias con acido
aspartico, serina, acido glutamico, prolina, serina, serina, leucina, acido glutamico,
valina, valina, isoleucina, lisina, y treonina, respectivamente, se denominé “cadena
ligera de tipo h#32A1-T6L".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo h#32A1-
T6L esta representada por SEQ ID NO: 71 en el listado de secuencias. La
secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 20 de la secuencia de
aminoacidos de SEQ [ID NO: 71, la secuencia que comprende residuos de

aminoacidos 21 a 133 de la misma, y la secuencia que comprende residuos de
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aminoacidos 134 a 238 de la misma corresponde a la secuencia de sefal, la
region variable de cadena ligera, y la region constante de cadena ligera,
respectivamente. Una secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 71 esta representada por SEQ ID NO: 70 en el
listado de secuencias. La secuencia que comprende los nucleétidos 1 a 60 de la
secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 70, la secuencia que comprende los
nucleétidos 61 a 399 de la misma, y la secuencia que comprende los nucleétidos
400 a 714 de la misma codifica la secuencia de sefial, la secuencia de region
variable de cadena ligera, y la region constante de cadena ligera secuencia,
respectivamente. La secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 70 y la secuencia

de aminoacidos de SEQ ID NO: 71 también se muestran en la figura 37.

¢)-vii) Cadena ligera de tipo h#32A1-T7L:

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
numeros de aminoacido 24 (leucina), 29 (alanina), entre 29 y 30 (es decir insercion
de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 36 (glutamina), 66
(glutamina), 68 (arginina), 81 (isoleucina), 99 (asparagina), 100 (prolina), 101
(valina), 104 (acido aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina), 110 (fenilalanina),
122 (alanina), 127 (leucina), 129 (leucina), 130 (arginina), y 132 (alanina) de la
cadena ligera #32A1 representada por SEQ ID NO: 30 en el listado de secuencias
con metionina, acido aspartico, serina, acido glutamico, prolina, lisina, valina,
serina, serina, leucina, acido glutamico, valina, valina, tirosina, glicina, valina,
isoleucina, lisina, y treonina, respectivamente, se denomind “cadena ligera de tipo
h#32A1-T7L".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo h#32A1-
T7L esta representada por SEQ ID NO: 78 en el listado de secuencias. La

secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 113 de la secuencia de
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aminoacidos de SEQ ID NO: 78 y la secuencia que comprende residuos de
aminoacidos 114 a 218 de la misma corresponden a la regién variable de cadena
ligera y la regién constante de cadena ligera, respectivamente. La secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 78 también se muestra en la figura 40.

¢)-viii) Cadena ligera de tipo h#32A1-T8L.:

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
numeros de aminoacido 24 (leucina), 29 (alanina), entre 29 y 30 (es decir insercion
de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 36 (glutamina), 41 (serina), 66
(glutamina), 81 (isoleucina), 99 (asparagina), 100 (prolina), 101 (valina), 104 (acido
aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina), 110 (fenilalanina), 122 (alanina), 127
(leucina), 129 (leucina), 130 (arginina), y 132 (alanina) de la cadena ligera #32A1
representada por SEQ ID NO: 30 en el listado de secuencias con metionina, acido
aspartico, serina, acido glutamico, asparagina, prolina, valina, serina, serina,
leucina, acido glutamico, valina, valina, tirosina, glicina,'valina, isoleucina, lisina, y
treonina, respectivamente, se denominé “cadena ligera de tipo h#32A1-T8L".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo h#32A1-
T8L esta representada por SEQ ID NO: 79 en el listado de secuencias. La
secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 113 de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 79 y la secuencia que comprende residuos de
aminoacidos 114 a 218 de la misma corresponden a la region variable de cadena
ligera y la regiéon constante de cadena ligera, respectivamente. La secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO: 79 también se muestra en la figura 40.

c)-ix) Cadena ligera de tipo h#32A1-T9L:

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
numeros de aminoacido 24 (leucina), 29 (alanina), entre 29y 30 (es decir insercién

de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 36 (glutamina), 41 (serina), 66
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(glutamina), 68 (arginina), 81 (isoleucina), 99 (asparagina), 100 (prolina), 101
(valina), 104 (acido aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina), 122 (alanina), 127
(leucina), 129 (leucina), 130 (arginina), y 132 (alanina) de la cadena ligera #32A1
representada por SEQ ID NO: 30 en el listado de secuencias con metionina, acido
aspartico, serina, acido glutamico, asparagina, prolina, lisina, valina, serina, serina,
leucina, écido glutamico, valina, valina, glicina, valina, isoleucina, Iiéina, y treonina,
respectivamente, se denominé “cadena ligera de tipo h#32A1-T9L".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo h#32A1-
TOL esta representada por SEQ ID NO: 80 en el listado de secuencias. La
secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 113 de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 80 y la secuencia que comprende residuos de
aminoacidos 114 a 218 de la misma corresponden a la region variable de cadena
ligera y la region constante de cadena ligera, respectivamente. La secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO: 80 también se muestra en la figura 40.

c)-x) Cadena ligera de tipo h#32A1-T10L:

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
nimeros de aminoacido 24 (leucina), 29 (alanina), entre 29 y 30 (es decir insercién
de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 36 (glutamina), 41 (serina), 66
(glutamina), 68 (arginina), 81 (isoleucina), 99 (asparagina), 100 (prolina), 101
(valina), 104 (acido aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina), 110 (fenilalanina),
127 (leucina), 129 (leucina), 130 (arginina), y 132 (alanina) de la cadena ligera
#32A1 representada por SEQ ID NO: 30 en el listado de secuencias con
metionina, acido aspartico, serina, acido lg|utémico, asparagina, prolina, lisina,
valina, serina, serina, leucina, acido glutamico, valina, valina, tirosina, valina,
isoleucina, lisina, y treonina, respectivamente, se denominé “cadena ligera de tipo

h#32A1-T10L".
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La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo h#32A1-
T10L esta representada por SEQ ID NO: 81 eh el listado de secuencias. La
secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 113 de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 81 y la secuencia que comprende residuos de
aminoacidos 114 a 218 de la misma corresponden a la regién variable de cadena
_ligera y la regién constante de cadena ligera, respectivamente. La secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO: 81 también se muestra en la figura 40.

¢)-xi) Cadena ligera de tipo h#32A1-T11L:

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
numeros de aminoacido 24 (leucina), 29 (alanina), entre 29 y 30 (es decir insercion
de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 36 (glutamina), 66
(glutamina), 81 (isoleucina), 99 (asparagina), 100 (prolina), 101 (valina), 104 (acido
aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina), 110 (fenilalanina), 122 (alanina), 127
(leucina), 129 (leucina), 130 (arginina), y 132 (alanina) de la cadeha ligera #32A1
representada por SEQ ID NO: 30 en el listado de secuencias con metionina, acido
aspartico, serina, acido glutamico, prolina, valina, serina, serina, leucina, &cido
glutamico, valina, valina, tirosina, glicina, valina, isoleucina, lisina, y treonina,
- respectivamente, se denominé “cadena ligera de tipo h#32A1-T11L".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo h#32A1-
T11L esta representada por SEQ ID NO: 82 en el listado de secuencias. La
secuencia que comprende résiduos de aminoacidos 1 a 113 de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 82 y la secuencia que comprende residuos de
aminoacidos 114 a 218 de la misma corresponden a la regién variable de cadena
ligera y la region constante de cadena ligera, respectivamente. La secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO: 82 también se muestra en la figura 40.
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¢)-xii) Cadena ligera de tipo h#32A1-T12L:

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
numeros de aminoacido 24 (leucina), 297 (alanina), entre 29 y 30 (es decir insercion
de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 36 (glutamina), 66
(glutamina), 68 (arginina), 81 (isoleucina), 99 (asparagina), 100 (prolina), 101
(valina), 104 (acido aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina), 122 (alanina), 127
(leucina), 129 (leucina), 130 (arginina), y 132 (alanina) de la cadena ligera #32A1
representada por SEQ ID NO: 30 en el listado de secuencias con metionina, acido
aspartico, serina, acido glutamico, prolina, lisina, valina, serina, serina, leucina,
acido glutamico, valina, valina, glicina, valina, isoleucina, lisina, y treonina,
respectivamente, se denominé “cadena ligera de tipo h#32A1-T12L".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo h#32A1-
T12L esta representada por SEQ ID NO: 83 en el listado de secuencias. La
secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 113 de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 83 y la secuencia que comprende residuos de
aminoacidos 114 a 218 de la misma corresponden a la regioén variable de cadena
ligera y la regién constante de cadena ligera, respectivamente. La secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO: 83 también se muestra en la figura 41.

¢)-xiii) Cadena ligera de tipo h#32A1-T13L:

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar Ios
nimeros de aminoacido 24 (leucina), 29 (alanina), entre 29 y 30 (es decir insercién
de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 36 (glutamina), 66
(glutamina), 68 (arginina), 81 (isoleucina), 99 (asparagina), 100 (prolina), 101
(valina), 104 (acido aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina), 110 (fenilalanina),
127 (leucina), 129 (leucina), 130 (arginina), y 132 (alanina) de la cadena ligera

#32A1 representada por SEQ ID NO: 30 en el listado de secuencias con
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metionina, acido aspartico, serina, acido glutamico, prolina, lisina, valina, serina,
serina, leucina, acido glutamico, valina, valina, tirosina, valina, isoleucina, lisina, y
treonina, respectivamente, se denominé “cadena ligera de tipo h#32A1-T13L".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo h#32A1-
T13L esta representada por SEQ ID NO: 84 en el listado de secuencias. La
secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 113 de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 84 y la secuencia que comprende residuos de
aminoacidos 114 a 218 de la misma corresponden a la regién variable de cadena
ligera y la region constante de cadena ligera, respectivamente. La secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO: 84 también se muestra en la figura 41.

c)-xiv) Cadena ligera de tipo h#32A1-T14L:

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
numeros de aminoécido 24 (leucina), 29 (alanina), entre 29 y 30 (es decir insercidén
de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 36 (glutamina), 41 (serina), 66
(glutamina), 81 (isoleucina), 99 (asparagina), 100 (pfolina), 101 (valina), 104 (acido
aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina), 122 (alanina), 127 (leucina), 129
(leucina), 130 (arginina), y 132 (alanina) de la cadena ligera #32A1 representada
por SEQ ID NO: 30 en el listado de secuencias con metionina, acido aspartico,
serina, acido glutamico, asparagina, prolina, valina, serina, serina, leucina, acido
glutamico, valina, valina, glicina, valina, isoleucina, lisina, y treonina,
respectivamente, se denominé “cadena ligera de tipo h#32A1-T14L".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo h#32A1-
T14L esta representada por SEQ ID NO: 85 en el Iistado de secuencias. La
secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 113 de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 85 y la secuencia que comprende residuos de

aminoacidos 114 a 218 de la misma corresponden a la region variable de cadena
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ligera y la regién constante de cadena ligera, respectivamente. La secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO: 85 también se muestra en la figura 41.

c)-xv) Cadena ligera de tipo h#32A1-T15L.:

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
ntmeros de aminoacido 24 (leucina), 29 (alanina), entre 29 y 30 (es decir insercién
de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 36 (glutamina), 41 (serina), 66
(glutamina), 81 (isoleucina), 99 (asparagina), 100 (prolina), 101 (valina), 104 (acido
aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina), 110 (fenilalanina), 127 (leucina), 129
(leucina), 130 (arginina), y 132 (alanina) de la cadena ligera #32A1 representada
por SEQ ID NO: 30 en el listado de secuencias con metionina, acido aspartico,
serina, acido glutamico, asparagina, prolina, valina, serina, serina, leucina, acido
glutamico, valina, valina, tirosina, \)alina, isoleucina, lisina, y treonina,
respectivamente, se denominé “cadena ligera de tipo h#32A1-T15L".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo h#32A1-
T15L esta representada por SEQ ID NO: 86 en el listado de secuencias. La
secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 113 de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 86 y la secuencia que comprende residuos de
aminoacidos 114 a 218 de la misma corresponden a la regioén variable de cadena
ligera y la region constante de cadena ligera, respectivamente. La secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO: 86 también se muestra en la figura 41.

c)-xvi) Cadena ligera de tipo h#32A1-T16L:

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
nimeros de aminoacido 24 (leucina), 29 (alanina), entre 29 y 30 (es decir insercion
de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 36 (glutamina), 41 (serina), 66

(glutamina), 68 (arginina), 81 (isoleucina), 99 (asparagina), 100 (prolina), 101
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(valina), 104 (acido aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina), 127 (leucina), 129
(leucina), 130 (arginina), y 132 (alanina) de la cadena ligera #32A1 representada
por SEQ ID NO: 30 en el listado de secuencias con metionina, acido aspartico,
serina, acido glutamico, asparagina, prolina, lisina, valina, serina, serina, leucina,
acido glutamico, valina, valina, valina, isoleucina, lisina, y treonina,
respectivamente, se denominé “cadena ligera de tipo h#32A1-T16L".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo h#32A1-
T16L esta representada por SEQ ID NO: 87 en el listado de secuencias. La
secuencia que comprende residuos dé aminoacidos 1 a 113 de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 87 y la secuencia que comprende residuos de
aminoacidos 114 a 218 de la misma corresponden a la regién variable de cadena
ligera y la regién constante de cadena ligera, respectivamente. La secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO: 87 también se muestra en la figura 41.

c)-xvii) Cadena ligera de tipo h#32A1-T17L:

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
numeros de aminoacido 24 (leucina), 29 (alanina), entre 29 y 30 (es decir insercién
de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 36 (glutamina), 66
(glutamina), 81 (isoleucina), 99 (asparagina), 100 (prolina), 101 (valina), 104 (acido
aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina), 122 (alanina), 127 (leucina), 129
(leucina), 130 (arginina), y 132 (alanina) de la cadena ligera #32A1 representada
por SEQ ID NO: 30 en el listado de secuencias con vmetionina, acido aspartico,
serina, acido glutamico, prolina, valina, serina, serina, leucina, acido glutamico,
valina, valina, glicina, valina, isoleucina, lisina, y treonina, respectivamente, se
denominé “cadena ligera de tipo h#32A1-T17L".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo h#32A1-

T17L esta representada por SEQ ID NO: 88 en el listado de secuencias. La
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secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 113 dq la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 88 y la secuencia que comprende residuos de
aminoacidos 114 a 218 de la misma corresponden a la regién variable de cadena
ligera y la region constante de cadena ligera, respectivamente. La secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO: 88 también se muestra en la figura 42.

c)-xviii) Cadena ligera de tipo h#32A1-T18L:

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
nimeros de aminoacido 24 (leucina), 29 (alanina), entre 29 y 30 (es decir insercion
de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 36 (glutamina), 66
(glutamina), 81 (isoleucina), 99 (asparagina), 100 (prolina), 101 (valina), 104 (acido
aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina), 110 (fenilalanina), 127 (leucina), 129
(leucina), 130 (arginina), y 132 (alanina) de la cadena ligera #32A1 representada
por SEQ ID NO: 30 en el listado de secuencias con metionina, acido aspértico',
serina, acido glutamico, prolina, valina, serina, serina, leucina, acido glutamico,
valina, valina, tirosina, valina, isoleucina, lisina, y treonina, respectivamente, se
denominé “cadena ligera de tipo h#32A1-T18L".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo h#32A1-
T18L esta representada por SEQ ID NO: 89 en el listado de secuencias. La
secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 113 de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 89 y la secuencia que comprende residuos de
aminoacidos 114 a 218 de la misma corresponden a la regioén variable de cadena
ligera y la region constante de cadena ligera, respectivamente. La secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 89 también se muestra en la figura 42.

¢)-xix) Cadena ligera de tipo h#32A1-T19L:

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los

numeros de aminoacido 24 (leucina), 29 (alanina), entre 29 y 30 (es decir insercidén
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de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 36 (glutamina), 66
(glutamina), 68 (arginina), 81 (isoleucina), 99 (asparagina), 100 (prolina), 101
(valina), 104 (acido aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina), 127 (leucina), 129
(leucina), 130 (arginina), y 132 (alanina) de la cadena ligera #32A1 representada
por SEQ ID NO: 30 en el listado de secuencias con metionina, acido aspartico,
serina, acido glutamico, prolina, lisina, valina, serina, serina, leucina, &cido
glutamico, valina, valina, valina, isoleucina, lisina, y treonina, respectivamente, se
denomind “cadena ligera de tipo h#32A1-T19L".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera vde tipo h#32A1-
T19L esta representada por SEQ ID NO: 90 en el listado de secuencias. La
secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 113 de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 90 y la secuencia que comprende residuos de
aminoacidos 114 a 218 de la misma corresponden a la regién variable de cadena
ligera y la regién constante de cadena ligera, respectivamente. La secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO: 90 también se muestra en la figura 42.

c)-xx) Cadena ligera de tipo h#32A1-T20L:

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
numeros de aminoacido 24 (leucina), 29 (alanina), entre 29 y 30 (es decir insercion
de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 36 (glutamina), 41 (serina), 66
(glutamina), 81 (isoleucina), 99 (asparagina), 100 (prolina), 101 (valina), 104 (acido
aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina), 127 (leucina), 129 (leucina), 130
(arginina), y 132 (alanina) de la cadena ligera #32A1 representada por SEQ ID
NO: 30 en el listado de secuencias con metionina, acido aspartico, serina, acido
glutamico, asparagina, prolina, valina, serina, serina, leucina, acido glutamico,
valina, valina, valina, isoleucina, lisina, y treonina, respectivamente, se denominé

“cadena ligera de tipo h#32A1-T20L".

N\
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La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera devtipo h#32A1-
T20L esta representada por SEQ ID NO: 91 en el listado de secuencias. La
secuencia que comprende residuos‘de aminoacidos 1 a 113 de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 91 y la secuencia que comprende residuos de
aminoacidos 114 a 218 de la misma correspondc_en a la region variable de cadena
ligera y la region constante de cadené ligera, respectivamente. La secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO: 91 también se muestra en la figura 42.

c)-xxi) Cadena ligera de tipo h#32A1-T21L:

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
ndmeros de aminoacido 21 (acido aspartico), 24 (leucina), entre 29 y 30 (es decir
insercion de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 31 (alanina), 32
(valina), 34 (leucina), 36 (glutamina), 40 (isoleucina), 66 (glutamina), 99
(asparagina), 100 (prolina), 101 (valina), 102 (glutamina), 103 (alanina), 104 (acido
aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina), 110 (fenilalanina), 122 (alanina), 123
(glicina), 127 (leucina), 129 (leucina), 130 (arginina), y 132 (alanina) de la cadena
ligera #32A1 representada por SEQ ID NO: 30 en el listado de secuencias con
acido glutamico, metionina, treonina, serina, leucina, prolina, acido glutamico,
leucina, alanina, serina, serina, leucina, acido glutamico, prolina, acido glutamico,
fenilalanina, leucina, tirosina, glicina, glutamina, valina, isoleucina, lisina, vy
treonina, respectivamente, se denominé “cadena ligera de tipo h#32A1-T21L".

VLa secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo h#32A1-
T21L esta representada por SEQ ID NO: 92 en el listado de secuencias. La
secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 113 de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 92 y la secuencia que comprende residuos de
aminoacidos 114 a 218 de la misma corresponden a la regién variable de cadena

ligera y la region constante de cadena ligera, respectivamente. La secuencia de

N
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aminoacidos de SEQ ID NO: 92 también se muestra en la figura 42.

c)-xxii) Cadena ligera de tipo h#32A1-T22L.

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
numeros de aminoacido 21 (acido aspartico), 24 (leucina), entre 29 y 30 (es decir,
insercién de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 31 (alanina), 32
(valina), 34 (leucina), 36 (glutamina), 40 (isoleucina), 66 (glutamina), 99
(asparagina), 100 (prolina), 101 (valina), 102 (glutamina), 103 (alanina), 104 (acido
aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina), 123 (glicina), 127 (leucina), 129
(leucina), 130 (arginina), y 132 (alanina) de la cadena ligera #32A1 representada
por SEQ ID NO: 30 en el listado de secuencias con acido glutamico, metionina,
treonina, serina, leucina, prolina, acido glutamico, leucina, alanina, serina, serina,
leucina, acido glutamico, prolina, acido glutamico, fenilalanina, leucina, glutamina,
valina, isoleucina, lisina, y treonina, respectivamente, se denominé “cadena ligera
de tipo h#32A1-T22L".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo h#32A1-
T22L esta representada por SEQ ID NO: 93 en el listado de secuencias. La
secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 113 de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 93 y la secuencia que comprende residuos de
aminoacidos 114 a 218 de la misma corresponden a la region variable de cadena
ligera y la region constante de cadena ligera, respectivamente. La secuencia de

‘aminoéacidos de SEQ ID NO: 93 también se muestra en la figura 43.

c)-xxiii) Cadena ligera de tipo h#32A1-T23L:

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
nameros de aminoacido 24 (leucina), entre 29 y 30 (es decir insercion de un

residuo faltante del marco de trabajo de rata), 31 (alanina), 32 (valina), 34



163

(leucina), 36 (glutamina), 40 (isoleucina), 66 (glutamina), 99 (asparagina), 100
(prolina), 101 (valina), 102 (glutamina), 103 (alanina), 104 (acido aspartico), 106
(isoleucina), 108 (treonina), 127 (leucina), 129 (leucina), 130 (arginina), y 132
(alanina) de la cadena ligera #32A1 representada por SEQ ID NO: 30 en el listado
de secuencias con metionina, treonina, serina, leucina, prolina, acido glutamico,
leucina, alanina, serina, serina, leucina, acido glutamico, prolina, acido glutamico,
fenilalanina, leucina, valina, isoleucina, lisina, y treonina, respectivamente, se
denominé “cadena ligera de tipo h#32A1-T23L".

La secuencia de aminoécid.os de la cadena ligera de tipo h#32A1-
T23L esta representada por SEQ ID NO: 94 en el listado de secuencias. La
secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 113 de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 94 y la secuencia que comprende residuos de
aminoacidos 114 a 218 de la misma corresponden a la region variable de cadena
ligera y la region constante de cadena ligera, respectivamente. La secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO: 94 también se muestra en la figura 43.

c)-xxiv) Cadena ligera de tipo h#32A1-T24L.:

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
nimeros de aminoacido 21 (acido aspartico), entre 29 y 30 (es decir inserciéon de
un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 31 (alanina), 32 (valina), 34
(leucina), 36 (glutamina), 40 (isoleucina), 66 (glutamina), 99 (asparagina), 100
(prolina), 101 (valina), 102 (glutamina), 103 (alanina), 104 (acido aspartico), 106
(isoleucina), 108 (treonina), 110 (fenilalanina), 122 (alanina), 123 (glicina), 127
(leucina), 129 (leucina), 130 (arginina), y 132 (alanina) de la cadena ligera #32A1
representada por SEQ ID NO: 30 en el listado de secuencias con acido glutamico,
treonina, serina, leucina, prolina, acido glutamico, leucina, alanina, serina, serina,

leucina, acido glutamico, prolina, acido glutamico, fenilalanina, leucina, tirosina,

\So“’
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glicina, glutamina, valina, isoleucina, lisina, y treonina, respectivamente, se
denominé “cadena ligera de tipo h#32A1-T24L".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo h#32A1-
T24L esta representada por SEQ ID NO: 95 en el listado de secuencias. La
secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 113 de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 95 y la secuencia que comprende residuos de
aminoacidos 114 a 218 de la misma corresponden a la regién variable de cadena
ligera y la regién constante de cadena ligera, respectivamente. La secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 95 también se muestra en la figura 43.

!

c)-xxv) Cadena ligera de tipo h#32A1-T25L:

Una cadena ligera #32A1 humanizada diéeﬁada al reemplazar los
nimeros de aminoacido entre 29 y 30 (es decir insercion de un residuo faltante del
marco de trabajo de rata), 31 (alanina), 32 (valina), 34 (leucina), 36 (glutamina), 40
(isoleucina), 99 (asparagina), 100 (prolina), 101 (valina), 102 (glutamina), 103
(alanina), 104 (acido aspartico), 106 (isoleucina), 110 (fenilalanina), 127 (leucina),
129 (leucina), 130 (arginina), y 132 (alanina) de la cadena ligera #32A1
representada por SEQ ID NO: 30 en el listado de secuencias con treonina, serina,
leucina, prolina, acido glutamico, leucina, serina, serina, leucina, acido glutamico,
prolina, acido glutamico, fenilalanina, tirosina, valina, isoleucina, lisina, y treonina,
respectivamente, se denominé “cadena ligera de tipo h#32A1-T25L".

La secuencia de aminoacidos de. la cadena ligera de tipo h#32A1-
T25L esta representada por SEQ ID NO: 96 en el listado de secuencias. La
secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 113 de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 96 y la secuencia que comprende residuos de
aminoacidos 114 a 218 de la misma corresponden a la regién variable de cadena

ligera y la region constante de cadena ligera, respectivamente. La secuencia de
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aminoacidos de SEQ ID NO: 96 también se muestra en la figura 43.

EJEMPLO 23

Produccién de gen de anticuerpo humanizado de anticuerpo monoclonal

anti-raton Siglec-15 de rata #32A1

a) Construccion de vectores de expresion de cadena ligera de tipo

h#32A1-T1L, h#32A1-T2L, h#32A1-T3L, h#32A1-T4L, h#32A1-T5L y h#32A1-T6L

Cada ADN que contiene un gen que codifica una regién variable de
cadena ligera de tipo h#32A1-T1L, h#32A1-T2L, h#32A1-T3L, h#32A1-T4L,
h#32A1-T5L o h#32A1-T6L fusionada a una sefial secretora representada por: los
aminoacidos nimeros 1 a 133 de SEQ ID NO: 61 en el listado de secuencias; los
aminodacidos nimeros 1 a 133 de SEQ ID NO: 63; los aminoacidos numeros 1 a
133 de SEQ ID NO: 65; los aminoacidos nimeros 1 a 132 de SEQ ID NO: 67; los
aminoacidos nimeros 1 a 133 de SEQ ID NO: 69; o los aminoacidos numeros 1 a

133 de SEQ ID NO: 71 se sintetizaron (Medical & Biological Laboratories Co., Ltd.,

Artificial Gene Synthesis Service). Después, cada uno de los fragmentos de ADN

obtenidos por digestién de los ADNs sintetizados con las enzimas de restriccién
Nhel y BsiWI se insertdé en un vector de expresién de cadena ligera de anticuerpo
humanizado universal (pEFBKCL) en el sitio digerido con las enzimas de
restriccion Nhel y BsiWI, por lo que se construyeron vectores de expresion de
cadena ligera de tipo h#32A1-T1L, h#32A1-T2L, h#32A1-T3L, h#32A1-T4L,
h#32A1-T5L y h#32A1-T6L. Los vectores de expresion asi obtenidos se
nombraron “pEF6KCL/h#32A1-T1L", “pEF6KCL/h#32A1-T2L", “pEF6KCL/h#32A1-
T3L", “pEF6KCL/n#32A1-T4L", “pEF6KCL/n#32A1-T5L", y “pEF6KCL/h#32A1-

T6L”, respectivamente.
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b) Construccion de vectores de expresidon de cadena pesada

h#32A1-T1H, h#32A1 -T2H, h#32A1-T3H, h#32A1-T5H y h#32A1-T6H

Cada ADN que contiene un gen que codifica una h#32A1-T1H,
h#32A1-T2H, h#32A1-T3H, h#32A1-T5H, o region variable de cadena pesada de
tipo h#32A1-T6H fusionada a una sefial secretora representada por los
aminoacidos nimeros 1 a 140 de SEQ ID NO: 51, 53, 55, 57 0 59 en el listado de
secuencias se sintetizaron (Medical & Biological Laboratories Co., Ltd., Artificial
Gene Synthesis Service). Después, cada uno de los fragmentos de ADN obtenidos
por digestion de los ADNs sintetizados con la enzima de restriccion Blpl se inserto
en un vector de expresion de cadena pesada de anticuerpo humanizado universal
(PEF1/FCCU-1) en el sitio digerido con la enzima de restriccion Blpl, por lo que se
construyeron vectores de expresion de cadena pesada h#32A1-T1H, h#32A1-T2H,
h#32A1-T3H, h#32A1-TS5H y h#32A1-T6H. Los vectores de expresion asi
obtenidos se nombraron “pEF1/FCCU/h#32A1-T1H", “pEF1/FCCU/h#32A1-T2H",
“pEF1/FCCU/h#32A1-T3H”, “pEF1/FCCU/n#32A1-T5H", y “pEF1/FCCU/h#32A1-

T6H”, respectivamente.

EJEMPLO 24

Preparacion de anticuerpo humanizado de anticuerpo monoclonal anti-ratén

Siglec-15 de rata #32A1

a) Produccion de anticuerpo humanizado

1.5 x 108 células de células 293 FreeStyle en fase de crecimiento
logaritmica se sembré en 100 ml de medio de expresion FreeStyle 293 fresco
(Invitrogen, Inc.) y se sometié a cultivo en agitacién (125 rpm) a 37°C en una
incubadora con 8% de CO2. 1 mg de polietilenimina (fabricado por Polyscience,

Inc. #24765) se disolvié en 4 ml de medio Opti-Pro SFM (fabricado por Invitrogen,
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Inc.), y la solucién resultante se dejé a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Un plasmido de expresion de cadena pesada (0.05 mg) y un plasmido de
expresién de cadena ligera (0.15 mg) preparados usando Purelink HiPure
Plasmid Kit (Invitrogen, Inc.) fue suspendido en 4 ml de medio Opti-Pro SFM
(Invitrogen, Inc.). Después, 4 ml de los plasmidos de expresion resultantes/liquido
mixto de Opti-Pro SFM se afiadié a 4 ml de la polietilenimina/liquido mixto de Opti-
Pro SFM que se habia dejado a temperatura ambiente durante 5 minutos, y la
mezcla resultante se dejé a temperatura ambiente durante 5 minutos adicionales.
Subsecuentemente, 8 ml de la polietilenimina/los plasmidos de expresion/liquido
mixto de Opti-Pro SFM se afnadié a la suspension de células 293 FreeStyle, y el
cultivo en agitacion se continué. Después de que las células se cultivaron durante

7 dias a 37°C en 8% de CO,, el sobrenadante de cultivo se recolecto.

b) Purificacién de anticuerpo humanizado

El sobrenadante de cultivo obtenido en a) anterior se purificé por
cromatografia de afinidad de proteina A. 100 ml del sobrenadante de cultivo se
puso en un matraz con tapon de 500 mi, y 1 ml de una suspensién (50% de
suspensién) de MabSelect SuRe (fabricado por GE Healthcare Bio-science Co.,
Ltd.) equilibrado con PBS se afadi6 al mismo. La mezcla resultante se agitd
durante la noche a 100 rpm en una incubadora a 10°C. Después, el sobrenadante
de cultivo 293F/suspension de MabSelect SuRe se aplicé a Zeba Spin Column
vacia de 5 mL (PIERCE, Inc.). Después de que ée vacié toda la resina en la
columna, la columna se lavé con 10 ml de NaCl 1 M. Subsecuentemente, 1 ml de
solucién de arginina 1 M (pH 4.0) se aplicé a la columna, y una fraccién que
contenia el anticuerpo fue recolectada. La fraccién se afiadié a un dispositivo de
filtro de centrifuga (Amicon Ultra-4, peso molecular fraccionado: 50 K, Millipore

Co., Lid)), y reemplazo de liquido con un regulador de pH de citrato y
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condensacion se realizaron. El volumen final se hizo hasta 200 pl, que se usé
como una muestra purificada.

Un anticuerpo humanizado de #32A1 obtenido por una combinacion
de pEFBKCL/h#32A1-T1L y pEF1/FCCU/h#32A1-T1H se denomind “h#32A1-T17,
un anticuerpo humanizado de #32A1 obtenido por una combinacion de
pEFBKCL/h#32A1-T2L y pEF1/FCCU/#32A1-T2H se denomind “h#32A1-T2", un
antiquerpo humanizado de #32A1 obtenido por una combinacién de
pEF6KCL/h#32A1-T3L y pEF1/FCCU/h#32A1-T3H se denomind “h#32A1-T3"; un
anticuerpo humanizado de #32A1 obtenido por wuna combinacién de
pPEF6KCL/h#32A1-T4L y pEF1/FCCU/h#32A1-T3H se denomind “h#32A1-T4"; un
anticuerpo humanizado de #32A1 obtenido por una combinacién de
pEF6KCL/h#32A1-T5L y pEF1/FCCU/h#32A1-T5H se denominé “h#32A1-T5%; y
un anticuerpo humanizado de #32A1 obtenido por una c;)mbinaci()n de

pEF6KCL/h#32A1-T6L y pEF1/FCCU/h#32A1-T6H se denomind “h#32A1-T6".

EJEMPLO 25

Evaluacidén de propiedad de unién de anticuerpo humanizado de anticuerpo

monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata #32A1 a proteina Siglec-15 de ratén

La propiedad de unién de los anticuerpos humanizados de anti-ratéon
Siglec-15 #32A1 T1 a T6 de rata a Siglec-15-Fc de ratén y Siglec-15-Fc humana
fue evaluado por el siguiente método. La Siglec-15-Fc de ratdén purificada en el

ejemplo 4 o la Siglec-15-Fc humana purificada en el ejemplo 12 se diluy6 a 1

pg/ml con PBS, y la solucién diluida se suministr6 a 100 pl/pozo sobre una

inmunoplaca (fabricada por Nunc, Inc., #437111), y la placa se dejé reposar
durante la noche a 4°C, por lo que cada proteina fue adsorbida a la placa. El dia

siguiente, cada pozo se lavé 5 veces con una solucion de PBS-T (PBS, 0.05%
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(v/v) Tween 20), y una solucién obtenida al diluir Iecﬁe descremada (fabricada por
Morinaga Milk Industry Co., Ltd.) a 5% con PBS se suministré a 350 pl/pozo, y la
placa se dejo reposar a temperatura ambiente durante 2 horas. El liquido en cada
pozo fue removido, y cada pozo se lavé 5 veces con la solucién de PBS-T. Por lo
tanto, cada uno de los anticuerpo humanizados purificados de la anti-ratén Siglec-
15 #32A1 T1 a T6 de rata preparados en el ejemplo 24 o el anticuerpo quimeérico
humano preparado en el ejemplo 19 se diluyé a una concentracion final de 1 a
0.004 ug/ml (series de dilucion de 4 veces) con una solucién de PBS que contiene
0.5% leche descremada, la solucién diluida se suministré a 100 pl/pozo, y la placa
se dejo reposar a temperatura ambiente durante 2 horas. En este tiempo, la
concentracion de cada anticuerpo se determind al realizar mediciéon a 280 nm
usando un espectrofotometro DU-7400 (fabricado por Beckman Coulter, Inc.) y
realizando calculos basados en un coeficiente de extincion molecular molar de
cada anticuerpo. Después de que cada pozo habia sido lavado 5 veces con la
solucion de PBS-T, IgG anti-humano de cabra AffiniPure conjugado como
fosfatasa alcalina (fabricada por Jackson ImmunoResearch, Inc., #109-055-097)
se diluyé a 2500 veces con una solucion de TBS-T (TBS, 0.05% (v/v) Tween 20)
se afnadié a 100 pl/pozo, y la placa se dejé reposar a temperatura ambiente
durante 1 hora. El liquido en cada pozo fue removido, y cada pozo se lavo 5 veces
con la solucion de TBS-T. Por lo tanto, una soluciéon de sustrato fluorescente
(fabricado por Roche Co., Ltd., #11681982001) se afiadié6 a 100 pl/pozo, y una
reaccion de fluorescencia se dej6é proceder. Después de 10 minutos de la adicion
de la solucién de sustrato fluorescehte en el caso de la placa que tenia el Siglec-
15-Fc de raton adsorbido a la misma, y después de 15 minutos en el caso de la
placa que tenia la Siglec-15-Fc humana adsorbida a la misma, una intensidad de
fluorescencia se midié usando Spectra Max M5 (fabricado por Molecular Devices,

Inc.). Como resultado, se confirmé que todos los seis anticuerpos humanizados de
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la anti-raton Siglec-15 de rata examinados se unen a la proteina Siglec-15 de
raton (figura 18) y la proteina Siglec-15 humana (figura 19) de una manera

dependiente de la concentracion de anticuerpo.
EJEMPLO 26

Efecto de la adicién de anticuerpo guimérico de anticuerpo monoclonal anti-

ratén Siglec-15 de rata #32A1 sobre la diferenciacion de osteoclastos de

células no adherentes de médula 6sea de raton (estimulacion con FNTa)

Usando el anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata #32A1
preparado en el ejemplo 6 y el anticuerpo quimeérico del anticuerpo monoclonal
anti-ratén Siglec-15 de rata #32A1 preparado en el ejemplo 19, se examind un
efecto sobre la diferenciacion de osteoclastos de células no adherentes de médula
6sea de ratdon por estimulacién con FNTa. Las células no adherentes de médula
O0sea de ratéon preparadas por el método del ejemplo 8 se preparé a 1.5 x 10°
células/ml en medio a-MEM que contenia 10% de suero de bovino fetal (FBS), 10
ng/ml de M-CSF, y 2 ng/ml de TGF-p (fabricado por R&D Systems, Inc.), la
preparacion de células resultante se sembr6é en cada pozo de una placa de 96
pozos en una caﬁtidad de 200 pl y las células se cultivarén durante 2 dias en una
incubadora de CO,. La soluciéon de cultivo vieja en la placa de 96 pozos fue
removida, y 100 ul de medio MEM-a se afadié a cada pozo, los 100 pl de medio
MEM-a que contenia 10% de FBS al cual se habia afadido TNF a humano
recombinante (fabricado por R&D Systems', Inc) y M-CSF para dar
concentraciones finales de 30 ng/ml y 10 ng/ml, respectivamente. A la solucién de
cultivo de células, el anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata #32A1
preparado en el ejemplo 9 o el anticuerpo quimérico del anticuerpo monoclonal
anti-ratén Siglec-15 de rata #32A1 preparado en el ejemplé 19 se afnadié a una

concentracion de 0.125 a 4 ug/ml, y las células se cultivaron durante 3 dias



171

adicionales en una incubadora de 602. Al mismo tiempo, un pozo en el cual las
células se cultivaron afadiendo OCIF/OPG humano recombinante preparado por
el método descrito en la descripciéon de la publicacion de solicitud de patente No.
WO 96/26217 a una concentracion de 100 ng/ml también se prepard. Después de
completarse el cultivo, se realizo tincion de TRAP usando un kit de fosfatase acida
de leucocitos (fabricado por Sigma Co., Ltd.) de conformidad con el protocolo que
acompania el kit, y se observé la formacion de osteoclastos multinucleados TRAP-
positivos. Como resultado, la formacién de osteoclastos multinucleados gigantes
TRAP-positivos fue inhibida mediante la adicion del anticuerpo policlonal anti-raton

Siglec-15 (figura 20). Aunque los osteoclastos mononucleares pequerios se

formaron incluso en el caso en donde el anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-

15 de rata #32A1 o el anticuerpo quimérico de la misma se aﬁédi(), la formacién de
osteoclastos multinucleados grandes inducidos por FNTa fue casi completamente
inhibida. Por otra parte, aun cuando una cantidad suficiente de OCIF/OPG, que es
un bloqueador de RANKL, se afiadid, la formacién de osteoclastos multinucleados
grandes fue inhibida s6lo un poco. Ademas, de la misma manera, la actividad de
fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP) de los osteoclastos formados se midid
por el procedimiento descrito en el ejemplo 9. Después de detener la reaccion
enzimatica, una absorbancia de cada pozo a 405 nm se midio, y la medicion
obtenida se us6 como un indice de actividad de TRAP. Los resultados se
muestran en la figura 21. Una inhibicion de actividad de TRAP significativa se
observé en el caso del anticuerpo #32A1 y el anticuerpo quimérico de #32A1
dentro del intervalo de 125 ng/ml a 4 ug/ml. A partir de estos resultados, se mostré
gue el anticuerpo monoclonal anti-raton Siglec-15 de rata y el anticuerpo quimérico
de la misma inhiben fuertemente el proceso de fusion celular en diferenciaciéon de

osteoclastos y maduracién inducidas por FNTa.
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EJEMPLO 27

Evaluacion de actividad biolégica de anticuerpo monoclonal anti-ratén

Siglec-15 de ratas #8A1 y #32A1 basada en prueba para formacién de

osteoclastos de rata

Usando el anticuerpo monoclonal anti-ratéon Siglec-15 de ratas #8A1
y #32A1 preparado en el ejemplo 6, un efecto sobre diferenciacion de osteoclastos
de células no adherentes de médula 6sea de rata se examind. Las celulas no
adherentes de médula désea de rata se prepararon modificando el método del
ejemplo 8. Es decir, el fémur fue extirpado de ambas piernas de una rata F344
hembra de 12 semanas de edad y los tejidos blandos fueron removidos. Ambos
extremos del fémur se‘ cortaron, y medio MEM-a se inyecté usando una jeringa
con una aguja de inyeccion de calibre 23 para sacar las células de médula 6sea,
que se recolectaron en un tubo de centrifuga. La centrifugacién se realiz6 a
temperatura ambiente durante 5 minutos a 100 g, y el sobrenadante fue removido.
A la pastilla de células resultante, 1 ml de un regulador de pH hemolitico
(regulador de pH de lisis de glébulos rojos, fabricado por Sigma Co., Ltd.) se
afadié para suspenderlo, y la suspension resultante se dejé a temperatura
ambiente durante 5 minutos. 20 ml de D-PBS se afadi6 a la misma, la suspension
se centrifugd a temperatura ambiente durante 5 minutos a 100 g, y el
sobrenadante fue removido. A la pastilla de celulas resultante, 10 ml de medio
MEM-a (fabricado por Invitrogen, Inc.) que contiene 5 ng/ml de M-CSF (fabricado
por R&D Systems, Inc.) y 10% suero de bovino fetal (FBS) se afiadié para
suspenderlo. Después, la suspension resultante se hizo pasar a través de un
colador de células (40 pum Nylon, fabricado por BD Falcon) para remover
agregados. Las células resultantes fueron transferidas a un matraz en forma de T

de 75 cm? (para la unién de células adherentes) y se cultivaron durante la noche
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en una incubadora de CO,. Después de cultivar durante la noche, las células no
se adhirieron al matraz en forma de T fueron recuperadas y usadas como células
no adherentes de médula 6sea de rata.

Las células no adherentes de médula ésea de rata preparadas por
este método se cultivaron y una prueba paré la formacién de osteoclastos de rata
se realizd de conformidad con el método del ejemplo 9. Es decir, las células no
adherentes de médula 6sea de rata asi preparadas se prepararon a 1.5 x 10°
células/ml en un medio a-MEM que contenia 10% de FBS y 10 ng/ml de M-CSF
(fabricado por R&D Systems, Inc.), y la preparacion de ceélulas resultante se
sembro en cada pozo de una placa de 96 pozos en una cantidad de 200 pl y las
células se cultivaron durante 2 dias en una incubadora de CO,. La solucion de
cultivo vieja en la placa de 96 pozos fue removida, y 100 pul de medio MEM-a se
afnadi6 a cada pozo,v los 100 pl de medio MEM-a que contenia 10% de FBS al cual
se habia afadido RANKL humano (RANKL, fabricado por Peprotech, Inc.) y M-
CSF para dar concentraciones finales de 20 ng/ml y 10 ng/mli, respectivamente. A
la solucion de cultivo de células, el anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de
rata #8A1 o #32A1 producido en el ejemplo 6 se afiadidé a una concentraciéon de 31
a 1000 ng/ml, y las células se cultivaron durante 3 dias adicionales en una
incubadora de CO,. Después de completarse el cultivo, la actividad de fosfatasa
acida resistente a tartrato (TRAP) de los osteoclastos formados se mididé por el
método descrito en el ejemplo 9. Después de detener la reaccion enzimatica, una
absorbancia de cada pozo a 405 nm se midid, y la medicién obtenida se usé como
un indice de actividad de TRAP. Los resultados se muestran en la figura 22. En el
caso del anticuerpo #8A1, una inhibicién de actividad de TRAP dependiente de Ia
dosis se observo a una concentracion de 63 ng/ml o superior, y en el caso de el
anticuerpo #32A1, una inhibicion de actividad de TRAP dependiente de la dosis se

observo a una concentraciéon de 31 ng/ml o superior. A partir de estos resultados,

A
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se mostrd que el anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de ratas #8A1 y
#32A1 inhiben fuertemente la formaciéon de osteoclastos de rata de la misma
manera que la formacion de osteoclastos de ratén, y la actividad in vitro de inhibir
la formacion de osteoclastos de rata del anticuerpo #32A1 es mas alta que la del

anticuerpo #8A1.

EJEMPLO 28

Disefio del anticuerpo humanizado de anticuerpo monoclonal anti-ratén

Siglec-15 de rata #32A1 (2)

a) Disefio de la version humanizada de #32A1

a)-i) Disefo de secuencia de aminoacidos de #32A1 humanizada

Un anticuerpo humanizado #32A1 se construyé de conformidad con
a método generalmente conocido como injerto de CDR (Proc. Nati. Acad. Sci. USA
86, 10029-10033 (1989)). En cuanto a las definiciones de regiones de CDR, las
definiciones de Kabat (SEQUENCES OF PROTEINS OF IMMUNOLOGICAL
INTEREST VOL. |, QUINTA EDICION (1991)) se usaron para todas excepto para
CDRH2. En cuanto a CDRH2, la secuencia de la misma se hizo mas corta por
cinco residuos en el C terminal que la definicion de Kabat usando una definicion
propia. En la secuencia de cadena pesada que contiene la CDRH2 asi definida, la
secuencia de CDR derivada de una rata se hace mas corta y mas de una
secuencia de marco de trabajo humana es incorporada, y por lo tanto, cuando se
administra a humanos, es mucho menos probable que sea reconocida como un
antigeno heterélogo. Un anticuerpo aceptor se seleccion6 con base en la
homologia de aminoacidos dentro de la regién de marco de trabajo. La secuencia
de la regién de marco de trabajo de #32A1 se compar6 con las secuencias de

todos los marcos de trabajo humanos en la base de datos de Kabat (Nuc. Acid
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Res. 29, 205-206 (2001)) que implicaban secuencias de aminoacidos de
anticuerpo. Como resultado, para la cadena L, GF4/1.1°CL se seleccioné como un
aceptor basado en una homologia de secuencia de 71% en la regién de marco de
trabajo. En cuanto a la cadena H, M37GO37°CL se selecciond como un aceptor
basado en una homologia de secuencia de 73% en la region de marco de trabajo.
Con respecto a la cadena L, los residuos de aminoacidos en la regién de marco de
trabajo de GF4/1.1'CL, y con respecto a la cadena H, los residuos de aminoacidos
en la regién de marco de trabajo de M37GO37’CL. se alinearon con los residuos de
aminoacidos de #32A1, y las posiciones en donde diferentes aminoacidos se
usaron fueron identificadas. Las posiciones de estos residuos se analizaron
usando el modelo tridimensional de #32A1 construido en a)-i) del ejemplo 22.
Después, residuos donadores que han de ser injertados en el aceptor se
seleccionaron de conformidad con los criterios provistos por Queen et al. (Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 86, 10029-10033 (1989)). Al transferir algunos residuos
donadores seleccionados al anticuerpo aceptor, se construyeron secuencias

#32A1 humanizadas como se describe en los siguientes ejemplos.

a)-ii) Humanizacion de cadena pesada #32A1

a)-ii)-i) Cadena pesada de tipo h#32A1-H1-1:

Una cadena pesada 32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
numeros de aminoacido 23 (isoleucina), 24 (leucina), 26 (treonina), 32 (lisina), 43
(treonina), 61 (acido glutamico), 83 (acido glutamico), 85 (leucina), 86 (acido
glutamico), 89 (valina), 95 (acido aspartico), 96 (serina), 97 (acido glutamico), 98
(serina), 100 (valina), 104 (valina), 105 (serina), 114 (isoleucina), 118 (treonina),
134 (valina), 135 (metionina), y 140 (leucina) de 32A1 representada por SEQ ID
NO: 28 en el listado de secuencias con leucina, valina, serina, glutamina, alanina,

glicina, alanina, valina, lisina, fenilalanina, asparagina, alanina, lisina, asparagina,
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leucina, metionina, asparagina, valina, alanina, treonina, leucina y serina,
respectivamente, se denominé “cadena pesada de tipo h#32A1-H1-1".

La secuencia de aminodacidos de la cadena pesada de tipo h#32A1-
H1-1 estad representada por SEQ ID NO: 99 en el listado de secuencias. La
secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 19 de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 99, la secuencia que comprende residuos de
aminoacidos 20 a 140 de la misma, y la secuencia que comprende residuos de
aminoacidos 141 a 466 de la misma corresponde a la secuencia de sefal, la
regiéon variable de cadena pesada, y la regidon constante de cadena pesada,

respectivamente. Una secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO: 99 esta representada por SEQ ID NO: 98 en el

listado de secuencias. La secuencia que comprende los nucleétidos 1 a 57 de la
secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 98, la secuencia que comprende los
nucleétidos 58 a 420 de la misma, y la secuencia que comprende los nucleétidos
421 a 1398 de la misma codifica la secuencia de sefal, la secuencia de regién
variable de cadena pesada, y la secuencia de region constante de cadena pesada,
respectivamente. La secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 98 y la secuencia

de aminoacidos de SEQ ID NO: 99 también se muestran en la figura 54.

a)-iii) Humanizacion de cadena ligera #32A1

a)-iii)-i) Cadena ligera de tipo h#32A1-L2-15:

Una cadena ligera 32A1 humanizada disefada al reemplazar los
numeros de aminoacido 21 (acido aspartico), 23 (valina), 24 (leucina), entre 29 y
30 (es decir, insercidn de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 31
(alanina), 32 (valina), 34 (leucina), 36 (glutamina), 40 (isoleucina), 66 (glutamina),
99 (asparagina), 100 (prolina), 101 (valina), 102 (glutamina), 103 (alanina), 104

(acido aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina), 110 (fenilalanina), 122 (alanina),
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123 (glicina), 127 (leucina), 129 (leucina), 130 (arginina), y 132 (alanina) de 32A1
representada por SEQ ID NO: 30 en el listado de secuencias con &cido glutamico,
leucina, metionina, tfeonina, serina, leucina, prolina, acido glutamico, leucina,
alanina, serina, serina, leucina, acido glutamico, prolina, acido glutamico,
fenilalanina, leucina, tirosina, glicina, glutamina, valina, isoleucina, lisina, y
treonina, respectivamente, se denomind “cadena ligera de tipo h#32A1-L2-15".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo h#32A1-L2-
15 esta representada por SEQ ID NO: 103 en el .Iistado de secuencias. La
secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 20 de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 103, la secuencia que comprende residuos de
aminoacidos 21 a 133 de la misma, y la secuencia que comprende residuos de
aminoacidos 134 a 238 de la misma corresponde a la secuencia de sefal, la
region variable de cadena ligera, y la regiébn constante de cadena ligera,
respectivamente. Una secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 103 esta representada por SEQ ID NO: 102 en el
Iistado‘ de secuencias. La secuencia que comprende los nucleétidos 1 a 60 de la
secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 102, la secuencia que comprende los
nucleétidos 61 a 399 de la misma, y la secuencia que comprende los nucle6tidos
400 a 714 de la misma codifica la secuencia de sefial, la secuencia de region
variable de cadena ligera, y la region constante de cadena ligera secuencia,
respectivamente. La secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 102 y la secuencia

de aminoacidos de SEQ ID NO: 103 también se muestran en la figura 56.

a)-iii)-ii) Cadena ligera de tipo h#32A1-L2-16:

Una cadena ligera 32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
niameros de aminoacido 21 (acido aspartico), 23 (valina), 24 (leucina), entre 29 y

30 (es decir insercidn de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 31
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(alanina), 32 (valina), 34 (leucina), 36 (glutamina), 40 (isoleucina), 66 (glutamina),
99 (asparagina), 100 (prolina), 101 (valiné), 102 (glutamina), 103 (alanina), 104
(acido aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina), 123 (glicina), 127 (leucina), 129
(leucina), 130 (arginina), y 132 (alanina) de 32A1 representada por SEQ ID NO: 30
en el listado de secuencias con acido glutamico, Ieucina,‘metionina, treonina,
serina, leucina, prolina, acido glutamico, leucina, alanina, serina, serina, leucina,
acido glutamico, prolina, acido glutamico, fenilalanina, leucina, glutamina, valina,
isoleucina, lisina, y treonina, respectivamente, se denominé “cadena ligera de tipo
h#32A1-L2-16".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo h#32A1-L2-
16 esta representada por SEQ ID NO: 105 en el listado de secuencias. La
secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 20 de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 105, la secuencia que comprende residuos de
aminoacidos 21 a 133 de la misma, y la secuencia que comprende residuos de
aminoacidos 134 a 238 de la misma corresponde a la secuencia de sefal, la
region variable de cadena ligera, y la regiébn constante de cadena ligera,
respectivamente. Una secuencia de nuclebtidos que codifica la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 105 esta representada por SEQ ID NO: 104 en el
listado de secuencias. La secuencia que comprende los nucleétidos 1 a 60 de la
secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 104, la secuencia que comprende los
nucleétidos 61 a 399 de la misma, y la secuencia que comprende los nucleétidos
400 a 714 de la misma codifica la secuencia de sefal, la secuencia de region
variable de cadena ligera, y la region constante de cadena ligera secuencia,
respectivamente. La secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 104 y la secuencia
de aminoécidos de SEQ ID NO: 105 también se muestran en la figura 57. |

b) Produccion de gen de anticuerpo humanizado de anticuerpo

monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata #32A1




179

b)-i) Construcciéon de vector de expresién de cadena pesada humana

universal pEG2

Un fragmento de ADN que contenia una secuencia de ADN que
codificaba aminoacidos de la secuencia de sefal y la regiéon constante de 1gG2
humana representada por SEQ ID NO: 106 fue sintetizado (Medical & Biological
Laboratories Co., Ltd., Artificial Gene Synthesis Service), y digerido con las
enzimas de restriccion Nhel y Pmel, por lo que se obtuvo un fragmento de ADN de
aproximadamente 1100 bp. Este fragmento de ADN fue ligado a un fragmento de
ADN de aproximadafnente 6200 bp obtenido por digestién de pEF1/FCCU-1 con
Nhel y Pmel y removiendo un fragmento de ADN de aproximadamente 1100 bp,
por lo que se construyé un vector de expresion de cadena pesada de anticuerpo

humanizado pEG2 universal (tipo hlgG2).

b)-ii) Construcciéon de vector de expresion de cadena pesada

h#32A1-H1-1

Un fragmento de ADN obtenido al sintetizar un ADN que contenia un
gen que codificaba la region variable de cadena pesada h#32A1-H1-1fusionada a
una sefial secretora representada por los aminoacidos numeros 1 a 140 de SEQ
ID NO: 99 en el listado de secuencias (Invitrogen), y al digerir el ADN con la
enzima de restriccion Blpl se insertd en el vector de expresion de cadena pesada
(pPEG2) humana universal (tipo higG2) en el sitio digerido con la enzima de
restriccion Blpl, por lo que se construyé un vector de expresién de cadena pesada
h#32A1-H1-1. El vector de expresion asi obtenido se denomind “pEG2/h#32A1-

H1-1".

b)-iii) Construccion de vector de expresion de cadena pesada

h#32A1-H5
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Una cadena pesada 32A1 humanizada en la cual la secuencia de
sefal y la region constante de cadena pesada tipo h#32A1-TSH designada en b)-
iv) del ejemplo 22 se cambiaron a aquellas del tipo 1I9G2 se denominé “cadena
pesada de tipo h#32A1-H5".

La secuencia de aminoécidos de la cadena pesada de tipo h#32A1-
H5 esta representada por SEQ ID NO: 101 en el listado de secuencias. La
secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 19 de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 101, la secuencia que comprende residuos de
aminoacidos 20 a 140 de la misma, y la secuencia que comprende residuos de
aminoacidos 141 a 466 de la misma corresponde a la secuencia de sefal, la
region variable de cadena pesada, y la regién constante de cadena pesada,
respectivamente. Una secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 101 esta representada por SEQ ID NO: 100 en el
listado de secuencias. La secuencia que comprende los nucleétidos 1 a 57 de la
secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 100, la secuencia que comprende los
nucledtidos 58 a 420 de la misma, y la secuencia que comprende los nucledtidos
421 a 1398 de la misma codifica la secuencia de sefal, la secuencia de regién

variable de cadena pesada, y la secuencia de regién constante de cadena pesada,

respectivamente. La secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 100 y la secuencia

de aminoacidos de SEQ ID NO: 101 también se muestran en la figura 5.

Un fragmento de ADN obtenido al digerir el pEF1/FCCU/n#32A1-T5H
producido en el ejemplo 23 con la enzima de restriccién Blpl se insert6 en el vector
de expresion de cadena pesada de anticuerpo (tipo hlgG2) (pEG2) en el sitio
digerido con la enzima de restriccion Blpl, por lo que se construyd un vector de
expresion de ‘cadena pesada h#32A1-H5. El vector de expresién asi obtenido se

denominé “pEG2/h#32A1-H5".
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b)-iv) Construccion de vectores de expresion de cadena ligera de tipo

h#32A1-L2-15 y h#32A1-L.2-16

Cada ADN que contenia un gen que codificaba una region variable
de cadena ligera de tipo h#32A1-L2-15 o h#32A1-L2-16 fusionada a una senal
secretora representada por los aminoacidos numeros 1 a 133 de SEQ ID NO: 103
en el listado de secuencias o los aminoacidos numeros 1 a 133 de SEQ ID NO:
105 se sintetizd (Invitrogen), y se construyeron vectores de expresién de cadena
ligera de tipo h#32A1-L2-15 y h#32A1-L2-16 de la misma manera as en el ejemplo
23. Los vectores de expresion asi obtenidos se denominaron “pEF6KCL/h#32A1-

' L2-15" y “pEF6KCL/h#32A1-L2-16", respectivamente.

c) Preparacién de anticuerpo humanizado de anticuerpo monoclonal

anti-raton Siglec-15 de rata #32A1

¢)-i) Produccion de anticuerpo humanizado

1.2 x 10° células de células FreeStyle 293F (Invitrogen) en fase de
crecimiento logaritmica se sembré en 1.2 L de medio de expresién FreeStyle 293
fresco (Invitrogen) y se sometié a cultivo en agitacién a 37°C en una incubadora
con 8% de CO, a 90 rpm durante 1 hora. 3.6 mg de polietilenimina (Polyscience,
#24765) se disolvib en 20 ml de medio Opti-Pro SFM (Invitrogen).
Subsecuentemente, un plasmido de expresién de cadena H (0.4 mg) y un
plasmido de expresiéon de cadena L (0.8 mg) preparado usando PureLink HiPure
Plasmid Kit (Invitrogen, Inc.) fue suspendido en 20 ml de medio Opti-Pro SFM.
Después, 20 ml de los plasmidos de expresion resultantes/liquido mixto de Opti-
Pro SFM se anadi6é a 20 ml de la polietilenimina/liquido mixto de Opti-Pro SFM, y
la mezcla resultante se agité suavemente y después se dejé durante 5 minutos.
Por lo tanto, la mezcla se afadié a las células FreeStyle 293F, y el cultivo en

agitacion se realizé durante 7 dias a 37°C en una incubadora con 8% de CO; a 90
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rom. El sobrenadante de cultivo resultante se filtré a través de un filtro de capsula
desechable (Advantec #CCS-045-E1H).

Un anticuerpo humanizado de #32A1 obtenido por una combinacion
de pEF6KCL/h#32A1-T5L y pEG2/h#32A1-H5 se denomind “h#32A1-H5/LS”; un
anticuerpo humanizado de #32A1 obtenido por una combinacion de
pEFBKCL/h#32A1-T5L y pEG2/h#32A1-H1-1 se denomind “h#32A1-H1-1/L5"; un
anticuerpo humanizado de #32A1 obtenido por una combinacién de
pEF6KCL/n#32A1-L2-15 y pEG2/h#32A1-H1-1 se denomind “h#32A1-H1-1/L2-15",
y un anticuerpo humanizado de #32A1 obtenido por una combinacion de

pEF6KCL/h#32A1-L2-16 y pEG2/h#32A1-H1-1 se denomind “h#32A1-H1-1/L2-16".

¢)-ii) Purificacién de anticuerpo humanizado

El sobrenadante de cultivo obtenido en c)-i) anterior fue purificado
por un procedimiento de dos pasos que incluyé cromatografia de afinidad de
rProtein A (a 4 a 6°C) y hidroxiapatita de ceramica (a temperatura ambiente). Un
paso de reemplazo de regulador de pH después de la purificacidn por
cromatografia de afinidad de rProtein A y después de la purificacion por
hidroxiapatita de ceramica se realizé a temperatura ambiente. Primero, 1100 a
1200 ml del sobrenadante de cultivo se aplic6 a MabSelect SuRe (fabricado por
GE Healthcare Bioscience Co., Ltd., columnas 2 x 1 ml HiTrap en serie)
equilibrado con PBS. Después de que toda la solucién de cultivo se vacié en la
columna,'la columna se lavé con 15 a 30 ml de PBS. Subsecuentemente, elucién
se realizé con solucién 2 M de clorhidrato de arginina (pH 4.0), y una fraccién que
contenia el anticuérpo fue recolectada. La fraccion se aplicé a una columna de
desalacion (fabricada por GE Healthcare Bioscience Co., Ltd., columnas de
desalaciéon 2 x 5 mi HiTrap en serie) y el liquido fue reemplazado por un regulador

de pH que contenia 5 mM fosfato de sodio, 50 mM MES, y 20 mM NaCl a pH 6.5.
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Ademas, la solucién de anticuerpo sometida al reemplazo con el regulador de pH
se aplicd6 a una columna de hidroxiapatita de ceramica (Japan Bio-Rad
Laboratories, Inc., columna de hidroxiapatita Bio-Scale CHT2-1 (volumen de 2 ml))
equilibrada con a regulador de pH que contenia 5 mM NaPi, 50 mM MES, y 20 mM
NaCl a pH 6.5. Después, se realizé la elucion de gradiente de concentracion con
cloruro de sodio, y una fraccién que contenia el anticuerpo fue recolectada. La
fraccion se aplicd a una columna de ’desalacién (fabricada por GE Healthcare
Bioscience Co., Ltd., columna de desalacion de 2 x 5 mi HiTrap en serie) y el
liquido fue reemplazado por CBS (10 mM regulador de pH de citrato que contenia
140 mM cloruro de sodio, pH 6.0). Finalmente, la solucién resuitante se concentré
usando Centrifugal UF Filter Device VIVASPIN 20(peso molecular fraccionado: 30
K, Sartorius Co., Ltd., a 4°C), la concentracién de IgG se ajustd a 1.0 mg/ml o mas,
y la solucién asi obtenida se us6 como una muestra purificada. Los volimenes de
las muestras purificadas respectivas fueron como sigue: h#32A1-H1-1/L5: 2.2 ml,

h#32A1-H5/L5: 1.8 ml, h#32A1-H1-1/L2-16: 6.0 ml, y h#32A1-H1-1/L2-15: 2.2 ml.

EJEMPLO 29

Evaluacién de actividad biologica de anticuerpo humanizado de anticuerpo

monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata #32A1 basada en prueba para la

formacion de osteoclastos de raton

Un efecto inhibidor sobre la formacién de osteoclastos de.ratdon
exhibido por los anticuerpos humanizados obtenidos en los ejemplos 24 y 28 fue
evaluado al modificar parcialmente el método descrito en el ejemplo 9. Las células
no adherentes de médula ésea de raton preparadas por el método del ejempio 8
se prepararon a 1.5 x 10° células/m! en un medio a-MEM que contenia 10% de

FBS y 10 ng/ml de M-CSF (fabricado por R&D Systems, Inc.), la preparacién de
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células resultante se sembrdé en cada pozo de una placa de 96 pozos en una
cantidad de 200 pl y las células se cultivaron durante 2 dias en una incubadora de
CO.. La solucién de cultivo vieja en la placa de 96 pozos fue removida, 'y 100 pl de
medio MEM-a se afadié a cada pozo, los 100 pl de medio MEM-a que contenia
10% de FBS al cual se habia afiadido RANKL humano (RANKL, fabricado por
Peprotech, Inc.) y M-CSF para dar concentraciones finales de 20 ng/ml y 10 ng/ml,
respectivamente. A la solucion de cultivo de células, el anticuerpo monoclonal anti-
ratén Siglec-15 de rata (anticuerpo #32A1) preparado en el ejemplo 6 o cada uno
de los 6 tipos de anticuerpo humanizado #32A1s (h#32A1-T1, h#32A1-T2,
h#32A1-T3, h#32A1-T4, h#32A1-T5 y h#32A1-T6) preparados en el ejemplo 24 se
afiadié a una concentraciéon de 3 a 100 ng/ml, y las céluylas se cultivaron durante 3
dias adicionales en una incubadora de CO,. Después de completarse el cultivo, la
actividad de fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP) de los osteoclastos
formados se midi6é por el siguiente procedimiento. La solucién de cultivo en cada
pozo de la placa de 96 pozos fue removida por succién, y 50 pul de 50 mM de
citrato de sodio regulador de pH (pH 6.1) que contenia 1% de Triton X-100 se
anadido a cada pozo. Después, la placa se agité durante 5 minutos sobre un
agitador de placa para lisar las células. A cada pozo., 50 ul de a solucién de
sustrato (60 mM citrato de sodio regulador de pH (pH 6.1) que contenia 5 mg/mi
de p-nitrofenil fosfato y 0.46% de tartrato de sodio) se afiadieron, y la placa se
incubé a temperatura ambiente durante 10 minutos. Después de la incubacié_n, 50
pl de una solucion 1 N de hidroxido de sodio se afiadié a cada pozo de la placa de
96 pozos para detener la reaccidn enzimatica. Después de detener la reaccion
enzimatica, se midi6 una absorbancia de cada pozo a 405 nm, y la medicién
obtenida se usdé como un indice de actividad de TRAP. Los resultados se
muestran en las figuras 44 y 45. Ademas, para el anticuerpo monoclonal anti-ratén

Siglec-15 de rata (anticuerpo #32A1) preparado en el ejemplo 6, el anticuerpo
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quimérico humano del anticuerpo #32A1 preparado en el ejemplo 19, y 4 tipos de
anticuerpo humanizado #32A1s (h#32A1-H1-1/L5, h#32A1-HS/LS, h#32A1-H1-
1/L2-16, y h#32A1-H1-1/L2-15) preparado en el ejemplo 28, la actividad biologica
fue evaluada por el mismo método que en esta prueba, y los resulfados se
muestran en las figuras 46 y 47. En todos los casos de los 10 tipos de anticuerpo
humanizado #32A1s (h#32A1-T1, h#32A1-T2, h#32A1-T3, h#32A1-T4, h#32A1-
T5, h#32A1-T6, h#32A1-H1-1/L5, h#32A1-H5/L5, h#32A1-H1-1/L2-16, y h#32A1-
H1-1/L2-15) para los cuales se evalué la actividad, se observéd una fuerte actividad
de inhibir la formacién de osteoclastos sustancialmente comparable con la del
anticuerpo monocional anti-ratén Siglec—15 de rata (anticuerpo #32A1) o el

anticuerpo quimérico humano del anticuerpo #32A1.

EJEMPLO 30

Efecto de la adicidon de anticuerpo humanizado de anticuerpo monoclonal

anti-raton Siglec-15 de rata #32A1 sobre la resorcion de hueso actividad de

células precursoras de osteoclastos humanos normales (evaluacién gue usé

placa revestida con colageno)

Células precursoras de osteoclastos humanas normales ~(Normal
Human Natural Osteoclast Precursor Cells, compradas de Sanko Junyaku Co.,
Ltd., Cat. No. 2T-110) se sembraron en una placa de cultivo OsteoLyse de 96
pozos (comprada de Sanko Junyaku Co., Ltd., Cat. No. PA-1500) a 1 x 10*
células/pozo de conformidad con el protocolo que acompania las células. Como el
medio, se usd un medio esencial minimo para células precursoras de osteoclastos
(OPBM, compradas de Sanko Junyaku Co., Ltd., Cat. No. PT-8201)
complementados con un conjunto de complemento de OPGM (comprado con

Sanko Junyaku Co., Ltd., Cat. No. PT-9501) que contenia suero de bovino fetal
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(concentracion final: 10%), RANKL humano (concentracion final: 63.8 ng/ml), M-
CSF (concentracion final humana: 33 ng/ml), y similares. Al sobrenadante de
cultivo resultante, cada uno del anticuerpo monoclonal anti-raton Siglec-15 de rata
(anticuerpo #32A1) preparado en el ejemplo 6, el anticuerpo quimérico humano del
anticuerpo #32A1 preparado en el ejemplo 19, y los 10 tipos de anticuerpo
humanizado #32A1s (h#32A1-T1, h#32A1-T2, h#32A1-T3, h#32A1-T4, h#32A1-
T5, h#32A1-T6, h#32A1-H1-1/L5, h#32A1-H5/L5, h#32A1-H1-1/L2-16, y h#32A1-
H1-1/L2-15) preparados en los ejemplos 24 y 28 se afiadié a una concentracion
final de 4, 20, 100 6 500 ng/ml, y las células se cultivaron durante 5 dias en una
incubadora de CO,. Una alicuota de 10 ul del sobrenadante de cultivo fue
recolectada, 200 pl de reactivo de liberacion de fluoréforo incluido en el OsteolLyse
Assay Kit se afadié a la misma, y mediante el uso de un lector de placa de
fluorescencia (ARVO MX, fabricado por Perkin Elmer Inc.), fluorometria resuelta
en el tiempo (fluorémetro de fluorescencia resuelta en el tiempo) (Excitacion: 340
nm, Emisién: 615 nm) adecuado para mediciéon de fluorescencia usando europio
se realizé, por lo que la cantidad de fragmentos libres de colageno fluorescente
liberado en el sobrenadante de cultivo se determind (figuras 48 y 49). Como
resultado, la cantidad de fragmentos de colageno fluorescente incrementado
mediante la adicion de RANKL fue reducido mediante la adicién del anticuerpo
#32A1 de rata o el anticuerpo quimérico humano #32A1 de una manera
dependiente de la concentraciéon. De la misma manera, también por todos los 10
tipos de anticuerpo humanizado #32A1 examinados, se observé una inhibicién
dependiente de la concentracion. A partir de este resultado, se reveldé que la
actividad de resorcion de hueso de osteoclastos humanos es inhibida por los

anticuerpos humanizados #32A1 especificamente la unién a la proteina Siglec-15.

EJEMPLO 31
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Evaluacion biolégica de anticuerpo humanizado de anticuerpo monocional

anti-ratén Siglec-15 de rata #32A1 usando ratas ovariectomizadas

Un efecto inhibidor sobre una disminucion en la densidad de
minerales en hueso en ratas ovariectomizadas presentado por el anticuerpo
humanizado obtenido en los ejemplos 24 y 28 puede ser evaluado por el metodo

descrito en el ejemplo 15.

EJEMPLO 32

Evaluacidn de actividad biolégica de anticuerpo humanizado de anticuerpo

monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata #32A1 basado en prueba para la

formacién de osteoclastos de ratén por estimulacion con el FNTa

Un efecto inhibidor sobre la formacion de osteoclastos de ratén por
estimulacion con FNTa presentada por los anticuerpos humanizados obtenidos en
los ejemplos 24 y 28 pueden ser evaluados por el método descrito en el ejemplo

26.

EJEMPLO 33

Determinacién de estabilidad térmica de anticuerpo humanizado usando

calorimetria de escudrinamiento diferencial (DSC)

Para h#32A1-H5/L5, h#32A1-H1-1/L5, h#32A1-H1-1/L2-15, vy
h#32A1-H1-1/L2-16, se determind la estabilidad térmica. Cada una de las
muestras se prepard a una concentracion de 0.5 mg/ml (en una solucién de CBS),
y una alicuota de 400 ul de la misma se usdé como una soluciéon de muestra para la

medicidon de DSC. Las condiciones para la medicic’)n. de DSC se fijaron como
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sigue. Es decir, la temperatura inicial se fij6 a 20°C, la temperatura final se fij6 a
100°C, la velocidad de incremento de temperatura se fijé a 60°C/hora, y el tiempo
en el filtro se fij6 a 10 segundos. Como una solucién de referencia, se usé CBS.
Como un instrumento para la medicién de DSC se us6 la plataforma, VP-Capillary
DSC fabricada por MicroCal Inc. E.UA. La linea basal (una curva de
escudrifiamiento obtenida al llenar la solucién de referencia también en una celda
de muestras) se sustrajo de una curva de escudrifiamiento obtenida para cada
solucion de muestra, por lo que se realizé la correccion de linea basal. La figura 50
muestra un termograma para h#32A1-H5/LS5, la figura 51 muestra un termograma
para h#32A1-H1-1/L5, la figura 52 muestra un termograma para h#32A1-H1-1/L2-
15, y la figura 53 muestra un termograma para h#32A1-H1-1/L2-16. Cuando un
valor superior pico en cada termograma se tomé como una temperatura de punto
medio de desnaturalizacién térmica (Tm) en la regién Fab, el valor de Tm de
h#32A1-H5/L5 fue 81.2°C, el valor de Tm de h#32A1-H1-1/L5 fue 84.1°C, el valor
‘de Tm de h#32A1-H1-1/L2-15 fue 80.0°C, y el valor de Tm de h#32A1-H1-1/L2-16

 (IgG2) fue 77.9°C.

Aplicabilidad industrial

El anticuerpo anti-SigI.ec-15 quimeérico o humanizado de la invencion
tiene una capacidad para inhibir la diferenciaciéon de osteoclastos o actividad de
resorcion de hueso, y una composicion farmacéutica que contiene el anticuerpo
anti-Siglec-15 puede ser un agente terapéutico o preventivo para una enfermedad

del metabolismo anormal de hueso.

Numero de acceso

FERM BP-10999
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REIVINDICACIONES

1.- Un polinucledtido que codifica un anticuerpo quimeérico, o un
fragmento funcional del mismo, el cual se une a un polipéptido que comprende
residuos de aminoacidos 39 a 165 de una secuencia de aminoacidos representada
por SEQ ID NO: 2 e inhibe la formacion de osteoclastos y/o resorcion osteoclastica
de hueso, o un fragmento funcional del anticuerpo, caracterizada porque contiene:

una regidén variable de cadena pesada codificada por una secuencia de
nucleétidos que comprende nucleétidos 58 a 420 de una secuencia de nucledtidos
representada por SEQ ID NO: 40, y

una regioén variable de cadena ligera codificada por una secuencia de nucleétidos
que comprende nucleétidos 61 a 396 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 42.

2.- El polinucledtido de conformidad con la reivindicacion 1,
caracterizado ademas porque contiene una regién variable de la cadena pesada
codificada por una secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 58 a
1410 de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 40 y una
region variable de la cadena ligera codificada por una secuencia de nucleétidos
que comprende los nucledtidos 61 a 711 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 42.

3.- Un polinucleétido que codifica un anticuerpo humanizado que
inhibe la formacién de osteoclastos y/o resorcidn osteoclastica de hueso, o un

fragmento funcional del anticuerpo, en donde el polinucleétido es seleccionado de:

(a) un polinucleétido que comprende una regién variable de la cadena pesada
codificada por una secuencia de nucleétidos que comprende nucleétidos 58 a 420
de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 50, y una regién
variable de la cadena ligera codificada por una secuencia de nucleétidos que
comprende nucleétidos 61 a 399 de una secuencia de nucleétidos representada
por SEQ ID NO: 60;

(b) un polinucleétido que comprende una regidén variable de la cadena pesada

codificada por una secuencia de nucleétidos que comprende nucleétidos 58 a 420
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de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 52, y una region
variable de la cadena ligera codificada por una secuencia de nucleétidos que
comprende nucledtidos 61 a 399 de una secuencia de nucleétidos representada
por SEQ ID NO: 62;

(c) un polinucledtido que comprende una region variable de la cadena pesada
codificada por una secuenc.ia de nucleétidos que comprende nucleétidos 58 a 420
de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 54, y una region
variable de la cadena ligera codificada por una secuencia de nucledtidos que
comprende nucleédtidos 61 a 399 de una secuencia de nucleétidos representada
por SEQ ID NO: 64,

(d) un polinucledtido que comprende una region variable de la cadena pesada
codificada por una secuencia de nucleétidos que comprende nucleétidos 58 a 420
de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 54, y una regién
variable de la cadena ligera codificada por una secuencia de nucleétidos que
comprende nucleétidos 61 a 396 de una secuencia de nucleétidos representada
por SEQ ID NO: 66;

(e) un polinucledtido que comprende una regién variable de la cadena pesada
codificada por una secuencia de nucleétidos que comprende nucleétidos 58 a 420
de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 56, y una regién
variable de la cadena ligera codificada por una secuencia de nucleétidos que

comprende nucleétidos 61 a 399 de una secuencia de nucleétidos representada
por SEQ ID NO: 68;

(f) un polinucleétido que comprende una region variable de la cadena pesada
codificada por una secuencia de nucledtidos que comprende nucleétidos 58 a 420
de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 58, y una regién
variable de la cadena ligera codificada por una secuencia de nucleétidos que
comprende nucleétidos 61 a 399 de una secuencia de nucleétidos representada
por SEQ ID NO: 70;

(g) un polinucleétido que comprende una region variable de la cadena pesada
codificada por una secuencia de nucleétidos que comprende nucleétidos 58 a 420
de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 98, y una regién
variable de la cadena ligera codificada por una secuencia de nucleédtidos que

comprende nucleédtidos 61 a 399 de una secuencia de nucledtidos representada
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por SEQ ID NO: 68;

(h) un polinucleétido QUe comprende una region variable de la cadena pesada
codificada por una secuencia de nucleétidos que comprende nucleétidos 58 a 420
de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 100, y una region
variable de la cadena ligera codificada por una secuencia de nucledtidos que
comprende nucleétidos 61 a 399 de una secuencia de nucledtidos representada
por SEQ ID NO: 68;

(i) un polinucleétido que comprende una region variable de la cadena pesada
codificada por una secuencia de nucleétidos que comprende nucleétidos 58 a 420
de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 98, y una regién
variable de la cadena ligera codificada por una secuencia de nucleétidos que
comprende nucleétidos 61 a 399 de una secuencia de nucleétidos representada
por SEQ ID NO: 102;

(j) un polinucleétido que comprende una regién variable de la cadena pesada
codificada por una secuencia de nucleétidos que comprende nucledtidos 58 a 420
de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 98, y una regién
variable de la cadena ligera codificada por una secuencia de nuclebtidos que

comprende nucledtidos 61 a 399 de una secuencia de nucleétidos representada
por SEQ ID NO: 104;

(k) un polinucleétido que comprende una region variable de la cadena pesada
codificada por una secuencia de nucleétidos que comprende nucleébtidos 58 a
1410 de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 50, y una
region variable de la cadena ligera codificada pbr una secuencia de nucleétidos
que comprende nucleétidos 61 a 714 de una secuencia de nucledtidos
representada por SEQ ID NO: 60;

() un polinucledtido que comprende una regidn variable de la cadena pesada
codificada por una secuencia de nucleétidos que comprende nucleétidos 58 a
1410 de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 52, y una
region variable de la cadena ligera codificada por una secuencia de nucleétidos
que comprende nuclebtidos 61 a 714 de una secuencia de nucleédtidos
representada por SEQ ID NO: 62;

(m) un polinucleétido que comprende una regién variable de la cadena pesada
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codificada por una secuencia de nucleétidos que comprende nucleédtidos 58 a
1410 de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 54, y una
region variable de la cadena ligera codificada por una secuencia de nucleétidos
que comprende nucledtidos 61 a 714 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 64,

(n) un polinucledtido que comprende una regién variable de la cadena pesada
codificada por una secuencia de nucleétidos que comprende nucleétidos 58 a
1410 de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 54, y una
region variable de la cadena ligera codificada por una secuencia de nucleétidos
que comprende nucleétidos 61 a 711 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 66; '

(0) un polinucledtido que comprende una regién variable de la cadena pesada
codificada por una secuencia de nucleétidos que comprende nucledtidos 58 a
1410 de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 56, y una
region variable de la cadena ligera codificada por una secuencia de nucleétidos
que comprende nucledtidos 61 a 714 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 68;

(p) un polinucleétido que comprende una regidén variable de la cadena pesada
codificada por una secuencia de nuclebtidos que comprende nucleétidos 58 a
1410 de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 58, y una
regién variable de la cadena ligera codificada por una secuencia de nucleétidos
que comprende nucledtidos 61 a 714 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 70;

(9) un polinucleétido que comprende una region variable de la cadena pesada
codificada por una secuencia de nucleétidos que comprende nucleétidos 58 a
1398 de una secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 98, y una
region variable de la cadena ligera codificada por una secuencia de nucleétidos
que comprende nucledtidos 61 a 714 de una secuencia de nucleétidos
répresentada por SEQ ID NO: 68;

() un polinucleétido que comprende una regién variable de la cadena pesada
codificada por una secuencia de nucleétidos que comprende nucieétidos 58 a
1398 de una secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 100, y una

regién variable de la cadena ligera codificada por una secuencia de nucleétidos
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que comprende nucledtidos 61 a 714 de una secuencia de nucledtidos
representada por SEQ ID NO: 68;

(s) un polinucleétido que comprende una regién variable de la cadena pesada
codificada por una secuencia de nucleétidos que comprende nucleétidos 58 a
1398 de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 98, y una
region variable de la cadena ligera codificada por una secuencia de nucleétidos
que comprende nucleétidos 61 a 714 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 102; y

(t) un polinucleétido que comprende una regién variable de la cadena pesada
codificada por una secuencia de nucleétidos que comprende nuclebtidos 58 a
1398 de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 98, y una
region variable de la cadena ligera codificada por una secuencia de nucledtidos
que comprende nucleétidos 61 a 714 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 104.

4.- El polinucleétido de conformidad con la reivindicacion 3,
caracterizado ademas porque contiene un polinucledtido que comprende una
regién variable de la cadena pesada codificada por una secuencia de nucleétidos
que comprende los nucleétidos 58 a 420 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 50, y una region variable de la cadena ligera
codificada por una secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 61 a
399 de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 60.

5.- El polinucleétido de conformidad con la reivindicacién 3,
caracterizado ademas porque contiene un polinucleétido que comprende una
regién variable de la cadena pesada codificada por una secuencia de nucleétidos
que comprende los nucledtidos 58 a 420 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 52, y una regién variable de la cadena ligera
codificada por un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que
comprende los nucledtidos 61 a 399 de una secuencia de nucleédtidos
representada por SEQ ID NO: 62.

6.- E! polinucleétido de conformidad con la reivindicacién 3,
caracterizado ademas porque contiene un polinucleétido que comprende una
region variable de la cadena pesada codificada por una secuencia de nucleoétidos

que comprende los nucledtidos 58 a 420 de una secuencia de nucleédtidos
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representada por SEQ ID NO: 54, y una regioén variable de la cadena ligera
codificada por un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que
comprende los nucledtidos 61 a 399 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ [D NO: 64.

7.- El polinucleétido de conformidad con la reivindicacion 3,
caracterizado ademas porque contiene un polinucleétido que comprende una
region variable de la cadena pesada codificada por una secuencia de nucleétidos
que comprende los nucleétidos 58 a 420 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 54, y una regiéon variable de la cadena ligera
codificada por un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que
comprende los nucledtidos 61 a 396 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 66.

8.- El polinucleétido de conformidad con la reivindicacion 3,
caracterizado ademas porque contiene un polinucleétido que comprende una
region variable de la cadena pesada codificada por una secuencia de nucleétidos
que comprende los nucleétidos 58 a 420 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 56, y una regién variable de la cadena ligera
codificada por un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleédtidos que
comprende los nucleétidos 61 a 399 de una secuencia de nucledtidos
representada por SEQ ID NO: 68.

9.- El polinucledtido de conformidad con la reivindicacion 3,
caracterizado ademas porque contiene un polinucleétido que comprende una
region variable de la cadena pesada codificada por una secuencia de nucleétidos
qgue comprende los nucleétidos 58 a 420 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 58, y una regién variable de la cadena ligera
codificada por un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que
comprende los nucledtidos 61 a 399 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 70.

10.- El polinucledtido de conformidad con la reivindicacién 3,
caracterizado ademas porque contiene un polinucieétido que comprende una
regioén variable de la cadena pesada codificada por una secuencia de nucleétidos
que comprende los nucledtidos 58 a 420 de una secuencia de nucledtidos

representada por SEQ ID NO: 98, y una region variable de la cadena ligera
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codificada por un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que
comprende los nucledtidos 61 a 399 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 68.

11.- El polinuciedtido de conformidad con la reivindicacién 3,
caracterizado ademas porque contiene un polinucleétido que comprende una
region variable de la cadena pesada codificada por una secuencia de nucleétidos
que éomprende los nucledtidos 58 a 420 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 100, y una regién variable de la cadena ligera
codificada por un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que
comprende los nucledtidos 61 a 399 de una secuencia de nucledtidos
representada por SEQ ID NO: 68.

12.- E! polinucleétido de conformidad con la reivindicacién 3,
caracterizado ademas porque contiene un polinucledtido que comprende una
region variable de la cadena pesada codificada por una secuencia de nucleotidos
que comprende los nucledtidos 58 a 420 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 98, y una regién variable de la cadena ligera
codificada por un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que
comprende los nucleétidos 61 a 399 de una secuencia de nucledtidos
representada por SEQ ID NO: 102.

13.- El polinucledtido de conformidad con la reivindicacion 3,
caracterizado ademas porque contiene un polinucleétido que comprende una
region variable de la cadena pesada codificada por una secuencia de nucleétidos
que comprende los nucleétidos 58 a 420 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 98, y una regién variable de la cadena ligera
codificada por un polinucledtido que comprende una secuencia de nucleétidos que
comprende los nucledtidos 61 a 399 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 104.

14.- El polinucleétido de conformidad con la reivindicacion 3,
caracterizado ademas porque contiene un polinucleétido que comprende una
regién variable de la cadena pesada codificada por una secuencia de nucleétidos
que comprende los nucleétidos 58 a 1410 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 50, y una regién variable de la cadena ligera

codificada por un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que
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comprende los nucledtidos 61 a 714 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 60.

15.- El polinucleétido de conformidad con la reivindicacién 3,
caracterizado ademas porque contiene un polinucleétido que comprende una
region variable de la cadena pesada codificada por una secuencia de nucleétidos
que comprende los nucleétidos 58 a 1410 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 52, y una regién variable de la cadena ligera
codificada por un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que
comprende los nucledtidos 61 a 714 de una secuencia de nuclebtidos
representada por SEQ ID NO: 62.

16.- El polinucleétido de conformidad con la reivindicacion 3,
caracterizado ademas porque contiene un polinucledtido que comprende una
region variable de la cadena pesada codificada por una secuencia de nucleétidos
que comprende los nucleétidos 58 a 1410 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 54, y una regién variable de la cadena ligera
codificada por un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que
comprende los nucledtidos 61 a 714 de una secuencia de nuclebtidos
representada por SEQ ID NO: 64.

17.- El polinucleétido de conformidad con la reivindicacion 3,
caracterizado ademas porque contiene un polinucleédtido que comprende una
region variable de la cadena pesada codificada por una secuencia de nucleétidos
que comprende los nucledtidos 58 a 1410 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 54, y una region variable de la cadena ligera
codificada por un polinucledtido que comprende una secuencia de nucleétidos que
comprende los nucledtidos 61 a 711 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 66.

18.- El polinucleétido de conformidad con la reivindicacion 3,
caracterizado ademas porque contiene un polinucleédtido que comprende una
region variable de la cadena pesada codificada por una secuencia de nucleétidos
que comprende los nucleétidos 58 a 1410 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 56, y una regidén variable de la cadena ligera
codificada por un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que

comprende los nucledtidos 61 a 714 de una secuencia de nucledtidos
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representada por SEQ ID NO: 68.

19.- El polinucledtido de conformidad con la reivindicacion 3,
caracterizado ademas porque contiene un polinucleétido que comprende una
region variable de la cadena pesada codificada por una secuencia de nucleétidos
que comprende los nucledtidos 58 a 1410 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 58, y una regién variable de la cadena ligera
codificada por un polinucleétido que comprende una secuencia de nuclebtidos que
comprende los nucledtidos 61 a 714 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 70.

20.- El polinucledtido de conformidad con la reivindicacion 3,
caracterizado ademas porque contiene un polinucleétido que comprende una
region variable de la cadena pesada codificada por una secuencia de nucleétidos
que comprende los nucleétidos 58 a 13980 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 98, y una regién variable de la cadena ligera
codificada por un polinucleétido que comprende una secuencia de nucledtidos que
comprende los nucle6tidos 61 a 714 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 68.

21.- El polinucleétido de conformidad con la reivindicacién 3,
caracterizado ademas porque contiene un polinucleétido que comprende una
regidn variable de la cadena pesada codificada por una secuencia de nucleétidos
‘que comprende los nucledtidos 58 a 1398 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 100, y una region variable de la cadena ligera
codificada por un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que
comprende los nucledtidos 61 a 714 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 68.

22.- El polinucleétido de conformidad con la reivindicacién 3,
caracterizado ademas porque contiene un polinucleétido que comprende una
region variable de la cadena pesada codificada por una secuencia de nucleétidos
que comprende los nucledtidos 58 a 1398 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 98, y una regiéon variable de la cadena ligera
codificada por un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que
comprende los nucleétidos 61 a 714 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 102.
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23.- El polinucledtido de conformidad con la reivindicacion 3,
caracterizado ademas porque contiene un polinucleétido que comprende una
region variable de la cadena pesada codificada por una secuencia de nucleétidos
que comprende los nucleétidos 58 a 1398 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 98, y una region variable de la cadena ligera
codificada por un polinucleétido que comprende una secuencia de nucledtidos que
comprende los nucledtidos 61 a 714 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 104.

24.- Un vector, que comprende cualquiera de los polinucleétidos de

conformidad con las reivindicaciones 1 a 23.
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RESUMEN DE LA INVENCION

Se provee una composicion farmacéutica para tratar y/o prevenir el
metabolismo anormal de hueso que dirige una proteina codificada por un gen
fuertemente expresado en osteoclastos;.de manera especifica, se prevé una
composicion farmacéutica que contiene un anticuerpo que reconoce
especificamente Siglec-15 humana y tiene una actividad de inhibir la formacién de

osteoclastos, y similares.
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Figura 4

Actividad de Union (adsobancia a 492mn)

0

0.001

0.01 0.1 1 10

Concentracion de Anticuerpo (p g/ml)

100

.

Anticuerpo monoclonal de rata #1 A {
Anticuerpo monoclonal de rata #3A |
Anticuerpo monoclonal de rata #8A 1
Anticuerpo monoclonal de rata #24 A |
Anticuerpo monoclonal de rata #32A 1
Anticuerpo menoclonal de rata #34A 1
Anticuerpo monoclonal de rata #39A 1
Anticuerpo monoclonal de rata #40A 1
Anticuerpo monoclonal de rata #4 1B |

Anticuerpo monoclonal de rata#61 A 1

IgG de Control de rata

VASTA 4



3A1

Figura 5
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Actividad de TRAP (A405 nm)

Figura 6
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Figura 10
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Figura 13
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Figura 14
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Figura 15
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Figura 16
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Figura 17
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Figura 23
SEQ. ID NO:27: Secuencia de Nucleétidos clonada de cadena pesada #32A1

de rata (region variable + alfa)
ATGAAGTTGTGGTTGAGCTGGATATTCCTTGTTGTTCTTTITCAAAGGTGTGAGGTGTGA

GGTGCAAATTTTGGAGACTGGAGGAGGCTTGGTGAAGCCCGGTGGTTCCCTGAGACT
GTCTTGTGCAACGTCTGGATTCAATTTCAATGATTATTTCATGAACTGGGTCCGTCAGG
CTCCAGAAAAGGGGCTAGAGTGGGTTGCTCAAATAAGGAACAAAATTTATACTTATGC
CACATTTTATGCGGAGTCTTTGGAAGGCAGAGTCACAATCTCACGAGACGATTCCGAA
AGCAGTGTCTACCTGCAAGTGAGCAGTTTAAGAGCTGAAGACACTGCCATTTATTACT
GTACAAGATCCCTAACTGGGGGAGACTACTTTGATTACTGGGGCCAAGGAGTCATGG
TCACAGTCTCCTTAGCTGAAACAACAGCCCCATCTGTCTATCCACTGGCTCCTGGAAC
TGCTCTCAAAAGTAACTCCATGGTGACCCTGGGATGC

Secuencia de senal (1-57), Region variable (58-420), secuencia parcial de
region constante (421-501)

SEQ ID NO:28: Secuencia de aminoacidos codificada por cadena pesada
#32A1 (region variable + alfa) clonada de rata
MKLWLSWIFLVVLFKGVRCEVQILETGGGLVKPGGSLRLSCATSGFNFNDYFMNWVRQA
PEKGLEWVAQIRNKIYTYATFYAESLEGRVTISRDDSESSVYLQVSSLRAEDTAIYYCTRSL
TGGDYFDYWGQGVMVTVSLAETTAPSVYPLAPGTALKSNSMVTLGC

Secuencia de senal (1-19), Regién variable (20-140), Secuencia parcial de
region constante (141-167)

[
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Figura 24

SEQ ID NO:29: Secuencia de nuclettidos de cadena ligera de #32A1
de rata (Region variable + alfa)
ATGGAGACAGACAGACTCCTGCTATGGGCACTGCTGCTCTGGGTTCCAGGCTCCACT
GGTGACATTGTCTTGACCCAGTCTCCTGCTTTGGCTGTGTCTCTAGGGCAGAGGGCC
ACAATCTCCTGTAGGGCCAGCCAAAGTGTCACTATTTCTGGATATAGTTTTATACACTG
GTACCAACAGAAACCAGGACAGCAACCCAGACTCCTCATCTATCGTGCATCCAACCTA
GCCTCTGGGATCCCGGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACCCTC
ACCATCAATCCTGTGCAGGCTGATGATATTGCAACCTATTTCTGTCAGCAGAGTAGGA
AATCTCCGTGGACGTTCGCTGGAGGCACCAAGCTGGAATTGAGACGGGCTGATGCTG
CACCAACTGTATCT

Secuencia de sefal (1-60), Region variable (61-396), Secuencia parcial de
region constante (397-417)

SEQ ID NO:30: Secuencia de aminoacidos codificada por cadena ligera de
#32A1 clonada de rata (Region variable + alfa)
METDRLLLWALLLWVPGSTGDIVLTQSPALAVSLGQRATISCRASQSVTISGYSFIKWYQQ

KPGQQPRLLIYRASNLASGIPARFSGSGSGTDFTLTINPVQADDIATYFCQQSRKSPWTFA
GGTKLELRRADAAPTVS

Secuencia de senal (1-20), Region variable (21-132), Secuencia parcial de
region constante (133-139)
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Figura 25
SEQ ID NO:40; Secuencia de nucleétidos de cadena pesada de anticuerpo quimérico humano #32A1

ATGAAACACCTGTGGTTCTTCCTCCTGCTGGTGGCAGCTCCCAGATGGGTGCTGAGC
GAGGTGCAAATTTTGGAGACTGGAGGAGGCTTGGTGAAGCCCGGTGGTTCCCTGAGA
CTGTCTTGTGCAACGTCTGGATTCAATTTCAATGATTATTTCATGAACTGGGTCCGTCA
GGCTCCAGAAAAGGGGCTAGAGTGGGTTGCTCAAATAAGGAACAAAATTTATACTTAT
GCCACATTTTATGCGGAGTCTTTGGAAGGCAGAGTCACAATCTCACGAGACGATTCCG
AAAGCAGTGTCTACCTGCAAGTGAGCAGTTTAAGAGCTGAAGACACTGCCATTTATTA
CTGTACAAGATCCCTAACTGGGGGAGACTACTTTGATTACTGGGGCCAAGGAGTCATG
GTCACAGTCAGCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCAAGCGTCTTCCCCCTGGCACCCTCC
TCCAAGAGCACCTCTGGCGGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTC
CCCGAACCCGTGACCGTGAGCTGBAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACAC
CTTCCCCGCTGTCCTGCAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGT
GCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAG
CAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGC
CCACCCTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCCTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCA
AAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTG
GACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGA
GGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCCCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGGG
TGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGT
GCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCA
AAGGCCAGCCCCGGGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATG
ACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATC
GCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCTCC
CGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAG
CAGGTGGCAGCAGGGCAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAA
CCACTACACCCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCCGGCAAATGA
Secuencia de senal (1-57), Region variable (58-420), Region constante (421-
1413, incluyendo coddn de detencion)

SEQ ID NO:41: Secuencia de aminoacidos de cadena pesada de anticuerpo quimérico humano #32A1
MKHLWFFLLLVAAPRWVLSEVQILETGGGLVKPGGSLRLSCATSGFNFNDYFMNWVRQA
PEKGLEWVAQIRNKIYTYATFYAESLEGRVTISRDDSESSVYLQVSSLRAEDTAIYYCTRSL
TGGDYFDYWGQGVMYTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEP
KSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
Secuencia de senal (1-19), Regidn variable (20-140), Region constante (141-
470)
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Figura 26
SEQ ID NO:42: Secuencia de nucleotidos de cadena ligera de anticuerpo

quimerico humano #32A1
ATGGTGCTGCAGACCCAGGTGTTCATCTCCCTGCTGCTGTGGATCTCCGGCGCATAT

GGCGACATTGTCTTGACCCAGTCTCCTGCTTTGGCTGTGTCTCTAGGGCAGAGGGCC
ACAATCTCCTGTAGGGCCAGCCAAAGTGTCACTATTTCTGGATATAGTTTTATACACTG
GTACCAACAGAAACCAGGACAGCAACCCAGACTCCTCATCTATCGTGCATCCAACCTA
GCCTCTGGGATCCCGGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACCCTC
ACCATCAATCCTGTGCAGGCTGATGATATTGCAACCTATTTCTGTCAGCAGAGTAGGA
AATCTCCGTGGACGTTCGCTGGAGGCACCAAGCTGGAATTGAGACGTACGGTGGCCG
CCCCCTCCGTGTTCATCTTCCCCCCCTCCGACGAGCAGCTGAAGTCCGGCACCGCCT
CCGTGGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTACCCCAGAGAGGCCAAGGTGCAGTGGAAGG
TGGACAACGCCCTGCAGTCCGGGAACTCCCAGGAGAGCGTGACCGAGCAGGACAGC
AAGGACAGCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAAAGCCGACTACGAG
AAGCACAAGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGAGCTCCCCCGTCAC
CAAGAGCTTCAACAGGGGGGAGTGTTAG

Secuencia de senal (1-60), Regién variable (61-396), Region constante (397-
714, incluyendo codon de detencién)

SEQ ID NO: 43: Secuencia de aminoacidos de cadena ligera de anticuerpo

quimérico humano #32A1
MVLOTQVFISLLLWISGAYGDIVLTQSPALAVSLGQRATISCRASQSVTISGYSFIHWYQQK

PGQQOPRLLIYRASNLASGIPARFSGSGSGTDFTLTINPVQADDIATYFCQQASRKSPWTFAG
GTKLELRRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Secuencia de sefial (1-20), Region variable (21-132), Region constante (133-
237)



27/57

Figura 27

SEQ ID NO:50: Secuencia de nucledtidos de h#32A1-T1H
ATGARACACCTGTGGTTCTTCCTCCTGCTGGTGGCAGCTCCCAGATGGGTGCTGAGCGAGGTGC
ARCTGGTGGAGAGCGGCGECGGACTTGTGCARCCTGGCGGCTCCCTGAGACTTAGCTGTGCCEE
CTCCGGCTTCAACTTCARCGACTACTTCATGAAC TGGGTGAGACAAGCCCCTGGCAAGGGCCTS
GAGTGGGTGGCCCAAATCAGARACAAGATC TACACCTACGCCACCTTCTACGCCGAGAGECTTG
AGGGCAGATTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGARCAGCCTGTACCTTCARATGAACTCCCT
GAGAGCCGAGGACACCGCOGTGTACTACTGTGCCAGARGCCTTACCGGCGGCGACTACTTCGAC
TACTGGGGCCAAGGCACCCTGGTGACCGTGAGCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCARGCGTCTTEC
CCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGCGGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTCARGGA
CTACTTCCCCGAACCCGTGACCGTGAGCTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACRCC
TTCCCCGETGTCCTGCAGTCCTCAGGACTC TACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCA
GCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACCTGAATCACARGCCCAGCARCACCAAGGETGGA
CAAGAGAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACARRACTCACACATGCCCACCCTGCCCAGCACCTGAA
CTCCTGGGGGGACCCTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCARAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCC
GGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGT TCAA
CTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCCCGGGAGGAGCAGTACAAC
AGCACGTACCGGGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGARTGGCAAGGAGT
ACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGARRRCCATCTCCARNGCCAA
AGGCCAGCCCCGGGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAAC
CAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGC TTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGA
GCAATGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTT
CTTCCTCTACAGCARGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGT GGCAGCAGGGCAACGTCTTCTCATGE
TCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACCCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCCGGCA
AR

Secuencia de senal (1-57), Regidn variable (58-420), Region constante (421-
1410)

SEQ ID NO:51: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T1H
MKHLWEFLLLVAAPRAVLSEVOLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFNFNDY FMNWVRQAPGKGL

EWVAQIRNKIYTYATFYAESTLEGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARSLTGGDYFD
YWGQGTLYTVSSASTKGPSVFPLAPSSKS TSGGTARLGCLVKDY FPEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPE
LLGGPSVFLFEPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVENAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKN
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFELY SKLTVDKSRWQQGNVFSC
SVMHEALHNEYTQKSLSLEPGK

Secuencia de senal (1-19), Region variable (20-140), Region constante (141-

470)
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Figura 28

SEQ ID NO:52: Secuencia de nucleotidos de h#32A1-T2H
hTGAﬁACACCTGTGGTTCTT”CTCCTGCTGG?GGCAGCTCCCAGATGGGTGCTGAGCGAGGTGC
AACTGGTGGAGACCGGCGGCGGAC TGGTGCAARCC TGGCGGCTCCCTGAGACTGAGCTGTGCCGL
CTCCGGCTTCAACTTCARCGACTACTTCATGAACTGEGTGAGACAAGCCCCTGAGARGGGCCTG
GAGTGGGTGGCCCAAATCAGAAACAAGATC TACACCTACGCCACCT TCTACGCCGAGAGCCTGE
AGGGCAGAGTGACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACAGCCTGTACCTGCAARTGTCCTCCCT
GAGAGCCGAGGACACCGCCSTGTACTACTGTGCCAGARAGCCTGACCGGCGGCGACTACTTCGAC
P ACTGGGGCCAAGGCACCCTGGTGACCGTGAGC TCAGCCTCCACCAAGGGCCCARGCGTCTTCC
CCCTGGCACCCTCCTCCARGAGCACC TCTGGCGGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGA
CTACTTCCCCGAACCCGTGACCGTGAGC TGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACT
TTCCCCGCTGTCCTGCAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCA
GCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCARGGTGGA
CAAGAGAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCCTGCCCAGCACCTGAA
CTCCTGGGGGGACCCTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCARAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCC
GGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTCGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCARGTTCAA
CTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCARGACAAAGCCCCGGGAGGAGCAGTACRAC
AGCACGTACCGEGTGGTCAGCETCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGARTGGCAAGGAGT
ACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGRRAACCATCTCCARAGCCAA
AGGCCAGCCCCGGGAACCACAGGTGTACACCLTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGART
CAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCARAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGCGAGA
GCAATGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTT
CTTCCTCTACAGCARGCTCACCGTGGACAAGAGCAGETGGCAGCAGGGCAACGTCTTCTCATGC
TCCGTGATGCATGAGSCTCTGCACAACCACTACACCCAGAAGﬁGCCTCTCCCTGTCTCCCGGCA
AR

Secuencia de sefial (1-57), Region variable (58-420), Region constante (421-
1410)

SEQ ID NO:53: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T2H
¥KHLWEFLLLVAAPRWVLSEVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNENDY FMNWVRQAPEKGL
EWVAQTRNKIYTYATFYAESLEGRVTISRONAKNSLYLGMSSLRAEDTAVYYCARSLTGGDYFD
YHGQGTLVTVSSASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY FPEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPE
LLGGPSVFLFPPKPKDTLMiSRT?EVTCVV?SVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEOYN
STYRVVSVLTVLHODWLNGKE Y KCKVSNKALPAPIEKT I SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKN
OVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPYLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVESC
SVMHEALHNEYTQKSLSLSPGK

4S$§uencia de senal (1-19), Region variable (20-140), Region constante (141-
)
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Figura 29

SEQ ID NO:54: Secuencia de nucleotidos de h#32A1-T3H
ATGAAACACCTGTGGTTCTICCTCCTGCTGGTGGCAGCTCCCAGATGGGTGCTGAGCGAGGTEC
AGATCGTGGAGAGCGGCGGCGGACT TGTGCAGCCTGGCGGCTCCCTGAGACTTAGCTGTGCCAC
CTCCGGCTTC&%CTTCMCGACTACTTCR'.-"G.I\ACTGG TGAGACAGGCCCCTGRGAAGGGCCTG
GAGTGEGTGGCCCAGATCAGAAACARGATCTACACCTACGCCACCTTCTACGCCGAGAGCCTTG
AGGGCAGAGTGACCATCTCCAGAGACGACAGCGAGTCCAGCGTGTACCTTCAGATGTCCAGCET
GAGAGCCGAGGACACCGCCGTETACTACTGTACCAGAAGCCTTACCGGCGGCGACTACTTCCAC
TACTGEGGCCAGGGCACCCTGGTGACCGTGAGCTCAGCCTCCACCARGEGCCCAAGEGTCTTCE
CCCTGGCACCCTCCTCCARGAGCACCTCTGGCGGCACAGCCGCCCTGGECTGCCTGGTCARGGA
CTACTTCCCCGAACCCGTGACCGTGAGCTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCSTGCACACE
TTCCCCGCTGTCCTGCAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCSTGGTCACCGTGCCCTCTA
GCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATC TGCARCGTGAATCACARGCCCAGCAACACCAAGGTGGA
CMGA@GTTGAGCCCAAATC’.‘-‘TGTGACA}U\.RCTCACACATGCCCACCCTGCCCAGCACCTGAA
CTCCTGEGGGGACCCTCAGTCTTCCTCT TCCCCCCARAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCC
GGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGT TCAR
CTGGTACCTGGACGGCSTGGAGGTGCATARTGCCARGACAARGCCCCGGEAGGAGCAGTACAAC
ACCACGTACCGAGTGETCAGCETCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGC TGARTGCCAAGCAGT
ACAAGTGCAAGGTCTCCAACARAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGARAACCATCTCCARAGCCAR
AGGCCAGCCCCGGGAACCACAGETGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCARGARC
CAGGTCAGCCTGACCTGCCTGOTCARAGECTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGA
GCAATGECCAGCCCSAGRACARCTACANGACCACCCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTT
CTTCCTCTACAGCARGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGCAACGTCTTCTCATGE
TCCGTGATGCATGAGGC TCTGCACARCCACTACACCCAGARGAGCCTCTCCCTGTCTCCCGGLA
RA

?f;:gencia de sefal (1-57), Region variable (58-420), Region constante (421-
)

SEQ ID NO:55: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T3H
MKHLWFFLLLVAAPRWVLSEVQIVE GGGI.VQPGGSLRLSCATSGFNE‘NDYE‘MNWVRQAFEKGL
E!WVAOIRNKI‘:"T"."ATFYAF:SLEGRVTZSRDDEESSVYLQMSSLRAEDTAVYYCTRSLTGGDYFD
YWGOGTLVTVSSASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY FPEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLOSSGLYSLSSVVTVRSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPE
LLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAP LEKTI SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKN
OVSLTCLVKGEY PSDTAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRAQQGNVESC
SYMHEALHNAYTOKSLSLSPGK

f%;;.:encia de sefal (1-19), Regidn variable (20-140), Region constante (141-
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Figura 30

SEQ ID NO:56: Secuencia de nucledtidos de h#32A1-T5H
ATGAAACACCTGTGGTTCTTCCTCCTGCTGETGGCAGCTCCCAGATGGGTGCTGAGCGAGGTGE
AGGTGGTGGAGAGCGGCGGCGEACTTGTGCAGCCTGGCGECTCCCTGAGACTTAGCTGTGCCAC
CTCCGGCTTCAACTTCAACGACTACTTCATGARCTGGGTGAGACAGGCCCCTGGCAAGGGCCTG
GAGTGGGTGGCCCAGATCAGAAACAAGATCTACACCTACGCCACCTTCTACGCCGAGAGCCTTG
AGGGCAGATTCACCATCTCCAGAGACAACAGCARGTCCACCGTGTACCTTCAGATGAACTCCCT
GAGAGCCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGTACCAGAAGCCTTACCGGCGGCGACTACTTCGAC
TACTGGGGCCAGGGECACCCTGETCACCGTGAGCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCAAGCGTCTTCC
CCCTGGCACCCTCCTCCARGAGCACCTCTGGCGGECACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGA
CTACTTCCCCGAACCCGTGACCGTGAGCTGGAAC TCAGGCGCTCTGACCAGCGGCGTGCACACT
TTCCCCGCTGTCCTGCAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCA
GCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATC TGCAACGTGARTCACAAGCCCAGCARCACCAAGGTGGA
CAAGAGAGTTGAGCCCAAATC TTGTGACARAACTCACACATGCCCACCCTGCCCAGCACCTGAA
CTCCTGGGGGGACCCTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCARRACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCC
GGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGT TCAA
CTGGTACGTGGACCECCTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCCCGGGAGGAGCAGTACAAC
AGCACGTACCGGGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGC TGAATGGCAAGGAGT
ACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAA
AGGCCAGCCCCGGGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAAC
CAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCARRGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGA
GCAATGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTT
CTTCCTCTACAGCARGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGCAACGTCTTCTCATGC
TCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACCCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCCGGCA
AR

Secuencia de senal (1-57), Region variable (58-420), Region constante (421-

1410)

SEQ ID NO:57: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T5H
MKHLWEFLLLVAAPRWVLSEVQVVESGGGLVOPGGSLRLSCATSGFNFNDY FUNWVRQAPGKGL
EWVAQIRNKIYTYATFYARSLEGRFTISRDNSKSTVYLQMNSLRAEDTAVYYCTRSLTGGDYFD
YWGOGTLVTVSSASTKGRSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY FPEPVTVSWNSGALTSGVHT
TPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKYDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPE
LLGGPSVFLFEPXPKDTLMI SRTEEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVENAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKE YKCKVSNKALPAPTEKTI SKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKN
QVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWOQGNVESC
SVMHEALENHYTQXSLSLSPGK

Secuencia de seial (1-19), Region variable (20-140), Regién constante (141-

470)

D
e
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SEQ ID NO:58: Secuencia de nucleotidos de h#32A1-T6H

ATGAAACACCTGTGGTTCTTCCTCCTGCTGGTGGCAGCTCCCAGATGGETGCTGAGCGAGGTGT
AGGTGGTGGAGAGCGGCGGCGGACTTGTGCAGCCTEGCGGCTCCCTGAGACTTAGCTGTGCCAC
CTCCGGCTTCARCTTCAACGACTACTTCATGAACTGGGTGAGACAGGCCCCTGAGAAGGGCCTG
CAGTGOGTCECCCAGATCAGAAACARGATCTACACCTACGCCACCTTCTACGCCGAGAGCCTTG
AGGGCAGAGTGACCATCTCCAGAGACAACAGCAAGTCCACCGTGTACCTTCAGATGTCCAGCCT
TAGAGCCGAGGACACCGCCETGTACTACTGTACCAGAAGCCTTACCGGCGGCGACTACTTCGAC
TACTGGGGCCAGGGCACCCTTGTGACAGTGAGCTCAGCCTCCACCARGGGCCCARGCGTCTTCC
CCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGCGGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTCARGGA
CTACTTCCCCGAACCCGTGACCGTGAGCTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACT
TTCCCCGCTGTCCTGCAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCA
GCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCANGGTGGA
CAAGAGAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCCTGCCCAGCACCTGAA
CTCCTGGGGGGACCCTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCARRACCCARGGACACCCTCATGATCTCCC
GGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCARGTTCAA
CTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACARAGCCCCGGGAGGAGCAGTACANC
AGCACGTACCGGGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGARTGGCAAGGAGT
ACAAGTGCAAGGTCTCCAACARAGCCCTCCCAGCCCCCATCCGAGARARCCATCTCCAAAGCCAA
AGGCCAGCCCCGGGARCCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAAC
CAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAARGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGA
GCAATGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCSTT
CTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGEGCAACGTCTTCTCATGC
TCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACCCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCCGGCA
AA

Secuencia de sefial (1-57), Region variable (58-420), Region constante (421-
1410)

SEQ ID NO:59: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T6H
MKHLWFFLLLVAAPRWVLSEVQVVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGFNENDY FMNWVRQAPEKGL
EWVAQIRNKIYTYATFYAESLEGRVTISRONSKSTVYLQMSSLRAEDTAVYYCTRSLTGGDYFD
YWGOGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY FEEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCOKTHTCFPCPAFE
LLGGESVFLFPPKPKDTILMI SRTPEVTCVVVDVSEEDPEVKENW Y VDGVEVENAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTTSKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKN
QVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRIWQQGNVFSC
SVMHEALHNHYTOKSLSLSPGK

Secuencia de senal (1-19), Region variable (20-140), Regién constante (141-
470)
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SEQ ID NO:60: Secuencia de nucledtidos de h#32A1-T1L
ATGGTGCTGCAGACCCAGGTGTTCATCTCCCTGCTGCTGTGGATCTCCGGCGCATATGGCGACA
TCGTGATGACCCAGAGCCCTGACTCCCTTGCCGTGTCCCTGGGCCAGAGAGCCACCATCAACTG
TAGAGCCTCCCAGAGCGTGACCATCTCCGGCTACAGCTTCATCCACTCGTACCAGCAGARGCCT
GGCCAGCCTCCTAAGCTTCTGATC TACAGAGCC TCCAACCTTGCCAGCGGCGTGCCTGCCAGAT
TCTCCGECAGCGGCTCCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCAGC TCCCTTCAGGCCGAGGACGT
GGCCGTGTACTACTGTCAGCAGAGCAGRAAGTCCCCTTGGACCT TCGGCGGCGGCACCARGGTG
GAGATCAAGCGTACGETGGCCGCCCCCTCCGTGTTCATCTTCCCCCCCTCCGACGAGCAGCTGA
AGTCCGGCACCGCCTCCGTGGTETGCCTGCTGAATARCTTCTRACCCCAGAGAGGCCAAGGTGCA
GTGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGTCCGGGARCTCCCAGGAGAGCGTGACCGAGCAGGACAGT
AMGGACAGCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCARAGCCGACTACGAGAAGCACA
AGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCC TGAGCTCCCCCGTCACCAAGAGCTTCAACAG
GGGGGAGTGT

Secuencia de sefal (1-60), Region variable (61-399), Region constante (400-
714)

SEQ ID NO:61: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T1L
MVLOTQVFISLLLWI SGAYGDIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASQSVTISGYSFIHWYQQKP
GQPPKLLIYRASNLASGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCQOSRKSPWTFGGGTXKV
EIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAXVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKS FNRGEC

Secuencia de senal (1-20), Regidn variable (21-133), Region constante (134-
238)
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SEQ ID NO:62: Secuencia de nucleotidos de h#32A1-T2L
ATGGTGCTGCAGACCCAGGTGTTCATCTCCCTGCTGCTGTGGATCTCCGGCGCATATGGCGACH
TCGTGATGACCTAGAGCCCTGACTCCCTTGCCGTGTCCCTGGGCGAGAGAGCCACCATCAGCTG
TAGAGCCTCCCAGAGCGTGACCATCTCCGGCTACAGCTTCATCCACTGGTACCAGCAGARGCT
GGCCAGCCTCCTAGACTTCTGATCTACAGAGCCTCCARCC TTGCCAGCGGCGTGCCTGCCAGAT
TCTCCGGCAGCGGCTCCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCAGCTCCCTTCAGGCCGAGGACGT
GGCCGTGTACTTCTGTCAGCAGAGCAGAAAGTCCCCTTEGACCTTCGCCGGCGGCACCARGGTG
GAGATCAAGCGTACGGTGGCCGCCCCCTCCGTGTTCATCT TCCCCCCCTCCGACGAGCAGCTGA
AGTCCGECACCGCCTCCGTGGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTACCCCAGAGAGGCCAAGGTGCA
GTGGAAGGTCGACAACGCCCTGCAGTCCGGGAACTCCCAGGAGAGCGTGACCGAGCAGGACAGE
ABGGACAGCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAARGCCGACTACGAGAAGCACA
AGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGAGCTCCCCCGTCACCARGAGCTTCARCAG
GGGGGAGTGT

Secuencia de senal (1-60), Reqgion variable (61-399), Region constante (400-
714)

SEQ ID NO:63: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T2L
MVLOTOVFISLLLWISGAYGDIVMTQSPDSLAVSLGERATISCRASQSVTISGYSFIHWYQQKP
GQPPRLLIYRASNLASGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYFCQQSRKS PWTFAGGTKY
EIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREAKVOWKVDNALOSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEXHKVYACEVTHQGLSSPVTXSFNRGEC

Secuencia de sefal (1-20), Regién variable (21-133), Regién constante (134-
238)
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SEQ ID NO:64: Secuencia de nucledtidos de h#32A1-T3L
ATGGTGCTGCAGACCCAGGTGTTCATCTCCC?GCTGCTGTGGATCTCCGGCGCATATGGCGACA
TCGTGCTTACCCRGAGCCCTGACTCCCTTGCCGTG?CCCTGGGCGAGAGAGCCACCATCAGCT-
TAGAGCCTCCCAGAGCGTGACCATCTCCGGCTACAGLTTCATCCACTGGTACCAGCAGAAGCCT
GGCCAGCAGCCTAGACTTCTGATCTACAGAGCCTCCARCCTTGCC&GCGGCATCCCTGCCAGAT
TCTCCGGCAGCGGCTCCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCAGC TCCCTTCAGGCCGAGGACGT
GGCCACCTACTTCTG?CAGCAGRGCAGAAAGTCCCCTTGGACCTTCGCCGGCGGCACCAAGGTG
GAGATCAAGCGTACGGTGGCCGCCCCCTCCGTGTTCATCTTCCCCCCC?CCGACGAGCRGCTGA
AGTCCGGCACCGCCTCCGTGGTGTGCCTGCTGAATRACTTCTACCCCRGHGAGGCCA&GGTGCA
GTGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGTCCGGGAACTCCCAGGAGAGCGTGACCGAGCAGGACRGC
ARGGACAGCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAANGCCCACTACGAGRAGCACA
AGGTS?ACGCCTGCGAGGTGRCCCACCAGGGCCTGAGCTCCCCCGTCACCAAGAGCTTCARCAG
GGGGGAGTGT

Secuencia de senal (1-60), Region variable (61-399), Region constante (400-
714)

SEQ ID NO:65: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T3L
MVLOTQVFTSLLLWISGAYGDIVLTQSPDS LAVSLGERATISCRASQSVTISGYSFIHWYQQOKP
GOQPRLLIYRASNLASGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVATYFCQQSRKSPWTFAGGTKY
ETKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTEQOGLSSPVTKSFNRGEC

Secuencia de senal (1-20), Region variable (21-133), Region constante (134-
238)
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SEQ ID NO:66: Secuencia de nucleotidos de h#32A1-T4L
ATGGTGCTGCAGACCCAGGTGTTCATCTCCCTGCTGCTGTGGATCTCCGGCGCATATGGCGACA
TCGTGCTTACCCAGAGCCCTGCOCTTGCCGTGTCCCTGGGCGAGAGAGCCACCATCAGCTGTAG
AGCCTCCCAGAGCGTGACCATCTCCGGCTACAGCTTCATCCACTGGTACCAGCAGARGCCTGGE
CAGCAGCCTAGACTTCTGATCTACAGAGCCTCCARCCT TGCCAGCGGCATCCCTGCCAGATTCT
CCGGEAGCGGCTCCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCAGCTCCCTTCAGGCCGAGGACGTGGE
CACCTACTTCTGTCAGCAGAGCAGAAAGTCCCCTTGGACCTTCGCCGGCGGCACCAAGCTGGAG
ATCAAGCGTACGGTGGCCGCCCCCTCCGTGTTCATCT TCCCCCCCTCCGACGAGCAGCTGAAGT
CCGGCACCGCCTCCGTGGTGTGCCTGCTCGAATAACTTCTACCCCAGAGAGGCCAAGGTGCAGTG
GAAGGTGGACAACGCCCTGCAGTCCGGGARCTCCCAGGAGAGCGTGACCGAGCAGGACAGCARG
GACAGCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCARAGCCGACTACGAGARGCACAAGS
TGTACGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGAGCTCCCCCGTCACCARGAGCTTCARCAGGGS
GGAGTGT

Secuencia de sefal (1-60), Region variable (61-396), Region constante (400-
711)

SEQ ID NO:67: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T4L
MVLOTQVFISLLLWISGAYGDIVLTQSPALAVSLGERATISCRASQSVTISGYSFIHWYQQKPG

OOPRLLIYRASNLASGIPARFSGSGSGTDFTLTISSTLQAEDVATYFCQOSRKSPWTFAGGTKLE
IXRTVAAPSVFITPPSDEQLKSGTASVVCLINNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSK
DSTYSLSSTLTLSKADYEXKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

Secuencia de senal (1-20), Region variable (21-132), Region constante (133-
237)
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SEQ ID NO:68: Secuencia de nucleotidos de h#32A1-T5L
ATGGTGCTGCAGACCCAGGTGT TCATCTCCCTGC TGCTGTGRATCTCCGGCGCATATGGCGACA

TCGTGCTTACCCRAGAGCCCTGACTCCCTTGCCETGTCCCTGGGCGAGAGAGCCACCATCAACTG
TAGAGCCTCCCAGAGCGTGACCATCTCCGGCTACAGCTTCATCCACTGCTACCAGCAGAAGCCT
GGCCAGCCTCCTAAGCTTCTGATCTACAGAGCCTCCAACCTTGCCAGCGGCATCCCTGCCAGAT
TCTCCGGCAGCGGCTCCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCAGCTCCCTTCAGGCCGAGGACGT
GGCCACCTACTACTGTCAGCAGAGCAGAAAGTCCCCTTGGACCT TCGGCCAGGGCACCAAGGTG
GAGATCAAGCGTACGGTGGCCGCCCCCTCCGTETTCATCTTCCCCCCCTCCGACGAGCAGCTGA
AGTCCGGCACCGCCTCCGTGGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTACCCCAGAGRAGGCCARGGTGCA
GTGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGTCCGGGARCTCCCAGGAGAGCCTCGACCGAGCAGGACAGC
AAGGACAGCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAANGCCGACTACGAGAAGCACA
AGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGAGCTCCCCCGTCACCARGAGCTTCAACAG
GGGGGAGTGT

Secuencia de sefal (1-60), Region variable (61-399), Region constante (400-

714)

SEQ ID NO:69: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T5L

MVLQTOVFT SLLLWISGAYGDIVLTQSPDSLAVSLGERATINCRASQSVTISGYSFIHWYQQKP
GOPPKLLIYRASNLASGI PARFSGSGSGTOFTLTISSLOAEDVATY YCQOSRKS PHTFGQGTKY
EIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDES
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

Secuencia de senal (1-20), Region variable (21-133), Regién constante (134-

238)
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SEQ ID NO:70: Secuencia de nucleotidos de h#32A1-T6L
ATGGTCCTGCAGACCCAGGTGTTCATCTCCCTGCTGCTGTGGATCTCCGGCGCATATGGCGACA
TCGTGCTTACCCAGAGCCCTGACTCCCTTGCCGTGTCCCTGGECGAGAGAGCCACCATCAGETG
TAGAGCCTCCCAGAGCGTGACCATCTCCGGCTACAGCT TCATCCACTGGTACCAGCAGRAGCCT
GGCCAGCCTCCTAGACTGCTGATCTACAGAGCCTCCAACCT TGCCAGCGGCATCCCTGCCAGAT
TCTCCGGCAGCGGCTCCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCAGCTCCCT TCAGGCCGAGGACGT
GGCCACCTACTTCTGTCAGCAGAGCAGAAAGTCCCC TTGGACSTTCGCCGGCGGCACCAAGGTG
GAGATCAAGCGTACGGTGGCCGCCCCCTCCGTGTTCATCTTCCCCCCCTCCGACGAGCAGCTGA
AGTCCGGCACCGCCTCCGTGETGTGCCTGCTGAATAACTTC TACCCCAGAGAGGCCAAGGTGCA
GTGGAAGGTGGACRACGCCCTGCAGTCCGGGAACTCCCAGGAGAGCGTGACCGAGCAGGACAGE
AAGGACAGCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCARAGCCGACTACGAGAAGCACA
AGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGAGCTCCCCCGTCACCAAGAGCTTCAACAG
GGGGGAGTGT

Secuencia de sefal (1-60), Region variable (61-399), Region constante (400-
714)

SEQ ID NO:71: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T6L
MVLOTOVFISLLLWISGAYGDTVLTQSPDSLAVSLGERATISCRASQSVTISGYSFIHWYQCKP
GOPPRLLIYRASNLASGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVATY FCQQSRKSPHTFAGGTKY
EIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEY PREAKVQWKVDNALOSGNSRESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Secuencia de senal (1-20), Regioén variable (21-133), Regidn constante (134-
238)
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SEQ ID NO:72: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T7H
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCARSGFNENDY FMNWVROAPEKGLEWVAQIRNKIYTYATEYAE
SLEGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARSLTGGDYFDYWGQGTLVTVSSASTKGPS
VEPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTOTY ICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCOKTRTCGPPCPAPELLGGPSVFLEPPKPKDTLM
ISRTPEVTCVVVDVSEEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTXKPREEQYNS TYRVVSVLTVLEQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNOVSLTCLVKGEYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSOGSFFLYSKLTVDKSRHQQGNVFSCSVMEEALHNEY TQKSLSLS
PGK

Region variable (1-121), Region constante (122-451)

SEQ ID NO:73: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T8H
EVCOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNFNDY FMNNVRQAPGKGLEWVAQIRNKIY TYATFYAE
SLEGRVTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARSLTGGDYFDYWGQGTLVTVSSASTKGPS
VFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEEVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTOTY ICNVNEKPSNTKVDKRVE PKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEPPKPKDTLM
ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLEQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALENHY TQKSLSLS
PGK
Region variable (1-121), Region constante (122-451)

SEQ ID NO:74: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T9H
EVQLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGENENDY FMNWVRQAPGKGLEWVAQIRNKIYTYARTFYAE
SLEGRETISRDNAKNSLYLOMSSLRAEDTAVYYCARSLTGGDY FDYWGOGTLVTVSSASTKGPS
VEPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTOTY ICNVNEKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEPPKPKDTLM
ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
XEYXCKVSNKALPAPTEKTTSKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLS
PGK

Region variable (1-121), Regién constante (122-451)
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SEQ ID NO:75: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T10H

EVQLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFNENDY FMNWVRQAPEKGLEWVAQTRNKI YTYATFYAR
SLEGRVTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARSLTGGDYFDYWGQGTLVTVSSASTKGPS
VEPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY FPEPVTVSWNSGALTSGVRTFPAVLOSSGLYSLESVVTV
PSSSLGTOTYICNVNHKPSNTKVDKRVE PKSCOKTHTCPPCPAPELLGGPSVELFPPKPKDT LY
ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTI SKAKGQPRE PQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNHY TQXSLSLS
PGK

Region variable (1-121), Region constante (122-451)

SEQ ID NO:76: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T11H
EVQLVESGGGLVOPGGSLRLSCAARSGFNENDY FMNWVRQAPEKGLEWVAQTIRNKIYTYATEYAE
SLEGRETISRDNAKNSLYLOMSSLRAEDTAVYYCARSLTGGDY FOYWGQGTLVTVSSASTKGPS
VFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTOTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTRTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLM
ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWY VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNXALPAPIEKTI SKAKGOPREPQVYT.PPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKT TPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWCQGNVESCSVMHEALHNHY TQKSLSLS
PGK

Region variable (1-121), Regidn constante (122-451)

SEQ ID NO:77: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T12H
EVQLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFNFNDY FMNWVROAPGKGLEWVAQIRNKIYTYATTYAE
SLEGRVTISRDNAKNSLYLOMSSLRAEDTAVYYCARSLTGGDYFDYWGQGTLYTVSSASTKGPS
VFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY P PEPVTYSWNSGALTSGYHT FPAVLOSSGLYSLESVVTV
PSSSLGTOTY ICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPC PAPELLGGPSVFLEPPKPKDTLM
ISRTPEVTCYVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREECYNSTYRVVSVLTVLEQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTI SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNUFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLS
PGK

Region variable (1-121), Regién constante (122-451)

R
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SEQ ID NO:78: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T7L
DIVMTQSPDSLAVSLGERATISCRASQSVTISGYSFIHWYQQKPGQPPKLLT YRASNLASGVPA
RFSGSG3GTOFTLTISSLOAEDVAVY YCOOSRKS PHWTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSOEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHOGLSSPVTIKSFNRGEC

Region variable (1-113), Regién constante (114 218)

SEQ ID NO:79: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T8L
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASQSVTISGYSFIHWYQQXPGQPPRLLTYRASNLASGVPA
RFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCCQSRKS PRTFGGGTXVET KRTVARPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHOGLSSPVTKSENRGEC

Region variable (1-113), Region constante (114-218)

SEQ ID NO:80: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T9L
DIVMTOSPDSLAVSLGERATINCRASQSVTISGYSEIHWYQOKPGOPPKLLI YRASNLASGVPA
RFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVY FCOQSRKSPWTFGGGTKVETKRTVAAPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALOSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC

Region variable (1-113), Regién constante (114-218)

SEQ ID NO:81: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T10L

DTVMTQS PDSLAVSLGERATINCRASQSVTISGYSFTHWYQQKPGOPPKLLI YRASNLASGVPA
RFSGSGSGIDFTLTISSLOAEDVAVYYCQQSRKSPUTFAGGTKVEIKRTVAAPSVFIEPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Region variable (1-113), Region constante (114-218

SEQ ID NO:82: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-11L

DIVMTQS PDSLAVSLGERATISCRASQSVTISGYSFTHWYQOKPGQPPRLLI YRASNLASGVPA
RFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVY YCQOSRKS PWTFGGGTKVE IKRTVAAPSVEIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNEYPREAKVOWKVDNALOSGNSCESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Region variable (1-113), Region constante (114-218)
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SEQ ID NO:83: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T12L
DIVMTOSPDSLAVSLGERAT I SCRASQSVTISGYSFIRWYQOKPGQPPKLLIYRASNLASGY PA
RFSGSGSGTDETLTISSLOAEDVAVY FCQQSRKSPWTEGGGTKVETKRTVAARPSVEIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFY PREAKVQWXVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC .

- Region variable (1-113), Region constante (114-218)

SEQ ID NO:84: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T13L
DIVMTOS?SSLRVSLGERATISCRASQSUTISGYSFIHWYQQKPGQPPKLLIYPASNLASG?PR
RFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCOCSRKSPWTFAGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFY PREAKVOWKV DNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHOGLSSPVTKSFNRGEC

Regién variable (1-113), Region constante (114-218)

SEQ ID NO:85: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T14L
DIVMTQSPDS LAVSLGERATINCRASQSVTISGYSFIHWYQOKPGOPPRLLIYRASNLASGVPA
RFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVY FCOOSRKSPHTFGGCTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQ
LXSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALOSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTEQGLSSPVTXSFNRGEC
Region variable (1-113), Region constante (114-218)

SEQ ID NO:86: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T15L
DIVMTOSPDSLAVSLGERATINCRASOSVTTSGYS FIHHYQCKPGOPPRLLTYRASNLASGVPA
RFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVY YCOOSRKSPWTFAGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNEY PREAKVQWKY DNALQSGNSQESVTEQDSKDSTY SLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTXSFNRGEC

Region variable (1-113), Region constante (114-218)

SEQ ID NO:87: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T16L
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASQSVTISGYSFIHRYQOKPGQPPKLLI YRASNLASGVPA
RFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYFCQQSRKSPWTFAGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKYDNALOSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEX
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Region variable (1-113), Region constante (114-218)
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SEQ ID NO:88: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T17L
DIVMTOSPDSLAVSLGERATISCRASQSVTISGYSFIHWYCQKPGQPPRLLI YRASNLASGVPA
RFSGSGSGTDETLTISSLQAEDVAVYFCOQSRKS PWTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQ
LXSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEX
HKVYACEVTHOGLSSPVTXSFNRGEC

Regian vagiablen(1 :1—13)3)Re:gmat@ﬂnstame>n61 14:218)2 )

SEQ ID NO:89: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T18L

DIVMTQSPDSLAVSLGERATISCRASQSVTISGYSFIHWYQOKPGQPPRLLT YRASNLASGVPA
RESGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQSRKS PHTFAGGTKVEIKRTVAAPSVF I FPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNEY EREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTECQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK

HEVYACEVTEQGLSSPVTKSFNRGEC
Region variable (1-113), Region constante (114-218)

SEQ ID NO:90:; Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T19L
DIVMTQSPDSLAVSLGERATISCRASQSVTISGYSFIHWYQOKPGOPPKLLT YRASNLASGVEA
RFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVY FCQOSRKSPATFAGGTKVETKRTVARPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHOGLSSPVTKS FNRGEC

- Regién variable (1-113), Regidn constante (114-218)

SEQ ID NO:91: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T20L
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASQSVTISGY SFIHWYQQKPGQPPRLLIYRASNLASGYPA
RFSGSGSGTLFTLTISSLOAEDVAVY FCOQSREKSPWTFAGGTKVEIKRTVAAFSVFIFPESEEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALOSGNSQESVTEQDSKDS TYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Region variable (1-113), Region constante (114-218)

SEQ ID NO:92: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T21L
EILMTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVTISGYSFIHWYQOKPGOAPRLLT YRASNLASGIPA
RFSGSGSGTDFTLTTSSLEPEDFALYYCQQSRKS PHTFGOGTKVEIKRTVAAPSVFIFEPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSXDSTYSLSSTLTLSKADYEK
EKVYACEVTHQGLSSPVTKS FNRGEC

Region variable (1-113), Region constante (114-218)
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SEQ ID NO:93: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T22L

ETLMTOS PATLSLSPGERATLSCRASQSVTISGYSFIRWYQOKPGOAPRLLI YRASNLASGIPA
RFSGSGSCTDFTLTISSLEPEDFALY FCQQSRKS PWTFAQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALOSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHEQGLSSPVTKSFNRGEC

Region variable (1-113), Region constante (114-218)

SEQ ID NO:94: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T23L
EILLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVTISGYSFIHWYQQKPGQAPRLLI YRASNLASGIPA

RFSGSGSGIDFTLTISSLEPEDFALYYCQOSRKSPWTFGQGTKVEIKRTVARPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNEYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKARYEK
KKVYACEVTHQGLSSPVTKS FNRGEC

Region variable (1-113), Regién constante (114-218)

SEQ ID NO:95: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T24L
EILLTOSPATLSLSPGERATLSCRASQSVTLSGYSFIRWYQQKPGQAPRLLIYRASNLASGIPA
RFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFALYYCQQSRKSPWTFGQGTKVETKRTVAAPSVFI FPPSDEQ
LKSGTASVVCLINNFY PREAKVOWKVDNALQSGNSCQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Region variable (1-113), Region constante (114-218)

SEQ ID NO:96: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T25L
DILLTQS?ATLSLS?GERRTLSCRASOSVTlSGYSFIHWYQQKPGQQPRLLIYRASNPASGIPA
RFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFATY FCQOSRKS PWTFAGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HXKVYACEVTHQGLSSPVTXSFNRGEC

Region variable (1-113), Region constante (114-218)



Actividad TRAP (A405 nm)

Figura 44
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Figura 45
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Figura 47

Actividad TRAP (A405 nm)
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Figura 53 Datos1 _cp
0.00000 - Datos2_cp
77.93428
-0.00002 -
9
= 1h#32A1-H1—1,/L2—16
&)
g &
O _0.00004 - 3
-0.00006 -
T 1 T | T T T LI T T T ]

Temperatura (°C)

a0

100

110

oy



54/57

Figura 54

SEQ ID NO:98: Secuencia de nucledtidos de h#32A1-H1-1
z’-\'l'GﬂJ\f\CACCTGTGGTTCTTCCTCCTGCTGGTGGCAGC‘I‘CCCAGATGGGTGC?GF&GCGMGTCC
AGCTTGTGGAARAGCGGAGEGGGACTCGTTCAGCCAGGAGGCTCTCTECGCCTGTCATGCGCTGE
CAGCGGATTTAATTTCAATGATTATTTTATGAACTGGGTCAGGCAGGCTCCGGGARAAGGGCTG
GAATGGGTCGCCCAGATCAGAAACAAGATC TATACT TACGCTACATTCTACGCCGCATCTGTAR
AGGGGAGGTTTACAAT TAGTCGCGACAATGCAARAAATAGTCTGTATCTCCARATGAACTCCCT
CCGCGCAGAGGATACTGCTGTCTACTACTGCGCCAGGTCCTTGACTGGCGGCGACTATTTTGAT
TACTGGGGACAGGGCACCCTGGTGACGGTGAGCTCAGCCAGCACCAAGGGCCCTTCCGTGTTCC
CTCTGGCCCCTTGTAGCCGTTCCACCAGCGAGTCCACCGCCGCCCTTGGC TGTCTGGTGAAGGA
CTACTTCCCTGAGCCTGTGACCGTGAGCTGGAACTCCGGAGCCCTTACCAGCGGCGTGCACACC
TTCCCTGCCETGCTGCAGTCCAGCGGCCTTTACTCCCTGAGCTCCGTGGTGACCGTGCCTAGCT
CCARCTTCGGCACCCAAACCTACACCTGTAACGTGGACCACAAGCCTAGCAACACCAAGGTGGA
CAAGACCGTGGAGCGTAAGTGTTGTGTGGAGTGTCCTCCTTGTCCTGCCCCTCCTGTGGCCGGA
CCTTCCGTGTTCCTT TTCCCTCCTARGCCTARGGACACCCTGATGATCAGCCGTACCCCTGAGS
TGACCTGTGTGGTGGTGGACGTCTCCCACGAGGACCCTGAGGTGCAGTTCARCTGGTACGTGGA
CGGCGTGGAGGTGCACAACGCCAAGACCAARGCCTCGTGAGGAGCAATTCAACAGCACCTTCCGT
GTGGTGTCCGTGCTTACCGTGGTGCACCAAGACTGGCT GAACGGCARGGAGTACAAGTGTAAGG
TGAGCAACAAGGGACTTCCTGCCCCTATCGAGARGACCATCTCCAAGACCAAGGGCCAACCTCG
TGAGCCTCAAGTGTACACCCTTCCTCCTAGCCGTGAGGAGATGACCAAGAACCAAGTGTCCCIT
ACCTGTCTGGTGAAGGGCTTCTACCCTAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGTCCARCGGACARC
CTGAGARCAACTACAAGACCACCCCTCCTATGCTTGACAGCGACGGCTCCTTCTTCCTGTACAG
CAAGCTGACCGTGGACAAGTCCCGTTGGCAACAAGGCAACGTGTTCAGCTGT TCCGTGATGCAC
GAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAAARGAGCCTTTCCCTGAGCCCTGGAAAG

Secuencia de senal (1-57), Region variable (58-420), Region constante (421-
1398)

SEQ ID NO:99: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-H1-1
MXHLWFFLLLVAAPRWVLSEVOLVE SGGGLVQEGGST.RLSCAASGFN FNDY FMNWVRQAPGKGL
SWVAQIRNKIYTYATFYAASVKGRFTISRONAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARSLTGGDYFD
YRGOGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDY FPEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLQSSGLYSLSSVVTVESSNFGTQTY TCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVOFNRYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTER
VVSVLTVVHODWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTI SKTKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSL
TCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLY SKLTVOKSRWQQGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

Secuencia de sefal (1-19), Region variable (20-140), Regién constante (141-
466)

2884770-1-mearvaho
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SEQ |D NO:100: Secuencia de nucledtidos de h#32A1-H5
ATGARACACCTGTGGTTCTTCCTCCTGCTGGTGGCAGCTCCCAGATGGETGCTGAGCGAGGTGC
AGGTGGTGGAGAGCGGCGGCGGACT TGTGCAGCCTGGCGGCTCCCTGAGACTTAGCTGTGCCAC
CTCCGGCTTCARCTTCAACGACTACTTCATGAACT GGGTGAGACAGGCCCCTEGCARGGGCCTS
GAGTGGGTGGCCCAGATCAGARACAAGATCTACACCTACGCCACCTTCTACGCCGAGAGCCTTG
AGGGCAGATTCACCATCTCCAGAGACARCAGCAAGTCCACCGTGTACCTTCAGATGARCTCCCT
GAGAGCCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGTACCAGAAGCCTTACCGGCGGCGACTACTTCGAC
TACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACCGTGAGC TCAGCCAGCACCARGGGCCCTTCCGTSTTCC
CTCTGGCCCCTTGTAGCCGTTCCACCAGCGAGTCCACCGCCGCCCTTGGCTGTCTGGTGRHGGA
CTACTTCCCTGAGCCTGTGACCGTGAGCTGGAAC TCCGGAGCCCTTACCAGCGGCGTGCACACC
TTCCOTGECGTGC TGCAGTCCAGCGGCCTTTACTCCCTGAGCTCCGTGGTGACCGTGCCTAGCT
CCARCTTCGGCACCCARACCTACACCTGTAACGTGGACCACAAGCCTAGCAACACCARGGTGGA
CAAGACCGTGGAGCGTAAGTGTTGTGTGGAGTGTCCTCCTTGTCCTGCCCCTCCTGTGECCGGA
CCTTCCGTGTTCCTTTTCCCTCCTARGCCTARGGACACCCTGATGATCAGCCGTACCCCTGAGG
TGACCTGTGTGGTGGTGGACGTGTCCCACGAGGACCCTGAGGTGCAGT TCAACTGGTACGTGGA
CGGCGTGGAGGTGCACAACGCCARGACCAAGCCTCGTGAGGAGCAATTCAACAGCACCTTCCGT
GTGGTGTCCGTGCTTACCGTGGTGCACCAAGACTGGCTGAACGGCARGGAGTACAAGTGTAAGG
TGAGCAACAAGGGACTTCCTGCCCCTATCGAGARGACCATCTCCAAGACCAAGGGCCAACCTCG
TGAGCCTCAAGTGTACACCCTTCCTCCTAGCCGTGAGGAGATGACCAAGAACCARGTGTCCCTT
ACCTGTCTGGTGAAGGGCTTCTACCCTAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGTCCARCGGACAAC
CTGAGAACAACTACAAGACCACCCCTCCTATGCTTGACAGCGACGGCTCCTTCTTCCTGTACAG
CAAGCTGACCGTGGACAAGTCCCGTTGGCAACAAGGCARACGTGTTCAGCTGT TCCGTGATGCAC
GAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAARAGAGCCT TTCCCTGAGCCCTGGAARG

Secuencia de sefal (1-57), Regién variable (58-420), Regién constante (421-
1398)

SEQ ID NO:101: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-HS
MKHLWEFLLLVAAPRWVLSEVQVVESGGGLVOPGGS LRLSCATSGFNFNDY FMNWVRQAPCKGL
EWVAQIRNKIYTYATFYAESLEGRFTISRDNSKSTVYLOMNSLRAEDTAVYYCTRSLTGGDYFD
YWSQGTLVTVSSASTKGPSVF?LAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPE?VTVSNNSGRLTSGVHT
FPAVLQSSGLYSLSSVVTVESSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTEEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVENAKTKPREEQFNSTER
VVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVST
TCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPMLDSDGS FFLYSKLTVDKSRHCQGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

Secuencia de senal (1-19), Region variable (20-140), Region constante (141-
466)
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SEQ ID NO:102: Secuencia de nucleétidos de h#32A1-L2-15
ATGGTGCTGCAGACCCAGGTGTTCATCTCCCTGCTGCTGTGGATCTCCGGCGCATATGGCG
TTCTGATGACGCAGAGTCCTGCAACTCTTAGTCTGTCACCTGGCGAGAGAGCCACACTCAGCTS
COGAGCGTCCCAGTCCCTCACCATTAGCGGCTATTCTT T TATTCATTGGTATCAGCAAAAGCCT
.-GACRGGCGCCAAGGCTGCTCA’!‘T'I‘AC?\GRC—CI\AGCAP\CCTTGCCTCTG!BCFXTTCCAGCAAGA?
TCAGCGGGAGCGEATCAGGGACAGAT TTCACCTTGACCATCTCCTCCCTGGAGCCGGAGGATTT
CGCGTTGTATTATTGTCAGCAATCTAGGAAGAGTCCATGGACAT TTGGCCAGCGCACCAARGTG
GAGATCAAGCGTACGGTGGCCGCCCCCTCCGTGTTCATCTTCCCCCCCTCCGACGAGCAGCTGA
AGTCCGGCACCGCCTCCGTGGTGTGCCTGCTGAATARCT TCTACCCCAGAGAGGCCARGGTGCA
GTGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGTCCGGGAACTCCCAGGAGAGCGTGACCGAGCAGGACAGE
AAGGACAGCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAAAGCCGACTACGAGAAGCACA
AGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGAGCTCCCCCGTCACCARGAGCTTCAACAG
GGGGGAGTGT

Secuencia de senal (1-60), Region variable (61-399), Regién constante (400-
714)

SEQ ID NO:103: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-L2-15
MVLOTQVFISLLLWISGAYGEILMTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVTISGYSFIHWYQOKP
GQAPRLLIYRASNLASGIPARFSGSGSGTDFTLTTSSLEPEDFALYYCCQSRKSPHTFGQGTKY
EIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALOSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHOGLSSPVTKS FNRGEC

Secuencia de senal (1-20), Region variable (21-133), Region constante (134-
238)
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SEQ ID NO:104: Secuencia de nucledtidos de h#32A1-L2-16
ATGGTGCTGCAGACCCAGGTGTTCATCTCCCTGCTGCTGTGGATCTCCGGCGCATATGGCGAAR
TCCTGATGACACAGAGTCCTGCGACCCTCTCCCTCTCACCAGGCGAGAGGGCCACCCTGTCTTG
TAGAGCCAGCCAGTCAGTCACTATTAGTGGATACTCATTTATCCATTGGTATCAACAGARACCA
GGACAGGCGCCTCGGETTCTGATCTACCGCGCCTCAAACCTTGCCTCTGECATCCCCGCGAGS
TCTCTGGCTCTGGCAGCGGTACCGATTTTACACTGACTATCTCAAGCCTCGARCCTGARGACTT
CGCACTGTACTTTTGCCAGCAGAGCAGGAAGTCCCCCTGGACTTTT GCACAGGGAACCAARGTC
GRAATCAAGCGTACGGTGGCCGCCCCCTCCGTGTTCATCTTCCCCCCCTCCGACGAGCAGCTGA
AGTCCEGCACCGCCTCCGTGETGTGCCTGCTGAATAACTTCTACCCCAGAGAGGCCAAGGTGCA
GTCGARGGTGGACAACGCCCTGCAGTCCGGGAAC TCCCAGGAGAGCGTGACCGAGCAGGACAGC
AAGGACAGCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCARAGCCGACTACGAGAAGCACA
AGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGAGE TCCCCCGTCACCARGAGCTTCAACAG
GGGCGAGTELT

Secuencia de senal (1-60), Region variable (61-399), constant Region (400-
714)

SEQ ID NO:105: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-L2-16
MVLOTQVFISLLLWISGAYGEI LMTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVTISGYSFIHWYQQKP
GOAPRLLIYRASNLASGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFALYFCOQSRKSPRTFAQGTKV
ETKRTVAAPSYFI FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFY PREAKVOWKVONALOSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHOGLSSPVTKSENRGEC

Secuencia de senal (1-20), Region variable (21-133), constant Region (134-
238)



<110>

<120>

LISTADO DE SECUENCIAS

Solicitante: DAITICHI SANKYO COMPANY, LIMITED

Titulo de la invencién: ANTICUERPO ANTI-LECTINA SIMILAR A

INMUNOGLOBULINA DE UNION A ACIDO SIALICO-15

<130>

<150>
<1515

<160>

<170>

<210>
211>
<212>
<213>

<220>
<Z221>
222>
<223>
<223>

<400>

Namero de referencia: DSPCT-FP1021

Numero de solicitud previa: JP 2009-94613
Fecha de presentacién de la solicitud previa: 2009-04-09

Numeros de secuencias: 106
Software: PatentIn versién 3.4

SEQ ID NO: 1

Longitud: B87

Tipo: ADN

Organismo: Homeo sapiens

Caracteristica:

Nombre/Clave: CDS

Ubicacién: (1}.. (987}

Otra informacién: Inventor: Hiruma, Yoshiharu; Tsuda, Eisuke

Otra informacidén: Inventor: Takizawa, Takeshi; Nakayama, Makiko

S=cuencia: 1

atg gaa aag tce atc tgg ctg ctg gecec tge ttg geg tgg gtt cte ceg

Met Glu

1

aca ggc
Thr Gly

Lys Ser Ile Trp Leu Leu Ala Cys Leu Ala Trp Val Leu Pro
5 10 5

tca ttt gtg aga act aaa ata gat act acg gag aac ttg ctc
Ser Phe Val Arg Thr Lys Ile Asp Thr Thr Glu Asn Leu Leu
20 25 30

aac
Asn

cca
Pro

acc
Thr
65

gcg
Ala

cgc
Arg

gtc
Val

gag

aca
Thr

(@i8d e
Fro
50

1 74 &
Phe

cgc
Arg

gcg ¢

Ala

tte
Phe

gag
Glu
130

Ltte

Jag
Glu
35

3ag

Glu

acg
Thr

Arg

o folo)

gtg
Val

gtg
Val

ggc
Gly

ggc
Gly
100

g ctyg

Leu

ets
Leu

cac
His

gcc
Ala

gac

agc
Ser

gcg
Ala

cac
His
70

eoe
Pro

gag
Glu

ggc
Gly

ctg
Leu

gte

tecg
Ser

gag
Glu
55

cgc
Arg

tat
Tyr

o ool

Leu C

aac
Asn

gct
Ala
135

cat

cca
Proc
40

gca
Ala

cac
His

gcg
Ala

cog
Pro
120

gac
Asp

gac

gcyg
Ala

ggc
Gly

tac
Tyx

ggc
Gly

cag
Gln
105

cgc
Arg

gac
Asp

cge

cag
Gln

gac
Asp

gac
Asp

ccg
Pro

1§
u

acg
Thr

cgc
Arg

cgc
Arg

tac

cgc
Ar

Ala

999
Gly

]

cag
Gln

gcg
Ala

gag

tag
Trp

gca
Ala
60

ccg
Pro

gtg

Val E

gac
Asp

tac
Tyr
140

tes
Ser
45

gtg

Val

ctyg
Leu

cte
Leu
125

tte
Phe

cgc

atg cag

Met

acg
Thr

o8 e
Arg

ctg

r Leu

110

tecg
Ser

tgc
Cys

Gln

6o
Pro

gcao
Ala

ctg
Leu

cgce
Arg

ggc

gtg
Val

tgc
Cys

atc
Ile
80

get
Ala

ggc

s Gly

cgc
Arg

gte
Val

gtc

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480



Glu
145

cgg
Arg

CCe
Pro

ccg
Pro

gca
Ala

gaa
Glu
225

aac
Asn

ggc
Gly

55 55
Phe

cgc
Arg

gcc
Ala
305

cca
Pro

Phe

ctg
Leu

agt

Ser

ccg
Pro

gce
Ala
210

ctg
Leu

agc
Ser

gcc
Ala

aag
Lys

cgc
Arg
290

cag
Gln

cca
Pro

<210>
<Z11>
<212>
<213>

<400>

Ala

cac
His

ccg
Bro

(aka] 63
Pro
195

gtg
Val

GCC
Pro

ctg
Leu

agc
Ser

gcg
AEla
275

cca

Pro

gag
Glu

gcc
Ala

Gly

gtg
Val

gct
Ala
180

gcc
Ala

gca
Ala

ggc <

Gly

ggg
Gly
260

ctg

Leu

gadg
Glu

tes
Ser

ace
Thr

Asp

aca
Thr
165

cac
His

EEB
Leu

atg
Met
325

SEQ ID NO: 2

Longitud: 328

Tipo:

PRT

Val
150

gcc
Ala

gcec
Ala

gce
Ala

tcg
Ser

ctg
Leu

ctg
Leu

tat
Tyr
310

Cys

His

Jcg
Ala

é Arg

218

cat
His

gac
Asp
295

gaa

Glu

tca
Ser

cgc
Arg

bef el e
Ser
200

gag
Glu

gac
Asp

gcc
Ala

gtc
Val

999
Gly
280

acc
The

aat
Asn

ccg
Pro

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 2

Met Glu Lys

i

Thr Gly Ser

Asn Thr Glu

35

Ser

Phe
20

Val

Ile
5

Val

His

Trp

Arg

Ser

Leu

Thr

Ser

Leu

Lys

Pro
40

Iy

cgg
Arg

gcg
Ala
185
ggc
Gly

ggt
Gly

ggc
Gly

agc
Ser

gee
Ala
265

gte

Val

ccyg
Pro

ttg
Leu

tga

Ala

Ile
25

Ala

ate
Ile
170

cte
Leu

ceg
Pro

cac
His

cgc
Arg

gtc
Val
250

cte: o

Leu

ctg
Leu

gac
Asp

Ser

Glu
155

gtc
Val

tge
Cys

gcc
AEla

ggc
Gly

tac
Tyr
235

tac
Tyr

acce
Thr

cag
Gln
315

Ser

aac
Asn

act
Thr

ety
Leu

oac
His
220

acqg
Thr

ctg
Leu

eto
Leu

gcc
Ala

cca
Fro
300

Cys Leu Ala

10

Asp Thr Thr

Gln Arg Trp

Arg

ate
Ile

gcc
Ala

ggc

tgt
Cys

tte
FPhe

ggec
Gly

cgc
Arg
285

cca
Fro

adc

t Asn

Trp

Glu

Ser

45

His

teg
Ser

gaa
Glu
180

aac
Asn

gtg
Val

acg
Thr

cgc
Arg

gct
Ala
270
gct
Ala

cgg
Arg

Gee
Pro

Val

Asn
30

Met

Gly

gtg
Val
175

gg4g
Gly

age
Ser

acc
Thr

gce
Ala

oo o
Ser

Leu
15

Leu

Gln

Val
160

cty
Leu

gag
Glu

ttg
Leu

gcc
Ala

gce

a Rla

240
cat

His

ggc
Gly

cgc
Arg

cag
Gln

agec
Ser
320

Pro

Leu

Val

528

576

624

672

720

768

864

912

960

987



Pro

Thr

65

Trp

Ala

Arg

Val

Glu

145

Arg

Pro

Pro

Ala

Glu

225

Asn

Gly

Arg

Ala

Pro
50

Phe

Ala

Phe

Glu

130

Phe

Leu

Ser

Pro

Ala

210

Leu

Ser

Ala

Lys

Arg

290

Gln

Glu

Thr

Ala

Arg

Arg L

115

Arg

Ala

His

Pro

Pro

185

Val

Pro

Leu

Ser

Ala

275

Pro

Glu

Val

His

100

Leu

Val

Ala

180

Ala

Rla

Gly

Gly

260

Leu

Glu

i
@
!

Ser

Pro

Glu

85

Ser

Leu

Ala

AsD

Thr

165

His

Leu

Ser

Leu

Arg

245

Ala

Leu

His

- AsSn

Rla

His

70

Pro

Glu

Gly

Leu

Ala

Ala

Ala

Pro

Thr

230

Ser

Ser

Leu

Leu

Glu

25

Ar

Tyr

Leu

Asn

Ala

135

His

Ala

Phe

b )

Arg

215

His

Glu

Thr

Leu

Asp

295

Glu

Ala

His

Ala

Cys

Pro

120

Asp

Asp

Pro

Arg

Ser

200

Glu

Asp

Ala

Val

Gly

280

Thr

Asn

Gly

Tyr

Gly

Gln

105

Arg

Asp

Arg

Arg

hla

185

Gly

Gly

Gly

Ser

Ala

265

Val

Pro

Leu

Asp

Pro

90

Thi

Arg

Arg

Leu

Fro

His

Arg

Val

250

Leu

Asp

Ser

Ala

Gly

15

Gln

hla

Asn

Arg

Val

Cys

Gly

Tyr

235

Tyr

Leu

Ala

Thr

Gln

Ala

60

Fro

Val

Leu

Asp

Tyr

140

Ser

Asn

Thr

Leu

His

220

Thr

Leu

Leu

Ala

Pro

300

Met

Leu

Phe

Ser

Leu

125

Phe

Arg

Ile

Ala

Gly

205

Leu

Phe

Gly

Arg

285

Pro

Asn

Leu

Thr

Ar

Leu

110

Ser

Cys

His

Glu

190

Asn

Val

Thr

Arg

Ala

270

Ala

Arg

Pro

Pro

Ala

95

His

Leu

Arg

Val

175

Gly

Ser

Thr

Ala

Phe

255

Ala

Ser

Ile
BO

Lla

Gly

Arg

Val

Val

160

Leu

Glu

Leu

Ala

Ala

240

His

Gly

Arg

Gln

Ser



305

Pro Pro

<210>
<211>
<212>
<Z213>

<220>
<221>
<222>

<400>
atg gag
Met Glu
1

atg gga
Met Gly

aac aca
Asn Thr

cce gcg
ro Ala
50

acc ttec
Thr Phe
65

tgg cgc
Trp Arg

e

gcg geg
Ala Ala

cge tte
Arg Phe

gtc gag
Val Glu
130

gag ttc
Glu Phe
145

cgt ctg
rg Leu

ccg ggc
Pro Gly

Ala Thr Met Cys Ser Pro
325

SEQ ID NO: 3

Longitud: 1026

Tipo: ADN

Organismo: Mus musculus

Caracteristica:
Nombre/Clave: CDS
Ubicacidn: (1)..(1026)
Secuencia: 3

ggg tcc ctc caa ctec ctg
Gly Ser Leu Gln Leu Leu

tcc ctt gtg aaa act aga
Ser Leu Val Lys Thr Arg
20

gag gcg cac agt gce ccg
Glu Ala His Ser Ala Pro
35 40

gag gtg aac gcg gag gct
Glu Val Asn Ala Glu Ala
55

acg cac ccg cac cgc
Thr His Pro His Arg

;;El[j
w0

tcg gge gag ccg tac gcg
Ser Gly Glu Pro Tyr Ala

ccg ggc age gag ctg tgc
Pro Gly Ser Glu Leu Cys
100

cgc ctg ctg ggc aac ccg
Arg Leu Leu Gly Asn Pro
115 120

cge ctc gec ctg gcg gac
Arg Leu Ala Leu Ala Asp

acc gge gac gcc cac gat

Thr Gly Asp Ala His Asp
150

cge gtg act get gog ccg
Arg Val Thr Ala Ala Pro

ccec geg cac gec tte cge
Pro Ala His Ala Phe Arg
180

gce
Ala

aga
Arg
25

acqg
AEla

ggc
Gly

tac
Tyr

ggc
Gly

cag
Gln
105

cge
Arg

agce
Ser

cgc
Arg

cgg
Arg

gcg
Ala
185

tgc
Cys
10

gac
Asp

cag
Gln

gac
Asp

gac
Asp

gy
h22 ofo )

90

acg
Thr

cgc
Arg

ggc
Gly

tat
Tyr

atec
Ile
170

cte
Leu

tg
Leu

gct
Ala

cgc
Arg

gcg
Ala

gcg
Ala

aac
Asn

cgc
Arg

gag
Glu
1556
gtc

Val

tgc
Cys

gec
Ala

tcg
Ser

tgg
Tre

gcg
Ala
60

ccyg
Pro

7 gtg

Val

ctg
Leu

gac
Asp

tac
Tyr
140

agt

Ser

aac
Asn

acc
Thr

tgt
Cys

ggg
Gly

tee
Ser
45

gtg
Val

ctyg
Leu

o
Phe

agc
Ser

ctg
Leu
125

tte

Phe

cgc
Arg

atc
Ile

gcc
Ala

gtg
Val

gat

acg
Thr

cge

Arg

zEQ
Leu
110

tee
Ser

tgc
Cys

cat
His

teg
Ser

geg
Glu
190

atae
Leu
15

ctg
Leu

cag
Gln

GCE
Pro

gece
Ala

tgc
Cys
895

cac
His

ctyg

=

Leu

cgce
Arg

999
Gly

gtg
Val
175

999
Gly

320

cag
Gln

cte
Leu

gtg
Val

tgc
Cys

atc
Ile
B0

acc
Thr

ggc
Gly

gtc
Val
160

ctg

Leu

gag
Glu

48

96

192

240

288

336

384

432

480

528

576



ece
Pro

get
Ala

e¥eta
Pro
229

ctg
Leu

By
Pro

gce
Ala

cta
Leu

gag
Glu
305

ctg
Leu

att
Ile

ccyg
Pro

gce
Ala
210

gcg
Ala

ggc

Pro
195

ctg
Leu

ctg
Leu

cgce

Gly Arg

gga
Gly

ttg
Leu

gat
Asp
290

tce
Ser

cCa
Pro

cac
His

<210>
SR 1z
<212>
<213>

<400>

acc
Thr

ctg
Leu
275

cac

His Le

aat
Asn

cgt
Arg

cat
His

gcce
Rla

cag
Gln

aCCc

Thr

gce
Rla

gag
Glu

340

(ol o
Leu

ggc
Gly

cgc
Arg

gag
Glu
245

aco
Thr

cEL
Leu

gaa
Glu

tgc
Cys
325

aaa
Lys

SEQ ID NO: 4

Longitud:
Tipo:
Organismo:

Secuencia:

PRT

Met Glu Gly Ser

1

Met

Asn

Pro

Thr
65

Gly

Thr

Ala

50

FPhe

Ser

Glu

35

Glu

Thr

Leu

20

Ala

Val

His

341

4

Leu

o

Val

His

Fsn

o
H
(o]

gce
Ala

cag
Gln

gac
Asp
230

gce

Ala

cta
Leu

gge
Gly

cca
Pro

aat
Asn
310

tgt
Cys

taa

0
=
o |

Lys

Bla

His
70

tgg
Trp

ggt
Gly
215

ggc
Gly

agc
Ser

gcg
Ala

att
Ile

cag
Gln
295

ttg
Leu

gag
Glu

Leu

Thr

Ala

Glu
55

teg
Ser
200

cac
His

cgc
Arg

gtc
Val

cte
Leu

ctg

Leu
280

gac
Asp

agc
Ser

gaa
Glu

Mus musculus

Leu

Arg

Ala

His T

ggt
Gly

ggc
Gly

tac
Tyr

tac
Tyrxr

ctg
Leu
265

gga

Gly

acc
Thr

cag
Gln

cte

Len

REla

Ala

Gly

coe
Pro

tac
Tyr

acg
Thr

Lo
Leu
250

cte
Leu

gcg
Ala

cct
Pro

atg
Met

s
Leu
330

Asp

Asp

gce
Ala

cag
Gln

tgc
Cys
235

ggc
Gly

cgt
Arg

cca
Pro

agt
Ser
315

agc
Ser

Leu

Ala

Ala

Gly
T3

cca
Pro

gtg
Val
220

acg
Thr

gcg
Ala

goo
Ala

cgg

Arg
300

433 Ut

Pro

cat
His

Ala

Ser

Trp

Ala

60

Ero

ggc
Gly
205

acc

Thr

gcg

ctyg
Leu

acC
Thr
285

cca
Pro

cac
His

Cys

Gly

Ser

45

Val

Leu

aac
Asn

gcc
Ala

gece
Rla

cac
His

ggc

Gly
270

cga

Arg

cag
Gln

ggc
Gly

cat
His

Val

Asp

30

Met

Thr

age
ser

gag

tce
Ser

ttg

Glu Le

aat
Asn

ggc
Gly
255

ctc
Leu

Leu
335

Leu

13

Leu

Gln

Pro

hla

age
Ser
240

gee
Ala

aag

Lys

cga

7 Arg

cag
Gln

c cag

Gln
320

gtc
Val

Gln

Leu

Val

Cys

Ile
80

624

672

720

768

864

912

960

1008

1026



Trp

Ala

Arg

Val

Glu

145

Arg

Pro

Pro

Ala

Fro

225

Leu

Pro

Ala

Leu

Glu

305

Leu

Arg

Ala

Phe

Glu

130

Phe

Leu

Gly

Ala

210

Ala

Gly

Gly

Leu

Asp

290

Ser

Ser

Pro

Arg

115

Arg

Arg

Fro

Pro

185

Leu

Leu

Arg

Thr

Leu
275

Asn

Arg

Gly

Gly

100

Leu

Val

Ala

Gln

Thr

Ala

Ser

260

Leu

Tyr

Val

Ser

Leu

Ala

Asp

Thr

165

His

Leu

Arg

Glu
245

Thr

1 Leu

Val

Glu A

Cys
325

Pro

Glu

Gly

Leu

RAla

5O

Ala

Ala

Ala

Gln

Asp
230

Ala §

Leu

Gly

Pro

Tyr

Leu

Asn

His

Ala

Bhe

Trp

Gly

215

Gly

Tle

Gln
295

Glu

Ala

Pro
120

la Asp

Asp

Pro

Arg

Val

Leu

Leu

280

Asp

Glu

Gly

Gln

105

Arg

Ser

Arg

Arg

GCly

Tyr

Tyr

Leu

265

Gly

Thr

Gln

Leu

PEG

90

Ile

170

Leu

Pro

Tyr

Thr

Leu E

250

Leu

Ala

Pro

Met

Leu
330

Gln

Ala

Asn

Arg

Glu

1.55

Val

Ala

Gln

Cys T

235

Arg

Pro

Ser

15

Ser

Leu

Asp 1

Tyr
140

Ser

Asn

Arg

Ala

Ala

Arg

300

Pro

His

Phe

Ser

Phe

Ile

Ala

Ala

Phe

Leu

Thr

285

Ser

Pro

His

Arg

Leu

110

Ser

Cys

Glu

1350

Asn

Ala

Ala

Gln

Gly

His

Cys
95

His

Leu

Gly

Ser

Glu

Leu

Arg

Ala

His

Leu

335

Thr

Gly

Arg

Val

Val

160

Leu

Glu

Ser

Leu

Ser

240

Ala

Lys

Arg

Gln

Gln

320

Val



Ile His

<210>
<211>
<212>
TR

<220>
<221>
<222>

<400>
atg gag
Met Glu
1

atg gga
Met Gly

aac aca
Asn Thr

SEE UCY
Pro Ala
50

acc: tte
Thr Phe
65

tgg cge
Trp Arg

gcg gcg
Ala Ala

cge tte
Arg Phe

gtc gag
Val Glu
130

gag ttc
Glu Phe
145

cgt ctg

Arg Leu

ccg ggco
Pro Gly

CoE 6ey
Pro Pro

His Glu Lys
340

SEQ ID NO: 5

Longitud: 774

Tipo: ADN

Organismo: Mus musculus

Caracteristica:
Nombre/Clave: CDS
Ubicacién: (1)..(774)

Secuencia: 5
ggg tcec cte caa cte ctg
Gly Ser Leu Gln Leu Leu

=4
-

tcc ctt gtg aaa act aga
Ser Leu Val Lys Thr Arg
20

gag gcg cac agt gec ccg
Glu Ala His Ser Ala Pro
35 40

gag gtg aac gcg gag get
Glu Val Asn ARla Glu Ala

acg cac ccg cac cgc cac
Thr His Pro His Arg His
70

tcg ggc gag ccg tac gcg
Ser Gly Glu Pro Tyr Ala

-~

ccg ggc age gag ctg tgce
Pro Gly Ser Glu Leu Cys
100

cge ctg ctg ggec aac ccg
Arg Leu Leu Gly Asn Pro
115 120

cgc ctc geec ctg geg gac
Arg Leu Ala Leu Ala Asp

acc ggec gac gcco cac ga
Thr Gly Asp Ala His Asp
150

cgc gtg act gct geg ccg
Arg Val Thr Ala Ala Pro
165

ccc gcg cac gece tte cge
Pro Ala His Rla Phe Arg
180

&ce geg: cte goe tgg tog
Pro Ala Leu Ala Trp Ser
155 200

gece
Ala

aga
Arg
25

gcy
Ela

ggc
Gly

tac
Tyr

ggc
Gly

cag
Gln
105

cgc

Arg

agc
Ser

cgc
Arg

gcg

185

ggt
Gly

tgc
Cys
10

gac
Asp

cag
Gln

gac
Asp

gac
Asp

ceg
Fro

90

acyg
Thr

cgc
Arg

ggc
Gly

atc
Ile
170

v o

Leu

foiela
Pro

ttg
Leu

gct
Ala

cgce
Arg

gcg
Ala

999
Gly
7]

cag

Gln

gcg
Alz

aac
Asn

cgc
Arg

gag <4
r Glu 8

155
gte

Val

tge
Cys

gce
Ala

gco
Ala

tcg
Ser

tag
Trp

gcg
Ala
60

ccg
Pro

gtg
Val

abg

gac
Isp

tac

140

Cys

899
Gly

ton
Ser
45

gtg
Val

ctg
Leu

tte
Fhe

agc

eu Ser

clg
Leu

125

ttc
Phe

cge
Arg

atc
Ile

gcc
Ala

ggc
Gly
205

gtg
Val

gat
Asp

atg
Met

ctg
Leu

acg
Thr

cge
Arg

ctg
Leu
IMigs,

tee
Ser

tgc
Cys

cat
His

tca
Ser

gag
Glu
180

aac
Asn

cte
Leu
15

ctg
Leu

cag
Gln

gec
Ala

tgc
Cys
95

cac

His G

ctg
Leu

cgc
Arg

9499
Gly

gtg
Val
175

999
Gly

agc
Ser

gtg
Val

tgc
Cys

atc
Ile
80

acc
Thr

cgc
Arg

gtg
Val

gtc
Val
160
ctg

Leu

gag
Glu

toe
Ser

a8

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624



gct gecc
Ala Ala

210
cic ‘gog

Pro Ala
225

ctg ggc
Leu Gly

ccc gga
Pro Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met Glu

Asn Thr

Pro Ala
50

Thr Phe

Trp Arg

Ala Ala

Arg Phe

Val Glu

130

Glu Phe
145

Arg Leu

ctg cag
Leu Gln

ctg acc
Leu Thr

cgc gcc
Arg Ala

SEQ ID NO

Longitud: 258

Tipo: PRT

Organismo:

Secuencia:

Gly Ser

Ser Leu

20

Glu Ala

Glu Val

Thr His

Ser Gly

Pro Gly

100

Arg Leu

L5

Arg Leu

Thr Gly

Arg Val

gac
Gly

cgc
Arg

gag
Glu
245

: b

6

His

Asn

Pro

Glu

85

Ser

Leu

Ala

Asp

Thr

cag
Gln

gac
Asp
230

gcc
Ela

Gln

Ser

Pro

Glu I

Gly

Leu

Ala

150

Ala

ggt
Gly
215

ggce
Gly

agc
Ser

Leu

Thr

Ala

Glu

55

Arg

His

Ala

cac
His

cgc
Arg

gte
Val

Mus musculus

His

Ala

Cys

Pro
120

a Asp

Asp

Pro

ggc
Gly

tac
Tyr

tac
Tyr

Ala

Arg
25

Ala G

Gly

Tyr

Gly

Gln
105

Ser

Arg

Arg

tac
Tyr

acqg
Thx

ctyg
Leu
250

Cys

n
(%)

Asp

Asp

Thr

Ar

Tyr

Ile

cag
Gln

tgc
Cys
235

tEe
Phe

Ala

Arg

Ala

Gly

+5

Gln

Ala

Asn

Arg

Glu

155

Val

gtg

Val
220

acqg
Thr

cge
Arg

1 BAla

Trp

AEla

60

Pro

Val

Leu

Asp

Tyx
140

Ser !

Asn

- B i
Thr

gcg
Ala

the
Fhe

Cys

Val

Fhe

Ser

Leu

125

Phe

Ile

gcc
Ala

gcc
Ala

cac
His

Val L

Leu

Thr

Arg

Leu

110

Ser

Cys

His

Ser

gad
Glu

aat
Asn

goc
Gly
255

Leu

Gln

PED

Cys
95

His

Arg

Val

tg
el

agc
Ser
240

gge
Ala

Gln

Leu

Val

Cys

Ile

80

Thr

Arg

Val

Val

160

Leu

672

720

768

T74



165 170 175

[
(6]

Pro Gly Pro Ala His Ala Phe Arg Ala Leu Cys Thr Ala Glu Gly Glu
180 185 180

Pro Pro Pro Ala Leu Ala Trp Ser Gly Pro Ala Pro Gly Asn Ser Ser
195 200 205

Ala Ala Leu Gln Gly Gln Gly His Gly Tyr Gln Val Thr Ala Glu Leu
210 215 220

Pro BAla Leu Thr Arqg Asp Gly Arg Tyr Thr Cys Thr Ala Ala Asn Ser
225 230 235 240

Leu Gly Arg Ala Glu Ala Ser Val Tyr Leu Phe Arg Phe His Gly Ala
245 250 255

Pro Gly

<210> SEQ ID NO: 7
<211> Longitud: 55

<212> Tipo: ADN

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacidén: Iniciador PCR del ADNc de Siglec-15 soluble de
ratén

<400> Secuencia: 7
ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctt caccatggag gggtccctece zactc 55

<210> SEQ ID NO: 8

<211> Longitud: 55

<212> Tipc: ADN

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacidn: Iniciador PCR del ADNc de Siglec-15 soluble de
ratén

<400> Secuencia: B
ggggaccact ttgtacaaga aagctgggtc tccgggggcg ccgtggaagc ggaac 55

<210> SEQ ID NO: 8

<211> Longitud: 20

<212> Tipo: ADN

<213> Crganismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacién: Iniciador de secuenciacién del ADNc de Siglec-15
soluble de ratén

<400> Secuerncia: 9
tgcgtgaagg tgcagggcag 20



10

<210> SEQ ID NO: 10

<211> Longitud: 17

<212> Tipo: ADN

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacién: Iniciador de secuenciacién del ADNc de Siglec-15
soluble de ratén

<400> Secuencia: 10
cctegeectgg tegggte 17

<210> SEQ ID NO: 11

<211> Longitud: 891

<212> Tipo: ADN

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:

<223> Otra informacién: ADNc de Siglec-15-His tag de ratén

<220> Caracteristica:
<221> MNombre/Clave: CDS
<222> Ubicacidn: (1)..(8%81)

<400> Secuencia: 11

atg gag ggg tcc ctc caa cte ctg gec tge ttg gee tgt gtg cte cag 48
Met Glu Gly Ser Leu Gln Leu Leu Ala Cys Leu Ala Cys Val Leu Gln
1 5 10 L5
atg gga tcc ctt gtg aaa act aga aga gac gct tcg ggg gat ctg ctc 96
Met Gly Ser Leu Val Lys Thr Arg Arg Asp Ala Ser Gly Asp Leu Leu
20 25 30
aac aca gag gcg cac agt gcoc ccg gog cag cge tgg tcec atg cag gtg 144
Asn Thr Glu Ala His Ser Ala Pro Ala Gln Arg Trp Ser Met Gln Val
35 a0 45
ccc geg gag gtg aac geg gag gct gge gac gcg gog gtg ctg cce tge 192
Pro Ala Glu Val Asn Ala Glu Ala Gly Asp Ala Ala Val Leu Pro Cys
50 55 60
acc ttc acg cac ccg cac cgc cac tac gac ggg ccg ctg acg gec atc 240
Thr Phe Thr His Pro His Arg His Tyr Asp Gly Pro Leu Thr Ala Ile
65 70 7] g0
tgg cgc tcg ggc gag ccg tac gecg gge ccg cag gtg tte cge tge acc 288
Trp Arg Ser Gly Glu Pro Tyr Ala Gly Pro Gln Val Phe Arg Cys Thr
85 90 95
gcg gcg ccg ggc agce gag ctg tgec cag acg gocg ctg age ctg cac ggc 336
Ala Ala Pro Gly Ser Glu Leu Cys Gln Thr Ala Leu Ser Leu His Gly
100 105 118
cgc ttc cgec ctg ctg ggc aac ccg cge cgc aac gac ctg tce ctg cge 384
Arg Phe Arg Leu Leu Gly Asn Pro Arg Arg Asn Asp Leu Ser Leu Arg
115 120 125
gte gag cgc ctc gecc ctg gecg gac agc gge cge tac tte tge cge gtg 432
Val Glu Arg Leu Ala Leu Ala Asp Ser Gly Arg Tyr Phe Cys Arg Val
130 135 140
gag ttc acc gge gac geec cac gat cge tat gag agt cge cat ggg gte 480

Glu Phe Thr Gly Asp Ala His Asp Arg Tyr Glu Ser Arg His Gly Val
145 150 155 160



cgt ctg
Arg Leu

ccg ggc
Pro Gly

cce 2cg
Fro Pro

gct gee
Ala Ala
210

ce gy
Pro Ala
225

ctg ggc
Leu Gly

cce gga
Pro Gly

ggg ggt
Gly Gly

acc ggt
Thr Gly
290

<210>
211>
<z2l2>
<213>

<220>
223>

<400>

Met Glu
1

Met Gly

Asn Thr

Pro Ala
50

Thr Phe
65

cge gtg act gct geg
Arg Val Thr Ala Ala
165

CoS oy ‘tac goe Lte
Pro Ala His Ala Phe
180

cce gee cte gece tag
Pro Ala Leu Ala Trp
185

ctg cag ggc cag ggt
Leu Gln Gly Gln Gly
215

ctg acc cgc gac ggc
Leu Thr Arg Asp Gly
230

cgc gcc gag gcc agc
Arg Ala Glu Rla Ser
245

gac cca get tte ttg
Asp Pro Ala Phe Leu
260

adag cct atc cct aac
Lys Pro Ile Pro Asn
2.7.5

cat cat cac cat cac
His His His His His

SEQ ID NO: 12
Longitud: 296

Tipo: PRT

Organismo: Secuencia

Caracteristica:
Otra informacidn:

Secuencia; 12

Gly Ser Leu Gln Leu
5

Ser Leu Val Lys Thr
Glu Ala His Ser Ala
3

Glu Val Asn Ala Glu
55

Thr His Pro His Arg
70

God
Pro

cgc
Arg

tcg

Ser G

200
cac

His

cge
Arg

gtc
Val

tac
Tyr

cct
Bro
280

cat

tac
Tyr

tac
Tyr

aaa
Lys
265

cte
Leu

tga

11

ate
Ile
170

{5 1
Leu

oot
Pro

tac

Tyr G1

acg
Thr

ctg t
Leu E

250

gtg
Val

ke
Leu

artificial

Leu

Arg

Bla

His

Arg

25

Ala

Gly

Tyr

Cys

Asp

Gln

Asp

Asp

gtc
Val

tge
Cys

gce
Ela

gtt
val

ggt
Gly

Ala

Arg

Ala

aac
Lsn

acc
Thr

cca
Pro

gtg
Val
220

acqg

Thr

cgc
Arg

gat
Asp

ore
Leu

Construccidn sintética

Ala

Ser

Ala
60

Fro

atc
Ile

gcc

gge
Gly
205

acc

Thr

gcg
Bla

cto
Phe

ate
Ile

gat
Asp
285

Cys

Gly

Val

tcg
Ser

gag
Glu
190

aac

Asn

gce
Ala

gcc
Ala

cac
His

gaa
Glu

270

e
Ser

Asp
30

Met

Thr

gtg
Val
175

999
Gly

age
Ser

gag
Glu

aat
Asn

ggc
Gly
255

ggt
Gly

acqg
Thz

Leu

15

Leu

Gln

Fro

kla

ctg
Leu

gag
Glu

tge
Ser

ttg
Leu

agc
Ser
240
geco
Ala

cgt
Arg

cgt
Ar

Val

Cys

Ile
B0

528

576

624

672

720

768

8l6

864

891



12

Trp Arg Ser Gly Glu Pro Tyr Ala Gly Pro Gln Val Phe Arg Cys Thr

Ala Bla Pro Gly Ser Glu Leu Cys Gln Thr Ala Leu Ser Leu His Gly
100 105 110

Arg Phe Arg Leu Leu Gly Asn Pro Arg Arg Asn Asp Leu Ser Leu Arg
4 gl Eta 120 125

Val Glu Arg Leu Ala Leu Ala Asp Ser Gly Arg Tyr Phe Cys Arg Val
130 135 140

n

Glu Phe Thr Gly Asp Ala His Asp Arg Tyr Glu Ser Arg His Gly Val
145 150 L85 160

~

Arg Leu Arg Val Thr Ala Ala Pro Arg Ile Val Asn Ile Ser Val Leu
165 170 17§

Pro Gly Pro Ala His Ala Phe Arg Ala Leu Cys Thr Rla Glu Gly Glu
180 185 190

Pro Pro Pro Ala Leu Ala Trp Ser Gly Pro BRla Pro Gly Asn Ser Ser
185 200 205

la Leu Gln Gly Gln Gly His Gly Tyr Gln Val Thr Ala Glu Leu
1 d 215 220

Pro Ala Leu Thr Arg Asp Gly Arg Tyr Thr Cys Thr ARla Ala Asn Ser
225 230 235 240

Leu Gly Arg Ala Glu Ala Ser Val Tyr Leu Phe Arg Phe His Gly Ala
245 250 295

Pro Gly Asp Pro Ala Phe Leu Tyr Lys Val Val Asp Ile Glu Gly Arg
260 265 270

Gly Gly Lys Pro Ile Pro Asn Pro Leu Leu Gly Leu Asp Ser Thr Arg
275 280 285

Thr Gly His His His His His His
290 285

<210> SEQ ID NO: 13

<211> Longitud: 1512

<212> Tipo: ADN

<213> Organismo: Secuencia artificial

£220> Caracteristica:
<223> Otra informacidn: ADNc de Siglec-15 de ratdn fusiconado a Fc



13

<220> Caracteristica:
<221> WNombre/Clave: CDS
<222> Ublcacién: (1)..(1512)

<400> Secuencia:

atg
Met

1

atg
Met

aac
Asn

(o} ol
Pro

acc
Thr
65

tag
Trp

gcg
Ala

cgc
Arg

gtc
Val

gag
Glu
145

cgt
Arg

ccg
Bfo

CCC
Pro

gct
Ala

cee
Pro
225

18

¢ caa cte ctg gece tgce

u Gln Leu Leu Ala Cys
10

gag ggg tcc ct
Glu Gly Ser Ler
45

gga tecc ctt gtg aaa act aga aga gac
Gly Ser Leu Val Lys Thr Arg Arg Asp
20 25

aca gag gcg cac agt gcc ccg geg cag
Thr Glu &la His Ser Ala Pro Ala Gln
35 40

gcg gag gtg aac gcg gag get gge gac
Ala Glu Val Asn Ala Glu Ala Gly Asp
50 55

tte acg cac «ccg cac cge c4ac tac gac
Phe Thr His Pro His Arg His Tyr Asp
70

cgce tecg gge gag ccg tac gocg ggc ccg
Arg Ser Gly Glu Pro Tyr Ala Gly Pro
g5 a0

gcg ccg ggc a B
Bla Pro Gly Ser Glu Leu Cys Gln Thr
100 105

gc gag ctg tgc cag acg
7]

tte cge ctbg «elg ggco aaec ccg €gc cgce
Phe Arg Leu Leu Gly Asn Pro Arg Arg
LES 120

gag cgc ctec gec ctg gcg gac agc ggce
Glu Arg Leu Ala Leu Ala Asp Ser Gly
130 135

ttc acc ggc gac gecc cac gat cge tat
Phe Thr Gly Asp Ala His Asp Arg Tyr
150

ctg cgc gtg act gct gecg ccg cgg atc
Leu Arg Val Thr Ala Ala Pro Arg Ile

=

165 170

ggc cce geg cac gee tte cge geg cte
Gly Pro Ala His Ala Phe Arg Ala Leu
180 185

Ecl BER o gkr gt tyy teg woet goe
Pro Pro Ala Leu Ala Trp Ser Gly Pro
195 200

gcc ctg cag ggc cag ggt cac ggc tac
Ala Leu Gln Gly Gln Gly His Gly Tyr
210 4ol

gcg ctg acc
Ala Leu Thr

(g1

gac ggec cgce tac acg
Asp Gly Arg Tyr Thr
230

o€

0
fu}

ttg
Leu

gct
Ala

cge
Arg

acg
Ala

9499
Gly
7.5

cag
Gln

geg
Ala

aac
Asn

cge
Arg

gad
Glu
1585

tge
Cys

e
Ala

cag
Gln

tge
Cys
235

gcc
Ala

tcyg
Ser

tgg
Trp

gcg
Ala
60

ccg
Pro

gtg

Val

ctg
Leu

gac
Asp

tac
Tyr
140

agt
Ser

ace
Thr

cca
Fro

gtg
Val
220

Thr

tgt
Cys

999
Gly

tce
Ser
45

gtg
Val

agc
Ser

ctg
Leu
BiE2 A5,

g o

Phe

cgc
Arg

tc aac atc
1 Azn 1

gcc
Bla

ggc
Gly
205

acce
Thr

gtg
Val

gat
Asp
30

atg

Met

ctg
Leu

acg
Thr

cgce
Arg

ctg
Leu
110

i od ol
Ser

tTge

cat
His

teg
Ser

gag
Glu
190

zac
Asn

gce
Ala

gca

a Ala

gce
Ala

tge
Cys
93

cac

His

ctg
Leu

cgce
Arg

999
Gly

gag
Glu

aat
Asn

cag
Gln

ot
Leu

gtg
Val

tgc
Cys

atc

Ile

80

acc
Thr

ggc
Gly

cgc
Arg

gtg
Val

gte
Val
160

ctg
Leu

g<d
Glu

tce

Ser

ttg
Leu

agc
Ser
240

48

96

144

192

240

384

432

480

528

576

624

672

720



ctyg
Leu

ccc
Pro

cee
Pro

gaa

-

Glu

gac
Asp
305

gac
Asp

ggc
Gly

aac
Asn

tgg
Trp

cca
Pro
385

gaa
Glu

aac
Asn

atc
Ile

acc
Thr

aag
Lys
465

o e

Cys

cte
Leu

ggc
Gly

gaa
Gly

aaa
Lys

cte
Leu
290

acce
Thr

gtg
Val

gtg
Val

agc
Ser

ctg
Leu
370

gcc
Rla

ceca
Pro

cag
Gln

gcc
Ala

acg
Thr
450

o4 9

Leu

i ol
Ser

o
Ser

cgc
Arg

gac
Asp

tct
Ser
275

ctg
Leu

cLte
Leu

age
Ser

gag
Glu

acg
Thr
355

aat
Asn

(ewl el
Pro

cag
Gln

gte
Val

gtg
Val
435

o o
Pra

acc
Thr

gtg

ctg
Leu

gee
Ala

cca
FPro

260

tgt
Cys

999
Gly

atag
Met

cac
His

ggc
Gly

atc
Ile

atg
Val

agc
Ser
420

gag

Glu

g
Pro

gtg
Val

atg
Met

tet
Ser

g=g
Glu
245

gct
Ala

gac
Asp

gga
Gly

atc
Ile

gaa
Glu
325

cat
His

cgt
Arg

aag
Lys

gag
Glu

tac
Tyr
405

Leu

gac
Asp

cat
His
485

ccyg
Fro

gce
Ala

ttec
Phe

aaa
Lys

Folista;
Pro

toe
Ser
310

gac
Asp

aat
Asn

gtg
Val

gag
Glu

aaa
Lys
390

acc
Thr

acc
Thr

gag
Glu

et
Leu

aag
Lys
470

gag
Glu

ggt
Gly

agc
Ser

ttg
Leu

act
Thi

tca
Ser
295

cgg
Arg

cct
Pro

geo
Ala

gte
Val

tac
Tyr
375

acc
Thr

ctg
Leu

tgc
Cys

agce
Ser

gac
Asp
455

agc

Ser

gct
Ala

aaa
Lys

gtec
Val

tac
Tyr

cac
His
280

gtc
Val

acc
Thr

gag
Glu

aag
Lys

agce
Ser
360

aag

Lys

atc
Ile

oo
Pro

ctg
Leu

aat
Asn
440

te
Ser

agg
Arg

ctg
Leu

taa

tac
Tyr

aaa
Lys
265

aca
Thr

e )
FPhe

cct
Fro

gtc
Val

aga
Thr
345

gtc
Val

tgc
Cys

teo
i

cca
Pro

gac
Asp

tgg
Trp

cac
His

14

250

tgc
Cys

(el o]
Leu

gag
Glu

aaqg
Lys
330

aag

Lys

gte

Leu T

aag
Lys

aaa
Lys

teg
Ser
410

aasda
Lys

cag
Gln

ggc
Gly

cag
Gln

aac
Asn
480

TEC
Phe

gtt
Val

cca
Pro

tte
Phe

gte
Val
315

ttc
Phe

ccyg
FPro

gte
Val

gce
Ala
385

cgg
Arg

ggce
Gly

ccg
Pro

teo
Ser

cag
Gln
475

cac
His

cge
Arg

gat
Asp

ccg
Pro
300

aca
Thr

aac
Asn

cgg
Arg

gte
Val

Ece
Ser
380

aaa
Lys

gag
Glu

tte
Phe

gag
Glu

tEe
Phe
460

ggg
Gly

tac
Tyr

tte
Phe

atc
Ile

tgc
Cys
285

cca
Pro

tgc
Cys

gag
Glu

ctyg
Leu
365

aac
Asn

tat
Tyr

aac
Asn
445

tte

Phe

aac
Asn

acg
Thr

cac
His

cag
Gln
270

cCca
Pro

aaa
Lys

gtg
Val

tac
Tyr

ga2g
Glu
350

cac
His

cag
Gln

atg
Met

cec
Pro
430

aac

Asn

gre
Leu

gte
Val

cag
Gln

gca
Rla

oD
Fro

gtg
Val

gtg
Val
335

@ 0
=
2

cag
Gln

gcc

Ala

[oalo:
Pro

acc
Thr
415

agc
Ser

tac

Tyr 1

tat
Tyr

tte
Fhe

aag
Lys
435

Q@ gec

Ala

gag
Glu

get
Pro

aag
Lys

gtg
Val
320

gac
Asp

tac
Tyr

gac
Asp

ctc
Leu

cga
Arg
400

aag
Lys

agc
Ser

tca
Ser
480

agc
Ser

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

52

1200

1248

12986

1344

1382

1440

1488

1512



<210>
w211
<21 2>
<213>

<220>
<223>

<400>

15

500

SEQ ID NO: 14

Longitud: 503

Tipo: PRT

Organismo: Secuencia artificial

Caracteristica:

Otra informacidén: Construccidn sintética

Secuencia: 14

Met Glu Gly Ser Leu Gln Leu Leu Ala Cys

1

Met Gly

Asn Thr

Pro Ala

5

Thr' Phe

65

5 10

Ser Leu Val Lys Thr Arg Arg Asp
20 25

Glu Ala His Ser Ala Pro Ala Gln
35 40

Glu Val Asn Ala Glu Ala Gly Asp
55

Thr His Pro His Arg His Tyr Asp

-

Trp Arg Ser Gly Glu Pro Tyr Ala Gly Pro

Ala Ala

Arg Phe

Val Glu

130

Glu Phe

145

85 90

Pro Gly Ser Glu Leu Cys Gln Thr
100 105

Arg Leu Leu Gly Asn Pro Arg Arg
115 120

Arg Leu Ala Leu Ala Asp Ser Gly
135

Thr Gly Asp Ala His Asp Arg Tyr

Arg Leu Arg Val Thr Ala Ala Pro Arg Ile

165 170

Pro Gly Pro Ala His Ala Phe Arg Ala Leu

Pro Pro

Ala Ala

180 185

Pro Ala Leu Ala Trp Ser Gly Pro
195 200

Leu Gln Gly Gln Gly His Gly Tyr

Leu

Ala

Arg

Ala

Gln

Ala

Asn

Arg

Glu

155

Val

Cys

Ala

Ala

Ser

Trp

Ala

60

Pro

Val

Leu

Asp

Tyr

140

Ser

Asn

Thr

Pro

Val

Cys

Gly

Ser

45

Val

Leu

Phe

Ser

Leu

125

Phe

Ala

Gly
205

Val

Asp
30

Met

=
0
=

Thr

Arg

Leu

110

Cys

His

Ser

Glu

190

Asn

Ala

Leu

Gln

Pro

Cys
95

Leu !

Lrg

Gly

Val

LI5

Gly

Ser

Glu

Gln

Leu

Val

Cys

Ile

80

Thr

Val

Val

160

Leu

Glu

Ser

Leu



Pro

225

Leu

Pro

Fro

Glu

Asp

305

Asp

Gly

Asn

1Trp

Pro

385

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys
465

210

Ala

Gly

Gly

Lys

Leu

290

Thr

Val

Val

Leu

370

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

450

Leu

Leu

Arg

Asp

Ser

Zil5

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

355

Asn

Pro

Gln

Val

Val

435

Pro

Thr

Thr

Ala

Pro

260

Cys

Gly

Met

Val

340

Tyr

Gly

Ile

Val

Sef

420

Glu

Pro

Val

Arg

Glu

245

Ala

Asp

Gly

Glu
325

His

Arg

Glu

Tyr

405

Leu

Trp

Val

Asp

Asp

230

Ala

Phe

Lys

Pro

Ser

310

Asp

Lsn

Val

Glu

Lys

390

Thr

ThE €

Glu

Leu

Lys
470

215

Gly

Ser

Leu

Thr

Ser

295

Arg

Fro

Ala

Txrr
315

Thr

Leu

Ser

Asp
455

Ser

Arg

Val

Tyr

His

280

Val

ThiE

Glu

Lys

Ser

360

Ile

Leu

Asn

440

Ser

Arg

Tyr

Lo |
(o)
e

Lys

265

Thr

2he

Pro

Val

Thr

345

Val

Cys

W
1]
]

Fro

Val

425

Gly

Asp

TEp

16

Thr

Leu

Z50

Val

Cys

Leu

Glu

Lys
330

Lys

Lys

Lys

Ser

410

Gln

Gly

Gln

Phe

Val

Fro

Phe

Val
315

Thr

Val

Ala

395

Arg

Pro

Ser

Gln
475

220

Thr

Arg E

Asp

Pro

Fro

300

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

380

Glu

Phe

Phe
460

Gly

Ala

Ile

Cys

285

Pro

Cys

Glu

Leu

365

Asn

Glu

Tyr

Asn

445

Phe

Asn

AEla

Lys

Val

Glu

350

His

Lys

Gln

Met

Pro

430

Asn

Leu

Val

Asn

Rla

Ala

Pro

Val

Val

335

Gln

Rla

Pro

Thr

415

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Ser

240

RAla

Glu

Pro

Lys

Val

320

Asp

Tyr

Arg

400

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser
480



Cys Ser Val Met His

485

Glu Zla Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<220>
<2Z21>
<222>

<400>
atg gaa aag tcc
Met Glu Lys

1

aca
Thr

aac
Asn

cca
Pro

ace
Thr
65

tgg
Trp

gcg
Ala

cge
Arg

gte
Val

gag
Glu
145

cgg
Arg

ggc
Gly

aca
Thr

ol ol
Pro
50

ttc
Phe

cgc
Arg

gcg
Ala

tte
FPhe

gag
Glu
130

tEa

Phe

ctg
Leu

tca
Ser

gag
Glu
35

gad
Glu

gcg
Ala

cgg
Arg

cgg
Arag
115

cgc

Arg

gcec
Ala

cac
His

500

SEQ ID NO:
Longitud:

Tipo:
Organismo: Homo sapiens

ADN

Sex

i I
Phe
20

gtg
Val

gtg
Val

cac

r His

ggc
Gly

g9gc
Gly
100

oty
Leu

ol 5 o)
Leun

ggc

Nombre/Clave:
Ubicacidn:

Secuencia: 1

atc
Ile
5

gtg
Val

cac

His

agce
Ser

ccg
Pro

gag
Glu
B5

agc
Ser

ctyg
Leu

fofole:
Ala

gac

15
780

Caracteristica:

CDR

Caracteristica:
Nombre/Clave:
Ubicacidn:

CcDS
(1)..(780)

bgg
Trp

aga
Arg

agce
Ser

Jeg
Ala

cac
His

70

SeC
Pro

Glu

ggc
Gly

ctg
Leu

gte
Val
LHQ

gee
Ala

{1)..(780)

ctg
Leu

tat
Tyr

clhc
Leu

aac
Asn

gct
Ala
135

cat

His

gcdg
Ala

ctyg
Leu

aaa
Lys

cca
Pro
40

gca
Ala

gcg
Rla

tgc
Cys

gey
Pro
120

gac

Asp

gac
Asp

ccg
FPro

gee
Ala

geg
Ala

ggc
Gly

8 "Las

Tyr

ggc
Gly

cgce
Arg

cgg
Arg

999
Gly

cag
Gln

gcg

aac
Asn

cgc
Arg

gag
Glu
155

gte
Val

gcg
Ala

acyg
Thr

taog
Trp

gca
Ala
50

ccyg
Pro

gtg
Val

ctag

a Leu

gac
Asp

tac
Tyr
140

agc

Ser

aac
Asn

tgg
Trp

gag
Glu

tce
Ser

45

gtg
Val

ctg
Leu

ttc
Phe

age
Ser

cte
Leu
125

ttc

Fhe

cgc
Arg

atc
Tle

gtt
Val

aac
Asn
30

atqg
Met

ctg
Leu

acg
Thr

cgc
Arg

ctg
Leu
110

tcg

Ser

tgc
Cys

cac
His

teg
Ser

w0

o0

ccg
Pro

cte
Leu

gtg
Val

5 e

Cys

atc
Tle
80

gct
Ala

cgc
Arg

gte
Val

gtec
Val
160

ctg
Leu

48

96

144

288

336

384

432

480

528



165

¢cec agt ccg gcect cac gcc

Pro Ser Pro Ala His Ala F

180

ccg ccg ccc gec cte gee
Pro Pro Pro Ala Leu Ala
195

gca gcc gtg cgg agce ccg
Ala Ala Val Arg Ser Pro
210

gaa ctg ccc gca ctg acc
Glu Leu Pro Ala Leu Thr
225 230

aac agc ctg ggc cgc tec
Asn Ser Leu Gly Arg Ser
245

ggc gcc agce ggg
Gly Ala Ser Gly
260

<210> SEQ ID NO: 16
<211> Longitud: 260
<212> Tipo: PRT

tto

tgg
Trp

cgt
Arg
215

cat

His

gag
Glu

g=g
Glu

gac
Esp

gcc
Ala

<€213> Organismo: Homo sapiens

<400> Secuencia: 16

Met Glu Lys Ser Ile Trp
: 5

Thr Gly Ser Phe Val Arg T

20

Asn Thr Glu Val His Ser
35

Pro Pro Glu Val Ser Ala
50

Thr Phe Thr His Pro His
65 70

Trp Arg Ala Gly Glu Pro
85

Ala Ala Arg Gly Ser Glu
100

Lrg Phe Arg Leu Leu Gly
115

Leu

w
1]
H

Glu

55

Arg

Tyr

Leu

Asn

Leu

Pro

40

Ala

His

Ala

Fro
120

gcg
Ala
185

ggc
Gly

ggt
Gly

ggc
Gly

age
Ser

Ile

Ala

Gly

Tyr

Gly

Gln

105

Arg

18

170

(5 8.0
Leu

ogc
Arg

gte
Val
250

Cys

10

Gln

Asp

Asp

Pro

90

Thr

Arg

tge
Cys

gce
Ala

ggc
Gly

tac
Tyr
235

tac
Tyr

Leu

Thr

Ala

Gln

Ala

cac
His
220

acg
Thr

ctg
Leu

Ala

The

Trp

Ala

60

Pro

Val

Leu

Asp

gcc
Ala

ggc
Gly
205

tgt
Cys

tte
Phe

i o]

Glu

Ser

45

Val

Ser

Leu
125

gaa
Glu
190

aac

Rsn

gtg
Val

acg
Thr

cgce
Arg

Val

Asn

30

Met

Leu

Thr

Arg

e
= D
e B

Ser

2 lifes
999
Gly

age
Ser

acc
Thx

gee
Ala

tte
Phe
255

Leu

15

Leu

Gln

Pro

Ala

Leu

gag
Glu

ttyg
Leu

gce
Ala

gcc
Ala
240

cat
His

Pro

Leu

Val

Ile

g0

Ala

Gly

Arg

576

624

672

720

768

780



19

Val Glu Arg Leu Ala Leu Ala Asp Asp Arg Arg Tyr Phe Cys Arg Val
130 L35 140

Glu Phe Ala Gly Asp Val His Asp Arg Tyr Glu Ser Arg His Gly Val
145 150 155 160

Arg Leu His Val Thr Ala Ala Pro Arg Ile Val Asn Ile Ser Val Leu
165 170 175

Pro Ser Pro Ala His Ala Phe Arg Ala Leu Cys Thr ARla Glu Gly Glu
180 185 190

Pro Pro Pro &la Leu ARla Trp Ser Gly Pro Ala Leu Gly Asn Ser Leu
195 200 205

Ala Ala Val Ser Pro Arg Glu Gly His Gly His Leu Val Thr Ala
210 215 220

=)
H
(e}

Glu Leu Pro Ala Leu Thr His Asp Gly Arg Tyr Thr Cys Thr Ala Ala
225 230 235 240

Asn Ser Leu Gly Rrg Ser Glu Ala Ser Val Tyr Leu Phe Arg Phe His
245 250 255

Gly Ala Ser Gly
260

<210> SEQ ID NO: 17

<211> Longitud: 56

<212> Tipo: RDN

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacidn: Iniciador PCR de ADNc de Siglec-15 soluble
humano

<400> Secuencia: 17
ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctt caccatggaa aagtccatct ggctge

<210> SEQ ID NO: 18

<211> Longitud: 52

<212> Tipo: ADN

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacidén: Iniciador PCR de ADNc de Siglec-15 soluble
humanc

<400> Secuencia: 18
ggggaccact ttgtacaaga aagctgggtc cccgcectggecg ccatggaagcec gg

<210> SEQ ID NO: 19

<211> Longitud: B897

<212> Tipec: ADN

<213> OQOrganismo: Secuencia artificial



<220>
<2235

<220>
<z221>
<222>

<400>
atg gaa aag tcc atc tgg
Met Glu Lys Ser

1

aca
Thr

aac
Asn

cca
Pro

acc
Thr
65

tag
Trp

gcg
Ala

cgc
Arg

gtc
Val

gag
Glu
145

cgg
Arg

oo
Pro

cog
Pro

gca
Ala

ggc
Gly

aca
Thr

cCcc
Pro
50

tte
FPhe

cgc
Arg

gcg
Ala

tEc
Phe

gag
Glu
130

§ B g
Phe

ctg
Leu

agt
Ser

ccg
Pro

gec
Ala
210

Caracteristica:
Otra informacién: ADNc de Siglec-15-His tag humano

Caracteristica:

Nombre/Clave:
Ubicaciodn:

Secuencia:

tca
Ser

gag
Glu
35

gag
Glu

acg
Thr

Ala

€gg
Arg

cgg
Arg
115

cgc

Arg

gcc
Ala

cac
His

ceg

ccc
Pro
185

gtg
Val

o o
Phe
20

gtg
Val

gtg
Val

cac
His

ggc
Gly

ggc
Gly
100

ctg

Leu

‘5l
Leu

Val

gct
Ala
180

gcc

Ala

cgg
Arqg

Ile
5

gtg
Val

u

gag
Glu
85

agce
Ser

0
@ rt

gcc
Ala

gac
Asp

aca
Thr
165

cac

His

ctc
Leu

age
Ser

19

CD5

Trp

H oW
Lo ]

agc
Sar

gcg

r Ala

cac
His
70

ccCc
Pro

gag
Glu

ggc
Gly

ctg
Leu

gte
Val
150

gcc
Ala

gcc
Ala

gcc
Ala

ccg
Fro

(1)..(897)

ctg
Leu

act
Thr

tcg
Ser

gag
Glu
55

cgc
Arg

tat
Tyr

cte
Leu

aac
Asn

gct
Ala
135

cat
His

gcg
Ala

tte
Phe

tgg
Trp

oo
Arg
215

ctyg
Leu

aza
Lys

cca
Pro
40

gca
Ala

cac
His

acag
Ala

tge
Cys

ceg
Pro
120

gac
Asp

gac
Asp

cgc
g

tece
Ser
200

gag
Glu

gcc
Ala

ata
Ile
25

gcg
Ala

tac
Tyr

ggc
Gly

cag
Gln
105

cgc

Arg !

gac
Asp

cgc
Arg

cgg
Arg

Jgcg
Ala
Ig5s

ggc
Gly

ggt
Gly

20

gat
Asp

cag
Gln

gac
Asp

gac
Asp

cgc
Arg

tac
Tyr

ccg
Pro

cac
His

ttg
Leu

act
Thr

cgc
Arg

gcg
Ala

ggg
Cly
15

cag
Gln

gco
Ala

aac
Asn

cgc
Ar

gag
Glu
155

c:oghe

Val

tgc
Cys

gcc
Ala

ggc
Gly

gcg
Alz

tgg
Trp

gca
Ala
60

cecyg
Pro

gtg
Val

Leu

el
gac

Asp

tac
Tyr

{757
O K
H O

aac
Asn

act
Thr

ctg
Leu

cac
His
220

tec
Ser
45

gtg
Val

akg
Leu

tte
Fhe

o
Leu
125

2 3 i
FPhe

cgc
Arg

atc
Ile

ger
Ala

ggc
Gly
208

cta
Leu

aac
Asn

0
(%]

Met

ctyg
Leu

acg
Thr

cgce
Arg

ctg
Leu
110

Eeg
Ser

tgc
Cys

cac
His

tecg
Ser

gaa
Glu
180

gtg
Val

(el
Leu
15

ttyg
Leu

cag
Gln

cce
Pro

gce
Ala

tgc
Cys
95

cac

His

&ty
Leu

cgc
Arg

acec
Thr

ccyg
Pro

gte
Leu

tgc
Cys

atc
Ile
g0

gct
Ala

ggc
Gly

oge
Arg

gte

Val

gcc
BEla

48

96

144

182

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672



gaa ctg
Glu Leu
225

aac agc
Asn Ser

ggc gcc
Gly Ala

ggt cgt
Gly Arg

acg cgt

Thr Arg
2390

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ccc gca ctg
Pro Ala Leu

ctg ggec cgc
Leu Gly Arg
245

agc ggg gac
Ser Gly Asp
260

ggg ggt aag
Gly Gly Lys
275

acec ggt cat
Thr Gly His

SEQ ID NO: 20
Longitud: 298
Tipo: PRT

Organismo: Se

Caracteristic

Otra informacién:

Secuencia: 20

acc cat
Thr His
230

tcc gag

Ser Glu

cca gct
Pro Ala

gk JeE
Pro Ile

cat cac
His His
295

cuencia

ai

Met Glu Lys Ser Ile Trp Leu

1

Thr Gly

Asn Thr

Pro Pro

Thr Phe

65

Trp Arg

Ala Ala

Arg Phe

Val Glu
130

e

Ser Phe Val
20

Glu Val His
35

Glu Val

{75]
1
H

Ser Ser

Ala Glu

Thr His Pro HI

Ala Gly Glu
g5

e

Arg Gly Ser
100

Arg Leu Leu

Arg Leu Ala

Glu Leu

Gly Asn

Leu Ala
135

gac
Asp

gcc
Ala

cot
P
280

cat
His

gac
Gly

21

o s pve o

Val
250
tac

Tyr

ect
Pro

cat
His

artificial

Leu

Lys

Pro !

40

Ala

His

Cys

Pro
120

Asp

Ala

Ile

25

Gly

Tyr

Gln
105

Arg

Asp

Cys
g

Esp

[1}]
=
e

Asp

Thr

Arg

Arg

tac a

Tyr
235

tac
Tyr

aaa
Lys

cte
Leu

Leu

Thr

Arg

Ala

Ala

Asn

Arg

cEy
Leu

gtg
Val

ate
Leu

Construccidn sintética

Ala

Thr

Trp

Ala

60

Val

Leu

Asp

Tyr
140

g tgt

Cys

8 e
Phe

gtt
Val

ggt
Gly
285

Trp

Glu

Ser

45

Val

Leu

Phe

Ser

Leu

125

Fhe

acg
Thr

cgc
Arg

gat
Asp
270

ete
Leu

Val

Asn

30

Met

Leu

Arg

tte
Phe
255

atc
Ile

gat
Asp

Leu

Gln

Pro

Cys

95

His

Leu

Arg

gcc
Ala
240

cat
His

gaa
Glu

el
Ser

Pro

Leu

Val

Cys

Ile

Ala

Gly

Arg

Val

720

864

897



Glu

145

Arg

Pro

Pro

Ala

Glu

225

Asn

Gly

Thr

Phe

Leu

Ser

Pro

Ala
210

Leu

Ser

Ala

Arg

Arg

2380

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

<400>

1

aca
Thr

aac
Asn

ggc
Gly

aca
Thr

Ala

His

Pro

Pro

195

Val

Pro

Ser

Thr

Gly

Val

Ala

180

Ala

Ala

Gly
260

Gly

Asp Val
150

Thr Ala
165

His Ala

Leu Ala

Ser Pro

Leu Thr

230

Arg Ser

245

Asp Pro

Lys Pro

His His

SEQ ID NO: 21

Longitud:

1518

Tipo: ADN

Organismo:

Caracteristica:

Otra informacidn:

Caracteristica:

Nombre/Clave:
Ubicacidn:

Secuencia: 21
atg gaa aag tcc
Met Glu Lys Ser

tca
Ser

gag
Glu
35

tEt
FPhe
20

gtg
Val

atc tgg
Ile Trp
[

gtg aga
Val Arg

cac agc
His Ser

CDs
(1)..(1518)

His

Ala

Phe

Trp

Arg

215

His

Glu

Ala

Ile

His

295

Secuencia

Asp

Pro

Arg

Ser

200

Asp

Ala

Phe

Fro

280

His

Arg

Ala

185

Gly

Gly

Gly

Ser

Leu

265

Asn

His

22

Tyr Glu
155

Ile Val
170

Leu Cys

His Gly

Arg Tyr
235

Val Tyr

250

Tyr Lys

Pro Leu

His

artificial

Ser

Asn

Thr

Leu

His

220

Thr

Leu

Val

Leu

Arg

Ala

Leu

Cys

Phe

Val

Gly I

285

His

Ser

Glu

130

Asn

Val

Arg

Asp
270

Gly

Val

175

Gly

Ser

Thr

Ala

Ile

Asp

ADNc de Siglec-15 humane fusionado

ctg
Leu

act
Thr

tecg
Ser

atg
Leu

aaa
Lys

cca
Pro
40

gcc
Ala

ata
Ile
25

dacg
Ala

tge ttag
Cys Leu
10

gat act
Asp Thr

cag cgc
Gln Arg

gcg
Ala

tag
Trp

gag

r Glu

tcc
Ser
45

aac
Asn
30

atg

Met G1

Val
160

Leu

Leu

Ala

Ala
240

His

Glu

Ser

ccqg
Fro

ctec
Leu

gtg

48

96

144



cca
Fro

acc
Thr
65

tagg
Trp

gcg
Ala

cgc
Arg

gte
Val

gag
Glu
145

cgg

Arg

cEec
Pro

ccqg
Pro

gca
Ala

gaa
Glu
225

aac
Asn

ggc
Gly

gca
Ala

gca
Ala

cecc

cee
Pro
50

tte
FPhe

cgc
Arg

gcg
Ala

7
Phe

gag
Glu
130

et
Phe

ctg
Leu

agt
Ser

ccg
Pro

gcc
Ala
210

ctg
Leu

agc
Ser

gce
Ala

gadg
Glu

Gek
Pro
290

aag

gag
Glu

acg
Thr

gca
Ala

cgg
Arg

cgg
Arg
115

cge

Arg

gcc
Ala

cac
His

cecg
Pro

cec
Pro

e
Leu

age
Ser

cce
Pro
275

gaa
Glu

gac

gty
Val

cac
His

gac
Gly

ggc
Gly
100

sty
Leu

ggc
Gly

gtg
Val

gct
Pla
180

gec

Ala

€gg
Arg

gca
Ala

Jgc
Gly

gg99g
Gly
260

aaad

Lys

cte
Leu

acc

agc
Ser

ccqg
Pro

gag
Glu
85

age g
Ser G

ctyg
Leu

gcc
Ala

gac
Asp

aca
Thr
165
cac
His

cte
Leu

agc
Ser

Leu

cgc

Arg
245

gac
Asp

Lot
Ser

ctg
Leu

cte

gcg
Ala

cac
His
70

CER
Fro

gtc
Val
150

gce
Ala

gcc
Lla

cca
Pro

gt
Cys

94949
Gly

atg

cgc
Arg

tat
Tyr

gte
Leu

aac
Asn

gct
Ala
135

cat
His

gcg
Ala

ttc
Phe

tgg
Trp

cgt

Arg G

215

cat
His

gga
Cly
295

atc

gca
Ala

cac
His

gcg
Ala

tgc
Cys

(s )
Pro
120

gac
Asp

wlala|
Pro

cgc
Arg

gcc
Ala

t tte

Phe

aaa
Lys
280

ccg
Pro

tce

ggc
Gly

tac
Tyr

ggc
Gly

cag
Gln
105

cgc
Ar

gac
Asp

cgce
Arg

cgg
Arg

gcg
Ala
185

gge

Gly

ggt
Gly

ggc
Gly

agce
Ser

ttg
Leu
265

act
Thr

tca
Ser

cgg

23

gac
LAsp

gac
Asp

cgc
Arg

cgc
Arg

tac
Tyr

ate
Ile
170

cte t

Leu

ceyg
Pro

cac
His

cgc
Arg

gtc
Val
250

tac

Tyr

aac
His

gte
Val

Jcg
Ala

ga494g
Gly
75

caq
Gln

gcg

r Ala

aac
Asn

cgc
Arg

gag
Glu
155

Val

gee
Ala

ggc
Gly

tac
Tyr
235

tac

Tyr 1

aaa
Lys

aca
Thr

gca
Ala

60

ccg
P1o

gtg
Val

gac
Asp

tac
Tyr
140

agce
Ser

aac
Asn

act
Thr

ctg
Leu

cac
His
220

acqg
Thr

tgc
Cys

cte
Leu
300

gag

gtg
Val

ctg
Leu

Ete
Phe

age
Ser

o B o
Leu
L

tte
Phe

cgc
Arg

abe ¢

Ile

gcc
Ala

ggc
Gly
205

cta
Leu

tgt
Cys

tte
Phe

gtt
Val

cca
Pro

285

tte
Phe

ctg
Leu

acqg
Thr

ctg
Leu
110

teg
Ser

tgc
Cys

cac
His

gaa
Glu
190

aac
Asn

cgc
Arg

gat
Asp
270

ceg
Pro

ccc
Fro

aca

ZEe
Fro

gec
Ala

tgc
Cys
95

cac
His

ctyg
Leu

cgc
Arg

ggc
Gly

gtg
Val
175

ggg
Gly

age
Ser

acc
Thr

gce
Ala

ttc
Phe
255

are

Ile

tgc
Cys

cca
Fro

tgc
Cys

atc
Ile
80

gct
Ala

ggc
Gly

cgc
Arg

gtc
Val

gte
Val
160

clg

Leu

gag
Glu

ttg
Leu

gcc
Ala

gcce
Ala
240

cat
His

cag
Gln

cca
Pro

aaa
Lys

atg

192

240

288

336

384

432

480

528

624

672

720

768

816

864

912

960



Pro
305

gtg
Val

gtg
Val

cag
Gln

cag
Gln

gec
Ala
385

CET
Pro

acc
Thr

age
Ser

tac
Tyr

tat
Ty
465

tte
FPhe

aag
Lys

Lys

gtg
Val

gac
Asp

tac
Tyx

gac
Asp

370
ctc

Leu

cga
Arg

aag
Lys

gac
Asp
aag
450
agc

Ser

tca
Ser

agce
Ser

<210>
B
<212>
€213

<220>
£223>

<400>

Asp Thr Leu Met Ile

gac gtg agc cac gaa
Asp Val Ser His Glu
325

ggce gtg gag gtg cat
Gly Val Glu Val His
340

aac agc acg tac cgt

Asn Ser Thr Tyr Arg

385

tgg ctg aat ggc aag
Trp Leu Asn Gly Lys
ETE

cca gce atc gag
Pro Ala Pro Ile Glu

0
0
(9]

gaa cca cag
Glu Prc Gln
405

=3\
[+ T s
G
H
<
P

aac cag gtc agc ctg
Asn Gln Val Ser Leu
420

atc geec gtg gag tgg
Ile Ala Val Glu Trp

acc acg cct ccc gtg
Thr Thr Pro Pro Val
455

aag ctc acc gtg gac
Lys Leu Thr Val Asp
470

tgec tee gtg atg cat
Cys Ser Val Met His
485

ebe tee ¢tg Lot ceq
Leu Ser Leu Ser Pro

SEQ ID NO: 22
Lengitud: 505

Tipoi ERT

Organismo: Secuencia

Caracteristica:
Otra informaciodn:

Secuencia: 22

Ser

gac
Asp

aat
Asn

gtg
Val
360

gag

fada |
il

aaa
Lys

acc
Thr

acec
Thr

Jgag
Glu
440

ctg

Leu

aag
Lys

gag
Glu

ggt
Gly

Arg

oot
Pro

gcc
Ala
345

gtc

Val &

tac

Tyr I

ace
Thr

ctg
Leu

tgc
Cys
425

agc
Ser

gac
Asp

age
Ser

get
Ala

aaa
Lys
505

24

Thr

gag
Glu
330

aag
Lys

aag

aat
Asn

tce
Ser

agg
Arg

ctyg
Leu
490

taa

artificial

Construccidn

Lo
=1
W o

Val

aca
Thr

ot
o]
m (3

tee
Ser

395

cca
Pro

gte
Val

999
Gly

gac
Asp

tag
Trp
475

Glu

aaqg
Lys

aag
Lys

o CEC

Leu

aaqg
Lys
380

adad

Lys

m 0
M0

[ M

aaa
Lys

cag
Gln

ggc
Gly
460

cag

Gln

aac
Asn

sintética

Val

ttc
Phe

ceg
Pro

ace
Thr

365
gte

Val

gcc
Ala

cgg
g

ggc
Gly

=m0
= 0
th O G

tee
Ser

cag
Gln

cac
His

Thr

aac
Asn

cgg

tte
Phe
430

gag

Glu

ttec
Phe

999
Gly

tac
Tyr

Cys

tag

1rp

335

gag
Glu

ctg
Leu

aac
Asn

999
Gly

gag
Glu
415

tat
Tyr

aac
Asn

tte
Phe

aac
Asn

acg
Thr
495

Val
320

tac
Tyr

gag
Glu

cac
His

aaa
Lys

cag
Gln
400

atg
Met

aac
Asn

cte
Leu

gtc
Val
480

cag
Gln

Met Glu Lys Ser Ile Trp Leu Leu Ala Cys Leu Ala Trp Val Leu Pro

1

5

10

15

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1518



Thr

Asn

Pro

Trp

Ala

Arg

Val

Glu

145

Arg

Pro

Pro

Ala

Glu

225

Gly

Ala

Gly

Thr

Ala

Phe

Glu

130

Phe

Leu

Ser

Fro

Ala

210

Leu

Ser

Ala

Glu

Ser

Glu

35

Thr

Ala

Arg

g

s

Arg

Ala

His

Pro

Pro

195

Val

Pro

Leu

Ser

Pro
275

Val

Val

His

Gly

Gly

100

Leu

Gly

Val

RAla

180

Ala

Arg

Ala

78}
s
e

Gly
260

Lys

Val

Ser

Glu

B85

Ser

Leu

Ala

Asp

Thr

165

His

Leu

245

Arg

Ser

=]
t_}
i

His
70

Peo

Gly

Leu

Val

150

Ala

Ala

Ala

Pro

Thr

230

Ser

Cys

Thr

Ser

Arg

Tyr

Leu

Asn

Ala

135

Rla

Trp

Arg

2EY

His

Glu

REla

Asp

His

Ala

Cys

Ero
120

Asp A

Asp

Pro

Arg

Ser

200

Glu

Asp

Ala

Phe

Lys
280

Tyr

Arg

Arg I

Als
185

Gly

Gly ?

Ser

Leu
265

Thr

25

Asp

Gln

Asp

Pro

20

Thr

Arg

Arg

Tyr

Leu

His

His

Thr

Arg

Rla

..ly

~ @)

Gln

Asn

Arg

Glu

158

Val

Ala

Lys

Thr

Thr

Tro

Rla

&0

Pro

Val

Leu

Asp

Tyr

140

ST

Asn

Thr

Leu

His

220

Leu

Val

Cys

Glu

Ser

45

Val

Leu

Phe

Ser

Phe C

Arg

Ile

Ala

Gly

205

Leu

Phe

Val

Pro
285

Asn

30

Met

Thr

Leu
110

u Ser

His

Ser

Glu

140

Asn

Val

Thr

Arg

Asp

270

Pro

Leu

Gln

Pro

Leu

Arg

Gly

Val

195

Gly

Ser

Thr

Ala

FPhe

255

Cys

Leu

val

Cys

£l

Ile
80

Ala

Arg

Val

Val

160

Leu

Glu

Ala

Ala

240

His

Gln

Pro



26

Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys
290 295 300

Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val
305 310 315 320

Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr
325 330 335

Val Rsp Gly Val Glu Val His Asn ARla Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu
340 345 350

Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His
355 360 365

Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys
370 375 380

Ala Leu Pro Rla Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln
385 380 395 400

Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met
405 410 415

4

Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro
420 425 430

Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn
435 440 445

Tyr Lys Thr Thr Pre Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Fhe Phe Leu
450 455 460

Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val
465 470 475 480

Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln
485 430 495

Lys Ser Leu Ser Leu Ser Lys
500 505

]
s
O
2
b

<210> SEBEQ ID NO: 23

<211> Longitud: 33

<212> Tipo: ADN

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacién: Iniciador PCR de ADNc de cadena pesada del
anticuerpo #32A1 de rata



2F

<400> Secuencia: 23
ggccgggtgg gctacgttge aggtgacggt ctg 33

<210> SEQ ID NO: 24

<211> Longitud: 35

<212> Tipo: ADN

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacién: Iniciador PCR de ADNc de cadena ligera del
anticuerpc #32A1 de rata

<400> Secuencia: 24
catgctgtac gtgectgtectt tgctgtecctg atcag 35

<210> SEQ ID NO: 25

<211> Longitud: 29

<212> Tipo: ADN

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacién: Iniciador de secuenciacién del ADNc de cadena
pesada del anticuerpo #32A1 de rata

<400> Secuencia: 25
ctccagagtt ccaggtcacg gtgactggce 29

<210> 3SEQ ID NC: 26

<211> Longitud: 20

<Z212> Tipo: ADN

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacidén: Iniciador de secuenciacién del ADNc de cadena
ligera del anticuerpc #32A1 de rata

<400> Secuencia: 26
tccagttget aactgttccg 20

<210> SEQ ID NO: 27

<211> Longitud: 501

<212> Tipo: ADN

<213> Organismoc: Rattus ncrvegicus

<220> Caracteristica:
<221> Nombre/Clave: CDA
€222> Ubicacién: (1)..(501)

<220> Caracteristica:
<221> Nombre/Clave: CDS
<222> Ubicacidén: (1).. ({501}

<400> Secuencia: 27

atg aag ttg tgg ttg agc tgg ata ttc ctt gtt gtt ctt ttc aaa ggt 48
Met Lys Leu Trp Leu Ser Trp Ile Phe Leu Val Val Leu Phe Lys Gly

1 ] 10 il

gtg agg tgt gag gtg caa att ttg gag act gga gga ggc ttg gtg aag 96

Val Arg Cys Glu Val Gln Ile Leu Glu Thr Gly Gly Gly Leu Val Lys
20 25 30



ccc ggt
. P

Pro Gly

aat gat
Asn Asp

1=
o5 |

gag tgg
Glu Trp
65

tat gcg
Tyr Ala

gaa agc
Glu Ser

gcc att
Ala Ile

tac tgg
Tyr Trp

gcc cca
Ala Pro
145

tcc atg
Ser Met

<210>
<2i1>
A
213>
<400>
Met Lys
1

Val Arg

Pro Gly

Asn Asp

Glu Trp

65

Tyr Ala

ggt tece
Gly Ser

tat ttc
Tyr Phe

gtt get
val Ala

gag tct
Glu Ser

agt gtc
Ser Val
100
tat tac
e Tyr
115
ggc caa
Gly Gln

tet gte
Ser Val

gtg acc
Val Thr

SEQ ID WO
Longitud:
Tipo: PRT
Organismo

Secuencia

Leu Trp

Cys Glu
20

Gly Ser

35

Tyr Phe

Val Ala

Glu Se

&

ctg
Leu

atg
Met

caa
Gln

ttg
Leu
B5

tac
Tyr

tgt
Cys

gga
Gly

tat
Tyr

ctg
Leu
165

5 2N
167

aga
Arg

aaf
Asn

ata
Ile
70

gaa

Glu

ctg
Leu

ctyg tet
Leu Ser
40

tgg gtc
Trp Val
55

agg aac
Arg Asn

gac aga
Gly Arg

caa gtg 4

Gln Val

aga tcc
Arg Ser
120

atyg gte
Met Val
135

ctg gct

Leu Ala

tgc
Cys

tgt
Cys

cgt
Arg

aaa
Lys

gtc
Val

Ser

105

i

cta
Leu

aca
Thr

eck
Pro

: Rattus norvegicus

: 28

Leu

5

Val

Leu

Met

Gln

Leu

Ser

Gln

Arg

Asn

Ile

Glu

Trp Ile

Ile Leu

Leu Ser C

40

Trp Val
55

Arg Asn

Gly Arg

Phe

Arg

Lys

Val

28

gca
Ala

cag
Gln

aca
Thr
30

agt

Ser

act
Thr

<«
oot
O

gga
Gly

Leu
10

Ala

Ile

Thr

acg
Tht

gct
Ala

tat
Tyr
75

tta
Leu

g4gg

act
Thr
£S5

Val

Gly

Thr

ceca
Pro
60

act
Thr

tc tea
e Ser

aga
Ar

gga
Gly

tta
Leu
140

gek
Ala

Val

Gly

Ser

gga
Gly
45

gaa

Glu

tat
Tyr

cga
Arg

act
Ala

gac
Asp
125

gect
Ala

ate
Leu

Leu

Gly

Gly
45

Arg

i ]
Phe

aag
Lys

o falo
Ala

gac
Asp

gaa
Glu
110

gaa
Glu

aaa
Lys

Leu
30

Phe

Lys

b=
—
[}

hsp

aat
Asn

999
Gly

aca
Thr

|58
FPhe

aca
Thr

agt
Ser

el
ket
th

Val

Asn

Gly

=
o
H

Asp

tEe
Phe

cta
Leu

g
Phe
B8O

tece
Ser

gat
Asp

aca
Thr

aac
Asn
160

Gly

Phe

Leu

Phe

80

Ser

144

240

288

336

384

432

480

501



Glu

Ala

Tyr

Ala

145

Ser

Ser

Trp
130

Pro

Met

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400>
atg gag aca
Met Glu Thr

1

ggc
Gly

et
Ser

act
Thr

cag
Gln
65

atc
Ile

acc
ThHE

cag
Gln

toe
Ser

cta
Leu

att
Ile
50

caa

Gln

ccyg
Pro

ate
Ile

agt
Ser

Tyr
115

Ser

Val

SEQ ID NO:
Longitud:

Val

100

Tyr

Gln

Val T

Thr

85

Tyr

Cys

Leu
165

Tipo: ADN

Organismo:

29
417

Leu

Thr

Val

Pro

150

Gly

Caracteristica:

Nombre/Clave:
Ubicacidn:

Secuencia:

act
Thr

ggg
Gly
35

tet
Ser

CCC
Pro

gcc
Rla

aat
Asn

agg
Arg
o 8 1

gac
Asp

ggt
Gly
20

cag
Gln

gga
Gly

aga
Arg

agyg
Arg

cck
Pro
100

aaa
Lys

aga
Arg
5

gac
Asp

agg
Arg

tat
Tyr

zte
Leu

ttoc
FPhe
85

gtg
Val

cet
Ser

298

cDs
(1) ..(417)

cte
Leu

att
Ile

gcc

B X

agt
Ser

oo
Leu
70

agt

Ser

cag
Gln

ccg
Pro

Gln

Arg

Met
135

ety
Leu

gte
Val

aca
Thr

Lttt
Fhe
55

atc t

Ile

ggc
Gly

gct
Ala

tgg

1rp

Val

Ser
120

Val

cta
Leu

ttg
Leu

atc
Tle
40

agt
Ser

acg
Thr
120

Leu

Thr

v
51
(o}

Rattus norvegicus

tgg
Trp

acc
Thr
25

toc

ser

cac
His

cgt
Arg

29

a0

Thr

Val

gca
Ala
10

cag

Gln

tgt
Cys

tgg
Trg

gca
Ala

tck
Ser
80

att

H
[

gct
Ala

Leu

Gly

Thr
155

ctg c©

Leu

ek
Ser

agg
Arg

tac
Tyx

LEC
Ser
75

999
Gly

gca

2 Ala

gga
Gly

Ar

Leu
140

Ala

gcc
Lla

caa
Gln
60

aac

Asn

aca
Thr

acc
Thr

ggc
Gly

Ala

Asp
125

Leu

(34 e o
Leu

gect
Ala

agc
Ser
45

caq
Gln

cta
Leu

gac
Asp

tat
Tyxr

aca
Thr
125

Glu
110

Tyr

Glu

Lys

tgg
Trp

ttg
Leu
30

caa
Gln

aaa
Lys

gco
Ala

tte
Fhe

ttc
Phe
110

aag
Lys

Asp

Phe

Thr

gtt
Val
15

gct
Ala

agt
Ser

cca
P10

ek
Ser

acc
Thr
95

ctyg
Leu

Thr

Asp

Thr

Asn
160

cca
Fro

gtg
Val

gtc
Val

gga
Gly

9949
Gly
80

ckEg
Leu

cag
Gln

gaa
Glu

48

96

144

192

240

288

336

384



30

ttg aga cgg gect gat gct gea cca act gta tct
Leu Arg Arg Ala Asp Ala Ala Pro Thr Val Ser

130

<210>
<211>
<21l2>
LHE3F
<400>
Met Glu
1

Gly Ser

Ser Leu

Thr Ile
50

Gln Gln
65

Ile Pro

Thr Ile

Gln Ser

Leu Arg
130

<210>
<211
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

25

SEQ ID NO: 30
Longitud: 139
Tipo: PRT

Organismo: Rattus norvegicus

Secuencia: 30

Thr Asp Arg Leu Leu

Thr Gly Asp Ile Val
20

Gly Gln Arg Ala Thr
35

Ser Gly Tyr Ser Phe
55

Pro Arg Leu Leu Ile
70

Ala Arg Phe Ser Gly
85

Asn Pro Val Gln Ala
100

Arg Lys Ser Pro
115

—
=
o]

Arg Ala Asp Ala Ala

SEQ ID NO: 31
Longitud: 28

Tipo: ADN

Organismo: Secuencia

Caracteristica:

Leu

Leu

Ile

Tyr

Ser

Asp

Thr

120

Pro

Trp

Thr

25

His

Arg

Gly

Asp

105

Phe

Thr

Ala

10

Gln

Cys

Trp

Ser

a0

Ile

Ala

Val

artificial

Otra informacién: Iniciador

Secuencia: 31

ccacgcgece tgtagcggeg cattaage

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

SEQ ID NO: 32
Longitud: 30
Tipc: ADN
Organismo:

Caracteristica:

EFF1

Secuencia artificial

Leu

Ser

Gly

Ala

Gly

Ser

Leu

Pro

Ala

Gln

60

Asn

Thr

Thr

Gly

Leu

Ala

Leu

Tyr

Thr
125

Trp

Gln

Lys

Ala

Phe

Phe

116

Lys

Ser

Pro

Ser

Thr

93

Cys

Leu

Pro

Val

Val

Gly

Gly

80

Leu

Glu

417

28



<223>

<4 00>

Otra informacidn:

31

Iniciador EFsmaR

Secuencia: 32

aaacccggga getttttgca aaagcecctagg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

SEQ ID NO: 33
Longitud: 1704
Tipo: ADN
Organismo: Secuencia artificial
Caracteristica:

Otra informacién: Fragmento B

Secuencia: 33

ggtaccaccc
tgtteatctce
gtacggtggce
gcacecgectc
ggaaggtgga
gcaaggacag
agcacaaggt
gcttcaacag
ccecagtgect
zaaattaagt
gggggtggta
ttgggaacca
ggttcaagcg
caggctcacc
ggtctccaac
acaggcgtga
tggttacgecg
tettecegtte
tccctttagg
gtgatggttc
agtccacgtt
cggtctatte
agctgattta
tggaaagtcc
agcaaccagg

tctcaattag

aagctggcta
cctgctgctg
cgcceectee
cgtagtgtge
caacgcectyg
cacctacagc
gtacgcctge
gggggagtgt
ctecctggecec
tgcatcattt
tggagcaagg
agctggagtg
attectcetge
taatttttgt
tcectaatcte
accactgctc
cagcgtgacc
ctttecteogee
gttcecgattt
acgtagtggg
ctttaatagt
ttttgattta
acaaaaattt
ccaggetcce
tgtggaaagt

tcagcaacca

ggtaagcttyg
tggatctceyg
gtgttcatct
ctgctgaata
cagtccggga
ctgagcagca
gaggtgaccc
taggggceceg
tggaagttgc
tgtctgacta
ggcaagttgg
cagtggcaca
ctecagcctcc
ttttttggta
aggtgatcta
cacgecgecct
gctacacttg
acgttcgceeg
agtgctttac
ccatcgcocet
ggactcttgt
taagggattt
aacgcgaatt
cagcaggcag
ccccaggcetce

tagtccegee

ctagcgecac
gcgcatatgg
teococoeate
acttetaces
actccecagga
ccctgaccect
accagggect
tttaaacggg
cactccagtg
ggtgteectte
gaagacaacc
atcttggcecte
cgagttgttg
gagacggggt
cccaccttgyg
gtagcggege
ccagcgcect
gctttcecececg
ggcacctcga
gatagacggt
tccaaactgg
tgocgattte
aattctgtgg
aagtatgecaa
cccagceaggce

cctaactccg

catggtgctg
cgatatcgtyg
cgacgagecag
cagagaggcc
gagcgtgacc
gagcaaagoc
gagctecece
tggecatcect
cccaccagcce
tataatatta
tgtagggect
actgcaatct
ggattccagg
ttcacecatat
cctcccaaat
attaagcgceg
agcgeceget
tcaagctcta
CCcCCaadaaa
ttttegececct
aacaacactc
ggcetattag
aatgtgtgtc
agcatgcatc
agaagtatgc

cccatccege

cagacccagg
atgattaaac
ctgaagteccg
aaggtgcagt
gagcaggaca
gactacgaga
gtcaccaaga
gtgaccecete

ttgtcctaat

tggggtggag

gcggggteta
ccgecteetyg
catgcatgac
tggccagygct
tgctgggatt
gcgggtgtgg
cctitegett
aatcgggggce
cttgattagg
ttgacgttgg
aaccctatect
ttaaaaaatg
agttagggtg
tcaattagtc
aaagcatgca

ccctaactcee

30

60

120

180

240

300

600

660

720

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



32

gcccagttec geccattcte cgcecccatgg ctgactaatt ttttttattt atgcagagge 1620
cgaggccgee tcetgectetg agetatteca gaagtagtga ggaggetttt ttggaggect 1680
aggcttttge aaaaagctcc cggg 1704
<210> SEQ ID NO: 34

<211> Longitud: 1120

<212> Tipo: ADN

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:

<223> Otra informacidn: Sefial de IgGl humanc + constante de IgGl humano
<400> Secuencia: 34

tgctagcgee accatgaaac acctgtggtt cttcctcctg ctggtggecag ctcccagatg 60
ggtgctgage caggtgcaat tgtgecaggeg gttagctcag cctccaccaa gggcccaadce 120
gtcttececece tggcaccctco ctccaagage acctetggeg gcacagccge cctgggetge 180
ctggtcaagg actacttccc cgaacccgtg accgtgaget ggaactcagg cgccctgacce 240
agcggcgtge acaccttccc cgctgtcoetg cagtcctcag gactctacte cctcagcagce 300
gtggtgaccg tgccctcecag cagettggge acccagacct acatctgcaa cgtgaatcac 360
aagcccagca acaccaaggt ggacaagaga gttgagccca aatcttgtga caaaactcac 420
acatgcccac cctgeccage acctgaacte ctggggggac cctcagtett ccetettcecece 480
ccaaaaccca aggacaccct catgatctcc cggacccctg aggtcacatg cgtggtggtg 540
gacgtgagcc acgaagaccc tgaggtcaag ttcaactggt acgtggacgg cgtggaggtg 600
cataatgcca agacaaagcc ccgggaggag cagtacaaca gcacgtaccg ggtggtcage 660
gtcctcaccg tcctgcacca ggactggetg aatggcaagg agtacaagtg caaggtctcece 720
aacaaageccc tcccagceccce catcgagaaa accatctcca aagccaaagg ccagccccgg 780
gaaccacagg tgtacaccct gccoccccatce cgggaggaga tgaccaagaa ccaggtcagce 840
ctgacctgece tggtcaaagg cttctatcce agcgacatcg ccecgtggagtg ggagagcaat 900
ggccagcccg agaacaacta caagaccacce cctcccgtge tggactccga cggctectte 960
ttectctaca gcaagctcac cgtggacaag agcaggtggce agcagggcaa cgtcecttctcea 1020
tgctccgtga tgcatgagge tctgcacaac cactacacce agaagagcct ctcecectgtcet 1080
cccggcaaat gagatatcgg gcccgtttaa acgggtggcea 1120
<210> SEQ ID NO: 35

<211> Longitud: 40

<212> Tipo: ADN

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:

<223>» Otra informacién: Iniciador PCR de ADNc de regién variable de
cadena pesada del anticuerpoc #32A1

<400>

Secuencia: 35



33

aaagctgagc gaggtgcaaa ttttggagac tggaggaggce 40

<210> SEQ ID NO: 36

<211> Longitud: 39

<212> Tipo: ADN

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacidén: Iniciador PCR de ADNc de regién variable de
cadena pesada del anticuerpo #32A1

<400> Secuencia: 36
aaagctgagc tgactgtgac catgactcct tggccccag 39

<210> SEQ ID NO: 37

<211> Longitud: 20

<212> Tipo: ADN

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacidén: Iniciador de secuenciacién de ADNc de regidn
variable de cadena pesada del anticuerpo #32A1

<400> Secuencia: 37
taatacgact cactataggg 20

<210> SEQ ID NO: 38
<211> Longitud: 42

<212> Tipo: ADN

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacién: Iniciador de secuenciacidn de ADNc de regidn
variable de cadena ligera del anticuerpo #32A1

<400> Secuencia: 38
aaacatatgg cgacattgtec ttgacccagt ctecctgcttt gg 42

<210> SEQ ID NO: 39

<211> Longitud: 37

<212> Tipo: ADN

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otra informaciodén: Iniciador de secuenciacién de ADNc de regidn
variable de cadena ligera del anticuerpo #32Al

<400> Secuencia: 39
aaacgtacgt ctcaattcca gcttggtgee teccageg 37

<210> SEQ ID NO: 40

<211> Longitud: 1413

<212> Tipo: ADN

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:

<223> Otra informacidn: cadena pesada guimérica de #32A1

<220> Caracteristica:
<221> Nombre/Clave: CDS



<222>

<400>
atg aaa cac ctg
Met Lys His Leu

1

gtg
Val

aée
Pro

aat
Asn

gag
Glu
65

tat
Tyr

gaa
Glu

gcc
Ala

tac
Tyr

ggc
Gly
145

ggc
Gly

gtg
Val

tte
Phe

gtg
Val

gtg
Val
225

aaa
Lys

ctg
Leu

ggt

=

Gly

gat
Asp
50

tgg
Trp

gcg
Ala

agc
Ser

att
Ile

tgg
Trp
130

cca

aca
Thr

deC
Thr

ccc
Pro

acc
Thr
210

aat
Asn

tet
Sér

age
Ser

ggt
Gly
35

tat
Tyr

gtt
Val

gag
Glu

agt
Ser

tat
Tyr
115

ggc
Gly

agc
Ser

gec
Ala

gtg
Val

gct
Ala
195

gtg
Val

cac
His

tgt
Cys

Ubicacién:

Secuencia:

gag
Glu
20

tce
Ser

tte
Phe

gct
Ala

tct
Ser

gtc
Val
100

tac
Tyr

Cad
Gln

gtc
Val

gcc
Ala

agc
Ser
180

gtc

Val

cCcC
Pro

aag
Lys

gac
Asp

tgg
Trp

tgt
Cys

gga
Gly

o o
Fhe

ctyg
Leu
165

tgg
Trp

ctg
Leu

tece
Ser

ces
Pro

aaa
Lys
245

40

tte
Phe

caa

| Gln

aga
Arg

aaC
Asn

ata
Ile
70

élu

etg
Leu

aca
Thr

GEE
Pro
150

ggc
Gly

aac
Asn

cag
Gln

agc
Ser

agce
Ser

230

tte
Phe

att
Ile

ctg
Leu

tgg
Trp

55

ag9g
Arg

ggc
Gly

caa
Gln

aga
Arg

tge
Cys

tca
Ser

yoiale:
Ser

agc
Ser
215

aac
Asn

cac
His

(1)..(1413)

cte
Leu

ttg
Leu

et

Ser
40

gtc
Val

aac
Asn

aga
Arg

gtg
Val

tee
Ser
120

gtc
Val

gca
Ala

ctg
Leu

ggc
Gly

tca

Ser
200

ttg

e

Leu

acc
Thr

aca
Thr

ctyg
Leu

gadg
Glu
25

tgt
Cys

cgt
Arg

aaa
Lys

gte
Val

agc
Ser
105

cta
Leu

aca
Thr

[adaied
Pro

gtc

o}

Val

gcc
Ala
185

ggc
Gly

aag
Lys

tagc
Cys

34

ctyg
Leu

10

act
Thr

gca
Ala

cag
Gln

att
Ile

aca
Thr
90

agt
Ser

act
Thr

B
Ser

aag
Lys
170

ctg
Leu

cEe
Leu

ace
Thr

gtg
Val

cca
Pro

250

gtg
Val

gga
Gly

acg t
Thr §

gct
Ala

tat
Tyr

75

atc
Ile

tta
Leu

agg
Gly

agc
Ser

Lo
Ser
155

gac
Asp

E

acc
Thr

tac
Tyr

cag
Gln

gac
Asp
235

[
Pro

gca
Ala

gga
Gly

cca
Pro
60

act
Thr

tca
Ser

aga
Arg

gga
Gly

tca
Ser
140

aaqg
Lys

tac
Tyr

agc
Ser

tcoe

Ser

acc
Thr
220

aag

Lys

Lge
Cys

gct
Ala

ggc
Gly

gga
Gly

gaa
Glu

tat
Tyr

cga
Arg

gct
Ala

gac
Asp
1%

gcc
Rla

agc
Ser

tte
Phe

ggc
Gly

o
Leu
205

tac
Tyr

aga
Arg

=

cea
Pro

cce
Pro

ttg
Leu
30

5% 53
Phe

aag
Lys

gcc
Ala

gac
Asp

gaa
Glu
110

tac
Ty

tce
Ser

ace
Thr

cee
Pro

gtg
Val
130

agc

Ser

atc
Ile

aga
Arg
15

gtg
Val

aat
Asn

gg9g9
Gly

aca
Thr

gat
Asp
98

gac
Asp

tELt
Fhe

aca
Thr

g oy
Ser

gaa
Glu
15

cac
His

agce
Ser

tgc
Cys

gag
Glu

ook
Pro
255

aag
Lys

ELE
Phe

cta
Leu

tece
Ser

act
Thr

gat
Asp

=

aag

ggc
Gly
160

cog
Pro

ace
Thr

clelo!
Pro
240

gaa
Glu

48

96

192

240

288

336

384

432

528

624

672

720



EEe
Leu

ace
Thr

gtg
Val

gtg
Val
305

agce
Ser

ctyg
Leu

gcc
Ala

cca
Fro

cag
Gln
385

gcc
Ela

ace
Thr

cte
Leu

tce
Ser

tce
Ser
465

ctyg
Leu

cte
Leu

agc
Ser
290

gag
Glu

acqg
Thr

aat
Asn

cce
Pro

cag
Gln
370

gtc
Val

gtg
Val

cek
Pro

acc
Thr

gtg
Val
450

ctyg
Leu

<210>

<211

<212>
213>

<220>

<223>

ggg
Gly

atg
Met
275

cac
His

gtg
Val

tac
Tyr

ggc
Gly

atc
Ile
385

gtg
Val

agc
Ser

gag
Glu

CEE
Pro

gtg
Val
435

atg

=

Met

tct
Ser

gga
Gly
260

atc
Ile

gaa
Glu

cat
His

cgg
Arg

aag
Lys
340

Gag
Glu

tac
Tyr

ctg
Leu

tgg
Trp

gtg
Val
420
gac

Asp

cat
His

(i o]
Pro

SEQ ID NO:
> Longitud:

Tipo:
Organismo:

BRT

coe
Pro

e
Ser

gac
Asp

aat
hsn

gtg

Val
325

gag
Glu

aaa
Lys

acc
Thr

acc
Thr

gayg
Glu
405

ctg
Leu

aag
Lys

gag
Glu

ggc
Gly

41
470

tca
Ser

cgg
Arg

et
Pro

gce
Ala
310

gte
Val

tac
Tyzx

dCCc
Thr

ctyg
Leu

tgc
Cys
350

agce
Ser

gac
Asp

agc
Ser

gct
Ala

aaa
Lys
470

Caracteristica:
Otra informacién:

gte
Val

ace
Thr

g9
Glu
295

aag
Lys

agc
Ser

aag
Lys

atec
Ile

e
Fro
35

ctg

Leu

aat
Asn

tce
Ser

agyg
Arg

ctg
Leu
455

tga

Secuencia

tte
Phe

cck
Pro
280

gtec
Val

aca
Thr

tge
Cys

g o
Ser

360

cca
Fro

gtc
Val

ggc
Gly

gac
Asp

tgg
Trp
440

cac
His

cte
Leu

265

gag
Glu

aag
Lys

aag
Lys

C Lhe

Leu

aag
Lys
345

aaa
Lys

tee
Ser

aaa
Lys

caqg
Gln

ggc
Gly
425

cag
Gln

a4aC
Asn

35

Tt
Fhe

gtc
Val

ttc
Phe

ey eois]
Fro

acc
Thr
330

gte
Val

gce
Ela

e
Pro
410

oo
Ser

cag
Gln

cac
His

artificial

CES
Fro

aca
Thr

aac
Asn

cgg
Arg
315

gtc
Val

o el el
Ser

aaa
Lys

agag
Glu

tte
Phe
295

gay

Glu

tiec
Phe

ggc
Gly

tac
Tyr

cca
Pro

tge:
Cys

tgg
Trp
300

gag
Glu

ctg
Leu

aac
Asn

ggc
Gly

gag
Glu
380

tat
Tyr

aac
Asn

Ltte
Phe

adac
Asn

acc
THI
460

Construccién sintética

aaa
Lys

gtg

Val
285

tac
Tyr

gag
Glu

Lo
His

aaa
Lys

cag
Gln
365

atg
Met

{5 1 6
Pro

aac
Lsn

cte
Leu

gtc
Val
445

cag
Gln

CoC
Pro
270

gtg
Val

gtg
Val

cag
Gln

cag
Gln

gcc
Ala
350

cece C©

Pro

acc
Thr

agc
Ser

tac
Tyr

tac
Tyr
430

tte

Phe

aag
Lys

aag
Lys

gtg
Val

gac
Asp

tac
Tyr

gac
Asp
335

a¢te
Leu

aaqg
Lys

gac
Asp

aag
Lys
415

agc

Ser

tca
Ser

age
Ser

gac
Asp

gac
Asp

gac
Gly

aac
Asn
320

tgg
Trp

cca
Pro

gaa
Glu

aac
Asn

acc
Thr

aag
Lys

tgc
Cys

EHE
Leu

816

864

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1413



<400>

Secuencia: 41

Met Lys His Leu

1!

Val

Pro

Asn

Glu

65

Tyr

Ala

Tyr

Gly

145

Val

Phe

Val

Val

225

Lys

Leu

Gly

Asp

50

Trp

Ala

Ser

Ile

f

130

Fro

Thr

Thr

Pro

Thr

210

Asn

Ser

Ser

Tyr E

Val

Glu

Ser

Tyr

115

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

195

Val

His

Cys

Ser

Ala

Ser

Val

100

Tyzx

Gln

Val

Ala

Ser

180

Val

Pro

Lys

Asp

Trp
5

Val
Leu

Met

Gln

Cys

&)
=
L

Phe

Leu

Ser

Rre

Phe

Gln

Arg L

Asn

Ile

70

Leu

Thr

Asn

Gln

Ser

Ser
230

s Thr 1

Phe

Tle

Gln

Arg

Met

135

Leu

Ser

Leu G

Ser
40

p Val

Asn

Val

Ser

120

Val

Ala

Leu

Gly

Ser
200

er Leu

Asn

Thr

5 Thy

Leu

Cys

Arg

Lys

3y Val

Ser

105

Leu

Thr

Pro

Val

Ala

185

Gly

Gly

Lys

Cys

36

Leu

10

Thr

Ala

Gln

Ile

Thr

g0

Ser

Thr

Val

Ser

Lys

170

Leu

Leu

Thr

Val

PYa

250

Val

Cly

m

LI

Ala

Tyr

75

Ile

Leu

Gly

Ser

Tyxr

Gln

Asp
235

kT
~
6]

Ala

Gly

ser

Thi

Ser

Arg

Gly

Ser

140

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

220

Lys

Cys

Ala

Gly

Gly

45

Glu

Tyr

Arg

Rla

Asp

125

Ala

Ser

FPhe

Gly

Leu

205

Tyr

Arg

Pro

Leu

30

Fhe

Lys

Ala

Ser

Thr

Pro

Val

1390

Ser

Ile

Ala

Val

Asn

Gly

Thr

Asp

95

Asp

Phe

Thr

Ser

Glu

175

Ser

Cys

Glu

Pro
255

Trp

Lys

Phe

Leu

Phe

80

Ser

Thr

Asp

Lys

Pro

Thr

Val

Pro
240

Glu



Leu

Thr

Val

Val

305

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

385

Ala

Thi

Leu

Ser

Ser
465

Leu

Leu

Ser

290

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

370

Val

val

Pro

Thr

Val

450

Leu

<210>
<Z11>
<212>
<213>

<220>
<223>

<Z220>

Gly

Met

275

His

Val

Tyr

Gly

Ile

355

Val

Ser

Glu

Pro

Val
435

Met H

Ser

Gly

260

Ile

Glu

His

Arg

Lys

340

Glu

Leu

Trp

Pro

Pro

Asn

Val

325

Lys

Thr

Glu

405

Leu

Glu

SEQ ID NO: 42
Longitud: 714

Tipo: ADN
Organismo:

Ser

Arg

Pro

Bla I

310

Val

m

iYyr

Thr

Cys
350

Ser

Ser

Rla

Lys

470

Caracteristica:
Otra informacién: Cadena ligera gquimérica de

Caracteristica:

Val

Thr

Glu

295

Ser

Lys

Ile

Pro

IFh

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
455

Phe

Pro

280

Val

Thr

Val

Cys

Ser

360

Val

Gly

Trp
440

His

Leu
265

Glu

Lys

Leu

Ser

Lys

Gln

Gly

4725

Gln

Asn

37

Phe

Val

Phe

Thr
330

Val

Ala

Pro

410

Ser

Gln

His

Secuencia artificial

Bro

Thr

Asn

Arg

315

Val

Ser

Lys

(]
t
o

Phe

395

Glu

Phe

Gly

Tyr

Pro

Cys

Trp

300

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu b

380

Esn

Phe

Asn

Thr
460

Lys P

Val

285

Tvr

Glu

His

Lys

Gln

365

Pro

Asn

Leu

Val
445

Gln

Val

Gln

Gln

Ala

350

Pro

430

Lys

Asp

Tyr

Asp

335

Arg

Lys

ASp

Lys

415

Ser

Ser

Ser

#32A1

Asp

AsD

Asn
320

Trp

Pro

Asn

Lys

Cys

Leu



38

<221> Nombre/Clave: CDS
222> Ubicacidén: (1)..(714)

<400> Secuencia: 42

atg gtg ctg cag acc cag gtg tte atc tec c¢tg ctg ctg tgg atc tcc 48
Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe Ile Ser Leu Leu Leu Trp Ile Ser
1 5 10 15
ggc gca tat gge gac att gte ttg acec cag tect cct get ttg get gtg 96
Gly Ala Tyr Gly Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Leu Ala Val
20 25 30
tct cta ggg cag agg gcc aca atc tcc tgt agyg gcc age caa agt gtce 144
Ser Leu Gly Gln Arg Ala Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val
35 40 45
act att tct gga tat agt ttt ats cac tgg tac caa cag aaa cca gga 182
Thr Ile Ser Gly Tyr Ser Phe Ile His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly
50 55 60
cag caa ccc aga ctc ctec atc tat cgt gca tec aac cta gec tct ggg 240
Gln Gln Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Arg Ala Ser Asn Leu Ala Ser Gly
65 70 75 80
atc ccg gocc agg tte agt gge agt ggg tet ggg aca gac ttc acc ctc 288
Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu
85 50 95
acc atc aat cct gtg cag gct gat gat att gca ace tat tte tgt cag 336
Thr Ile Asn Proc Val Gln Ala Asp Asp Ile Ala Thr Tyr Phe Cys Gln
100 105 110
cag agt agg aaa tct ccg tgg acg ttc gct gga gge acc aag ctg gaa 384
Gln Ser Arg Lys Ser Pro Trp Thr Phe Ala Gly Gly Thr Lys Leu Glu
115 120 125
ttg aga cgt acg gtg gcc gcc cec tec gtg tte ate tte cecec cce tce 432
Leu Arg Arg Thr Val Ala Rla Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser
130 135 140
gac gag cag ctg aag tcc gge acc gec tece gtg gtg tge ctg ctg aat 480
Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn
145 150 155 160
aac ttc tac ccc aga gag gcc aag gtg cag tgg aag gtg gac aac gcc 528
Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala
165 IR e 175
ctg cag tcc ggg aac tcc cag gag agc gtg acc gag cag gac agc aag 576
Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys
180 185 190
gac agec acc tac agc ctg agc agc acc ctg ace ctg agc aaa gec gac 624
Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp
195 200 205
tac gag aag cac aag gtg tac gcc tgc gag gtg acc cac cag ggc ctg 672
Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu
210 215 220

age tcc ccc gte acc aag age ttc aac agg g
Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg G
225 230 2

g gag tgt tag 714
v Glu Cys
5

<210> SEQ ID NO: 43



o
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Longitud:
Tipo:
Organismo:

PRT

237

Caracteristica:

Otra informacidn:

Secuencia:

43

Met Val Leu Gln Thr Gln

1

Gly Ala

Ser Leu

Thr Ile

50

Gln Gln

65

Ile Pro

Thr Ile

Gln Ser

Leu Arg

Asp Glu

Asn Phe

Leu Gln

Tyr

Ser

Pro

Ala

Lsn

Arg
115

Gln

Tyr

Ser

Asp Ser Thr

Tyr Glu
210

Ser Ser

185

Lys

Fro

Gly
20

Gln

Arg

Arg

Pro

100

Thr

Leu

Gly

180

Tyr

His

Val

5

Asp

Arg

Tyr

Leu

Val

Ser

Lys 1

Ala

Ser

Leu

70

Ser

Gln

Pro

Ala

Ser

150

Glu

Ser

Leu

39

Secuencia artificial

Construccidn sintética

Val

Val

Thr

Ala

Ala

135

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

215

Ser

Phe

Leu

Ile

40

Ile

; Ser

Asp

Thr

120

Pro

Thr

Lys

Glu &

Ser
200

Ala

Phe

Tle

Ser

Arg

Asp

L5

Phe

Ser

Ala

Val

Thr

Cys

Asn

Ser

10

Gln

Cys

Trp

Ala

Ser

90

Ile

Ala

Val

Ser

Gln

170

Val

Leu

Glu

Arg

Leu

Ser

Arg

Tyr

Gly

Ala

Cly

Phe

Val

155

Thr

Thr

Val

Gly

=
m
o

Pro

Ala

Gln

60

Asn

Thr

Gly

Ile

140

Val

Lys

Glu

Leu

Thr

220

Glu

Ala

Ser

45

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr

125

Cys

Val

Gln

Ser

205

His

Cys

Trp

Leu

30

Gln

Ala

Phe
110

Lys

Pro

Asp

Asp
190

Gln

Ile

15

Ser

Pro

Ser

Thr

95

Cys

Leu

Pro

Leu

Asn

175

Ser

Ala

Gly

Ser

Val

Val

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

Asn

160

Lys

Asp

Leu



40

225 230 235

<210> SEQ ID NO: 44
<211> Longitud:
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Rattus neorvegicus

n

<400> Secuencia: 44

Asp Tyr Phe Met Asn
1 5

<210> SEQ ID NO: 45

<211> Longitud: 19

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Rattus norvegicus

<400> Secuencia: 45

Gln Ile Arg Asn Lys Ile Tyr Thr Tyr ARla Thr Phe Tyr Ala Glu Ser
1 5 10 15

Leu Glu Gly

<210> SEQ ID NC: 46

<211> Longitud: 10

212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Rattus norvegicus

<400> Secuencia: 46

Ser Leu Thr Gly Gly Asp Tyr FPhe Asp Tyr
1 5 10

<210> SEQ ID NO: 47

<211>» Longitud: 15

£212>» Tipo: PRT

<213> Organismo: Rattus norvegicus

<400> Secuencia: 47

Arg Ala Ser Gln Ser Val Thr Ile Ser Gly Tyr Ser Phe Ile His
ks 5 10 15

<210> SEQ ID NO: 48

<211> Longitud: 7

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Rattus norvegicus

<400> Secuencia: 48

Arg Ala Ser Asn Leu Ala Ser
1 5

<210> SEQ ID NO: 49

<211> Longitud: 9

<212> Tipo: PBERT

<213> Organismo: Rattus norvegicus



<400>

41

Secuencia: 49

Gln Gln Ser Arg Lys Ser Pro Trp Thr

1

<210>
<Zll>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

<400>

3

SEQ ID NO: 50

Longitud: 1410

Tipo: ADN

Organismo: Secuencia artificial

Caracteristica:

Otra informacién: h#32A1-T1H

Caracteristica:
Nombre/Clave: CDS
Ubicacidn: (1).. (1410}

Secuencia: 50

atg aaa cac ctg tgg ttc ttc ctc ctg ctg
Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu

il

gtg ctg
Val Leu

cct ggc
Pro Gly

aac gac
Asn Asp
50

gag tgg
Glu Trp
65

tac gcc

Tyr Ala

aag aac
Lys Asn

gcc gtg
Ala Val

tac tgg
Tyr Trp
130

gge ceca
Gly Pro

ggc aca
Gly Thr

gtg acc

agec
Ser

ggc
Gly
35

LA

Tyr

gtg
Val

gag
Glu

agc
Ser

tac
Tyx
115

ggc
Gly

agc
Ser

gtg

ga9
Glu
20

gce
Ala

agce
Ser

ctg
Leu
100

tac t

Tyr

caa
Gln

gtc
Val

gce
Ala

agc

ey

gtg
Val

ctyg
Leu

c ‘abg

Met

caa
Gln

ctt
Leu
g5

tac
Tyr

gge

ctg
Leu
165

tgg

caa
Gln

aga
Ar

aac

Asn

ate
Ile
70

g=9
Glu

etk
Leu

gcc
Ala

acc
Thr

ccc

150

aac

ctyg
Leu

et
Leu

tgg
Trp
55

aga

Arqg

ggc
Gly

Cad
Gln

aga
Arg

ctg
Leu
Lah

ctyg
Leu

tgo
Cys

tca

gtg
Val

agc

3ac
Asn

aga
Arg

o

atg
Met

agce
Ser
120

gtg
Val

gca
Ala

ctg
Len

ggc

gag
Glu
25

tgt
Cys

aga
Arg

aag
Lys

tEte
Phe

aac
Asn
105

cth
Leu

acc
Thr

ccc
Ero

gtc
Val

gcc

caa
Gln

atc
Ile

acec
Thr
S0

£ce

Ser

acc
Thr

gtg
Val

tce
Ser

aag
Lys
170

ctyg

ggc

gcc

a Rla

gce
Ala

tac

iYr
75

atc
Tle

ctg
Leu

ggc

-~

\le

age
Ser

ECe
Ser
155

gac
Asp

acc

ggc

e
Ser

ek
Pro
60

aCC

Thr

tece
Ser

aga
Ar

gge
Gly

tca
Ser
140

aag
Lys

Lay
Tyr

agc

gct
Ala

gga
Gly

ggc
Gly
45

ggc
Gly

tac
Tyr

aga
Arg

gcc
Ala

gac
Asp
125

gcc
Ala

agc
Ser

{ o !
Phe

ggc

(olale:
Pro

gtE
Leu

30
ttc

Phe

aag
Lys

gcc
Ala

Jag
Glu
110

tac
Tyr

tce
Ser

aCC
Thr

CEE
Pro

gtg

aga
Ar

gtg
Val

aac
Asn

ggc
Gly

acc
Thr

aac
Asn
95

gac

Bsp

b o
Phe

acc
Thr

hi{n =
Ser

gaa
Glu
LS

cac

caa
Gln

tte
Phe

Tt
Phe
80

gce
Ala

acc
Thr

gac
Asp

aag
Lys

ggc
Gly
160

acc

48

96

144

240

288

336

384

432

480

576



Val

tie
FPhe

gtg
Val

gtg
Val
225

aaa
Lys

cte
Leu

acc
Thr

gtg
Val

gtg
Val
305

age
Ser

ctg
Leu

gce
Ala

cca
Pro

cag
Gln
385

gcc
Ala

acc
Thr

cte
Leu

Thr

cee
Pro

acc
Thr
210

aat
Asn

ek
Ser

ctg
Leu

cie
Leu

agc
Ser

290

Jag
Glu

acg
Thr

aat
Asn

cec
Pro

caqg
Gln
370

gtc
Val

cct
Pro

acc
Thr

Val

gct
Ala
125

gtg
Val

cac
His

tgt
Cys

g99
Gly

atg
Met
275

cac
His

gtg
Val

tac
Tyr

ggc
Gly

ate
Ile
355

gtg
Val

age
Ser

gag
Glu

cce
Pro

gtg
Val
435

Ser
180

gte
Val

cce
Bro

aadg
Lys

gac
Asp

gga
Gly
260

atc
Ile

gaa
Glu

cat
His

aag
Lys
340

gag
Glu

tac
Tyr

ctg
Leu

gtg
Val
420

gac
Asp

Trp

ctg
Leu

tce
Ser

aaa
Lys
245

(wtaln:
Pro

fece
Ser

gac
Asp

aat
Asn

gtg
Val
325

gag
Glu

aaa
Lys

acc
Thr

aceg
Thr

gag
Glu
405

ctg
Leu

aag
Lys

Asn

cag
Gln

agc
Ser

agc
Ser
230

act
Thr

tca
Ser

cgg
Arg

cet
Fro

gce
Ala
310

gtc
Val

tac
Tyxr

acc
Thr

ctg
Leu

tgc
Cys
320

agc

Ser

gac
Asp

age
Ser

Ser

tcc
Ser

agc
Ser
215

aac
Asn

acc
Thy

gag
Glu
285

aag
Lys

agc
Ser

aag
Lys

atc
Ile

CCC
Pro
375

ctg
Leu

aat
Asn

el
Ser

agg
Arg

Gly

tca
Ser

200
tty

Leu

acc
Thr

C dca
s Thr

tte
Phe

cct
Pro
280

gte
Val

aca
Thr

gtc
Val

tgc
Cys

£ 03403
Ser

360

gte
Val

ggc
Gly

gac
Asp

tag
Trp
440

Ala
185

gga
Gly

ggc
Gly

aaqg
Lys

Lge
Cys

cte
Leu
265

gag
Glu

aag
Lys

aag
Lys

(o il o
Leu

aag
Lys
345

aaa
Lys

toe
Ser

aaa
Lys

Cag
Gln

gdgc
Gly
425

cag
Gln

42

Leu

el
Leu

acc
Thr

gtg
Val

cca
Pro
250

tte
Phe

gtc
Val

tte
FPhe

cccC
Pro

gcc
Ala

cgg
Arqg

ggc
Gly

CEC
Pro
410

5
Ser

cag
Gln

Thr

tac
Tyr

cag
Gln

gac

Asp L

235

cee
Pro

tefole
Pro

aca
Thr

dac 1

Asn

cgg
Arg
315

gtc
Val

Lew
Ser

aaa
Lys

g4ag
Glu

tEe
Phe
395

gag
Glu

Ser

acc
Thr
220

tge
Cys

cca
Pro

tgc
Cys

E

g =3 rt
O H oG

gag
Glu

ctg
Leu

aac
Asn

gag
Glu
380

tat

Tyr

aac
Asn

tic
Phe

aac
Asn

Gly

tac
Tyr

aga
Arg

cca
Pro

aaa
Lys

gag
Glu

cac
His

aaa
Lys

cag
Gln
365

atg
Met

cee
Pro

aac
Asn

cte
Leu

gte
Val
445

Val
190

agc
Ser

atc
Ile

gtt
Val

gca
Ala

cec
Pro
270

gtg
Val

atg
Val

cag
Gln

cag
Gln

gcce
Ala
350

5] aler
Fro

acc
Thr

agc
Ser

tac
Tyr

tac
Tyr
430

tteo
Phe

His

agc
Ser

tge
Cys

gag
Glu

2] 5519

Pro G

255
zag

Lys

gtg
Val

gac
Asp

tac
Tyr

gac
Asp
335

cte
Leu

cgg
Arg

aag
Lys

gac

Thr

gtg
Val

aac
Asn

gac
Asp

gac
Asp

gge

Gly

aac
Lsn
320

tag
Trp

cca
Pro

gaa
Glu

aac
Asn

atc
Ile
400

acc

Thr

aag
Lys

tge
Cys

624

720

768

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344



tee
Ser

toe
Ser
465

gtg
Val
450

ctg
Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

atg
Met

tect
Ser

SEQ ID NO: b1
Longitud:
Tipo:
Organismo:

cat

gaqg

His Glu

slele:
Pro

PRT

ggc
Gly

470

43

gct ctg cac aac cac tac acc cag aag agc ctc
Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu

aaa
Lys
470

Caracteristica:

Otra informacidn:

Secuencia:

Met Lys His Leu

1

Val

Pro

Asn

Glu

65

Tyr

Lys

Ela

Tyr

Gly

145

Gly

Val

Leu

Gly

Asp
50

Ser

Gly
35

Tyr

Trp Val

Ala

Asn

Val

rp

130

Pro

Thr

Thr

Glu

Ser

Tyr

L5

Gly

Ser

Ala

Val

Glu
20

Fhe

Ser

Leu

100

Tyr

Gln

Val

Ala

Sexr
180

Trp
5

Val
Leu

Met

Gln

Tyr

Cys

Gly

Phe

Leu

165

Trp

&1

Phe

Gln

Arg

Asn

Ile

70

Glu

Leu

Ala

Thr

Pro

150

Gly

455

Secuencia artificial

460

Construccidn sintética

Phe

Leu

Leu

Gly

Arg S

Leu

135

Leu

Cys

Ser

Leu

Val

Ser

40

Val

Asn

Arg

Met

Val

Ala

Leu

Gly

Leu

Glu

25

Cys

Arg

Lys

Phe

Asn

105

Leu

Thr

Val

Ala
185

Leu

10

Ser

Ala

Gln

Ile

Thi

Val

Ser

Lys

170

Leu

Val

Gly

Ala

Ala

Tyxr

5

Ile

Leu

Ser

Ser
155

Thi

Ala

Gly

Ser

Pro

e10]

Thr

Ser

Arg

Gly

Ser

140

Lys

Tyr

Ser

Ala
Gly
Gly
45

Gly

Ala
Asp
125

Ala

Ser

Pro

Leu

30

Phe

Lys

Ala

Asp

Glu

110

Tyr

Ser

Thr

Val
190

Arg

Val

Asn

Gly

Thr

Asn

95

Asp

Thr

w
]
et

Glu
175

His

Trp

Phe

Leu

Phe

80

Ela

Thr

Asp

Lys

Gly

160

Pro

Thr

1392

1410



44

Phe Pro Ala Val

Leu Gln
195

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser
200 205
Val Thr Val Pro

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn
210 215 220

G

Val Asn

His Lys
225

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu
230 235

240
Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala
245 250

Lys Ser

Leu Leu Gly Gly Pro Ser

Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro
260 265

270
Thr Leu Met Ile

Ser Arg Thr
2705

Lys Asp

Pro Glu Val Thr Cys Val Val
280

Val Asp
285

Val Ser His Glu Asp Pro Glu
290

295

Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly
300

Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn

305 310 315 320

Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu

325

His Gln Asp
330 335
Leu Asn Gly

Lys Glu r Lys Cys
340

Trp

Lys Val Ser Asn Lys Ala
350
Ala Pro Ile

Glu Lys Thr Ile
355

Leu Pro

Ser Lys Ala Lys Gly Gln
360

365

Pro Arg Glu
Pro Gln Val

Tyr Thr Leu Pro Pro
370

Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn
375 380
Gln Val

Ser Leu Thr Cys Leu Val
385

Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile
390 395

400
Ala Val Glu

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys
405 410

Thr Pro Pro Val

Leu Asp
420

Ser Asp Gly
425

430
Leu Thr Val Asp Lys Ser
435

Ser Phe Phe I Ser Lys

Arg Trp Gln

Gln Gly Asn Val Phe
440

Ser Cys
445



Ser Val Met His Glu Ala
450

Ser Leu Ser Pro Gly Lys
465 470

<210> SEQ ID NO: 52
<211> Longitud: 1410
<212> Tipo: ADN

45

Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu

455

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otra informaciodn:

<220> Caracteristica:
<221> Nembre/Clave: CDS
<2@2> Ublgcacidn: [I)au (

<400> Secuencia: 52
atg aaa cac ctg tgg ttc
Met Lys His Leu Trp Phe
1 5

gtg ctg agc gag gtg caa
Val Leu Ser Glu Val Gln
20

cct ggc gge tecc ctg aga
Pro Gly Gly Ser Leu Arg

aac gac tac ttec atg aac
Asn Asp Tyr Phe Met Asn
50

gag tgg gtg gcc caa atc
Glu Trp Val Ala Gln Ile
65 70

tac gcec gag age ctg gag
Tyr Ala Glu Ser Leu Glu
85

aag aac agc ctg tac ctg
Lys Asn Ser Leu Tyr Leu
100

gec gtg tac tac tgt gec
Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
115

tac tgg ggc caa ggc acc
Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
130

ggc cca agc gte tte cece
Gly Pro Ser Val Phe Pro
145 150

ggc aca gcc gcc ctg ggc
Gly Thr Ala Ala Leu Gly
165

nf32n1-

1410)

tte cte
Phe Leu

ctg gt
Leu Va

ctg age
Leu Ser

tgg gtg
Trp Val
55

aga aac
Arg Asn

ggc aga
Cly Arg

caa atg
Gln Met

aga agc
Arg Ser
120

ctg gtg
Leu Val
135

ctg gca
Leu Ala

tgc ctg
Cys Leu

T2H

akedal
Leu

gag
Glu
25

tagt
Cys

aga
Arg

aag
Lys

gtg
Val

teg
Ser
105

ctyg

Leu

acc
Thr

ECC
Pro

gtc
Val

ctg
Leu
10

age
Ser

gcc
Ala

caa
Gln

atc
ITle

acc
Thr
S0

tece
Ser

AT
Thr

gtg
Val

tce
Ser

aag
Lys
170

gtg
Val

ggc
Gly

gee
Ala

gece
Ala

tac
Tyxr
75

atc
Ile

ctg
Leu

ggc
Gly

agc
Ser

tec
Ser
155

gac
Asp

460

gca
Rla

ggc
Gly

tee
Ser

cct
Pro
60

ace
THE

toce
Ser

aga
Arg

ggc
Gly

tca
Ser
140

aag

Lys

tac
Tyr

gct
AEla

gga
Gly

gac
Gly
45

gag
Glu

tac
Tyr

aga
Arg

gce
Ala

gac
Asp
125

gcc
Ala

agc
Sexr

ttc
Phe

faiadad
Pro

ctg
Leu
30

tie
Phe

aaqg
Lys

gcc
Ala

gac
Asp

413

= GG
+ [l

tac
Tyr

tce
Ser

REC
Thr

gie
Pro

aga
Arg
15

gtg
Val

aac
Asn

gac
Asp

tte
Phe

acc
Thr

tect
Ser

gaa
Glu
175

tgg
Trp

caa
Gln

tte
Phe

ctg
Leu

tte
Phe
g0

gce
Ala

Yets:
Thr

gac
Asp

aag
Lys

ggc
Gly
160

cce
Pro

48

96

144

142

240

288

336

384

432

480

528



gtg
Val

ke
Fhe

gtg
Val

gtg
Val
225

aaa
Lys

cte
Leu

acc
Thr

gtg
Val

gtg
Val
305

age
Ser

ctg
Leu

gcc
Ala

cca
Pro

cag
Gln
385

gce
Ala

acc
Thr

ctc
Leu

acc
Thr

cee
Pro

acc
Thr
210

aat
Asn

tct
Ser

ctyg
Leu

[y ol o
Leu

age
Ser
290

gag
Glu

acg
Thr

aat
Asn

cce
Pro

cag
Gln
370

gtc

Val

gtg
Val

(aok
Pro

acc
Thr

gtg
vVal

gct
Ala
195

gtg
Val

cac
His

tgt
Cys

999
Gly

atg
Met
205

cac

His

gtg
Val

tac
Tyr

ggc

atc
Ile
355

gtg
Val

age
Ser

g=g
Glu

(561
Pro

gtg
Val

agc
Ser
180

gtc
Val

ccc
Pro

aag
Lys

gac
Asp

gga
Gly
260

atc
Ile

gaa
Glu

cat
His

cgg
Arg

aag
Lys
340

gag
Glu

tac
Tyr

ctg
Leu

M ot
B
D Q

gtg
Val
420

gac
Asp

tgg
Trp

ctyg
Leu

teg
Ser

cee
Pro

aaa
Lys
245

ceec t

Pro

o]
Ser

gac
Asp

aat
Asn

gtg
Val
325

Gag
Glu

aaa
Lys

acc
Thr

acc
Thr

gag
Glu
405

ctg
Leu

aag
Lys

aac
Asn

cag
Gln

agc
Ser

agc
Ser
230

act
Thr

gce
Ala
310

gtc
Val

tac
Tyr

acc
Thr

ctg
Leu

tgc
Cys
390

agc

Ser

gac
Asp

tca
Ser

TEe
Ser

agc
Ser
215

aac
Asn

cac
His

gtec
Val

2CC
Thr

gag
Glu
295

aag

Lys

age
Ser

aag

Ser

2dg9g
Arg

ggc
Gly

tca
Ser
200

tg
Leu

acc
Thr

aca
Thr

o -
Phe

ool
Fro

280
gtc
Val

aca
Thr

gtc
Val

tge
Cys

i 54
Ser

360

cca
Pro

gt
Val

ggc

1 Gly

gac
Asp

£gg
Trp

e
Ala
185

gga
Gly

ggc
Gly

aaqg
Lys

tgc
Cys

cte
Leu
265

gag
Glu

aaqg
Lys

aag
Lys

cte
Leu

aag
Lys
345

aaa
Lys

tece
Ser

aza
Lys

cag
Gln

ggc
Gly
425

cag
Gln

46

ctg
Leu

ace
Thr

gtg
Val

cca
Pro
250

ttc
Phe

'3 el
Val

tEc
Fhe

cee
Pro

acc
Thr
330

gte
Val

gcc
Ala

cgg
Arg

ggc
Gly

alatal
Pro
410

tan

Ser

cag
Gln

acc
Thr

tac
Tyr

cag
Gln

gac
Asp
235

cac
FPro

cgg
Arg
315

gte

Val

tee
Ser

aaa
Lys

gag
Glu

tte
Phe
395

gag
Glu

e
Phe

gge
Gly

agc
Ser

tee
Ser

acc
Thr
220

aaqg
Lys

Lge
Cys

cca

)
4
o

tge
Cys

tgg
Trp
300

gag

Glu

ctyg
Leu

aac
Asn

ggc
Gly

gsg
Glu
380

tat
Tyxr

aac
Asn

Lt

aac
Asn

o ol
Leu

205

tac
Tyr

aga
Arg

cca
Pro

@aa
Lys

gtg
Val
285

tac
Tyr

gag
Glu

cac
His

aaa
Lys

cag
Gln
365

atg a

Met

cce
Fro

aac
Asn

shale-

=z Leu

gte
Val

gtg
Val
1380

agc
Ser

atc
Ile

gtt
Val

gca
Ala

cec
Pro
270

gtg
Val

gtg
Val

cag
Gln

cag
Gln

gcc
Ala
350

(ol o3
Pro

Thi

age
Ser

tac
Tyr

tac
Tyr
430

kg
Phe

age
Ser

tgc
Cys

gag
Glu

cel
Fro
255

aaqg
Lys

gtg
Val

gac
Asp

tac
Tyr

gac
Asp
335

et

Leu

cgg
Arg

c aag

Lys

gac
Asp

aag
Lys
415

age

Ser

tca
Ser

acc
Thr

gtg
Val

aac
Asn

coe
EFro

240

gaa
Glu

gac
Asp

gac
Asp

ggc
Gly

aac
Asn
320

tag
Trg

cca
Pro

gaa
Glu

aac
Asn

atc
Ile
400

acc
Thr

aag
Lys

tgc
Cys

576

624

720

768

8lé

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344



440

47

445

tece gtg atg cat gag get ctg cac aac cac tac acc cag aag agc ctc
Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu

450

teec ctg tet cce ggce aaa
Ser Leu Ser Pro Gly Lys
465 470

<210> SEQ ID NO: 53
<211> Longitud: 470
<212> Tipo: PRT

455

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:

<223> Otra informacidn:

<400> Secuencia: 53

Met Lys His Leu Trp Phe
1 5
Val Leu Ser Glu Val Gln

20

Pro Gly Gly Ser Leu Arg

Asn Asp Tyr Phe Met Asn

Glu Trp Val Ala Gln Ile
65 70

Tyr Ala Glu Ser Leu Glu
85

Lys Asn Ser Leu Tyr Leu
100

Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
S

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
130

Gly Pro Ser Val Phe Pro
145 150

Gly Thr Ala Ala Leu Gly
165

Val Thr Val Ser Trp Asn

460

Construccidén sintética

Fhe

Leu

Trp

Arg

Gly

Gln

Arg

Leu

135

Leu

Cys

L
D
=

Leu

Val

Val

Asn

Arg

Met

Ser

120

Val

Ala

Leu

Gly

Leu

Glu

25

Arg

Val

Ser

105

Leu

Thr

Pro

Val

Ala

Leu
10

Ser

Gln

Thr

20

Ser

Thr

Val

Ser

Lys

170

Leu

5

Val

Ala

Ala

Ile

Leu

Gly

Ser

Ser

155

Asp

Thr

Ala

Gly

Pro
60

Thr

Ar

Gly

Ser

140

Lys

Tyr

Ser

Ala

Gly

Gly

Glu

r Arg

Ala

Asp

125

Rla

Ser

Phe

Pro

Leu

30

Fhe

Lys

Ala

Asp

Glu

110

Tyr

Ser

Thr

Pro

Val

Arg

Val

Asn

Gly

Thr

Asn

95

Asp

Phe

Ser

Glu
I35

Trp

Gln

Phe

Leu

FPhe

80

Ala

Thr

Asp

Lys

Gly

160

Pro

Thr

1392

1410



Fhe

Val

Val

225

Lys

Leu

Thr

Val

Val

305

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

385

Ala

Thr

Leu

Pro

Thr

210

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

2390

Glu

Thr

Asn

Gln ¥

370

Val

Val

Pro

Thr

Ala
195

Val

Cys

Gly

Met

215

Val

Gly

Ile

355

Ser

Glu

Pro

Val
435

180

Val

Pro

Lys

Asp

Gly
260

His

Arg

Glu

Tyr

Leu

Trp

Leu Gl

Ser

Pro

Lys

245

Fro

Ser

=l
n
s

Asn

Val

325

Lys

Thr

Glu
445

Leu

Ser

Ser

230

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

310

Val

Th

Leu

Cys

390

Ser

Asp

Ser

Ser

s’

Asn

His

Val

=3
b g
a1

Glu

295

Lys

Ser

Ly

]

(=
i_l
[

Pro

375

Leu

Asn

Ser

Arg

Ser
200

Thy:

Phe

Pro

280

Val

Thr:

Val

Cys

Ser

360

Pro

Val

Asp G

185

Gly

Gly

Lys

Leu

265

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

345

Lys

Lys

Gln

Gln

48

Leu

Thr

Val

Val

Pro

Thr

330

Val

Ala

Arg

Gly

Fro

410

Gln

Tyr

Gln

Asp
235

Thr

Asn

Ar

315

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

395

Glu

Phe

Gly

Ser

Thr

220

Lys

Cys

Fro

Cys

Trp

300

Glu

Len

Asn

Gly

Glu

380

Asn

Phe

Asn

Leu

205

Tyr

Arg

Pro

Lys

285

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

365

Met

Pro

Asn

Val
445

190

Ser

Ile

Val

Ala

Fro

270

Val

Val

Gln

Gln

Ala

350

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

430

Phe

Ser

Pro
255

Lys

L 1

Val

Asp

Tyr

Asp

335

Arg

Lys

Asp

Lys

415

Ser

Val

Fro

240

Glu

Asp

Asp

Asn

220

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

400

Thi

Lys

Cys



49

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu

450

Ser Leu
465

<210>
3
L2120
<Z213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

<400>
atg aaa
Met Lys
1

455

Ser Pro Gly Lys
470

SEQ ID NO: 54
Longitud: 1410
Tipo: ADN

Organismo: Secuencia artificial

Caracteristica:

Otra informacidén: h#32A1-T3H

Caracteristica:
Nombre/Clave: CDS

Ubicacion: (1)..(1410)

Secuencia: 54

cac ctg tgg tte ttc

His Leu Trp Phe Phe
5

gtg ctg agc gag gtg cag atc
Val Leu Ser Glu Val Gln Ile

cct gge
Pro Gly

aac gac
Asn Asp

gag tgag
Glu Trp
65

tac gcc

Tyr Ala

gag tcc
Glu Ser

20

gge tec ctg aga ctt
Gly Ser Leu Arg Leu
35

tac ttc atg aac tgg
Tyr Phe Met Asn Trp
55

gtg gcc cag atc aga
Val Ala Gln Ile Arg
70

gag agc ctt gag ggc
Glu Ser Leu Glu Gly

agc gtg tac ctt cag
Ser Val Tyr Leu Gln
100

gce gtg tac tac tgt acc aga

Ala Val

tac tgg
Tyr: Trp
130

ggc cca
Gly Pro
145

ggc aca
Gly Thr

Tyr Tyr Cys Thr Arg
115

ggc cag ggc acc ctg

Gly Gln Gly Thr Leu
135

agec gtc ttc ccoc ctg
Ser Val Phe Pro Leu
150

gcc gec ctg ggce tge
Ala Ala Leu Gly Cys
165

g0 sl
Leu

gty
Val

agc
Ser

40

gtg
Val

adc
Asn

aga
Arg

atg
Met

agce
Ser

120

=g
ot
=

gca
Ala

ctg
Leu

ctg
Leu

gag a

Glu
25

tgt
Cys

aga
Arg

aag
Lys

gtg

Val

tce
Ser
105

skt

Leu

acc
Thr

cee
Pro

gte
Val

gcc
Ala

cag
Gln

atc
Ile

acc
Thr
80

agc
Ser

aco
Thr

= 0
v rt
'_.I

toe
Ser

aag
Lys
170

acc
Thr

gce
Ala

tae
Tyr
75

atc
Ile

ctg
Leu

gge
Gly

agc
Ser

toe
Ser
155

gac
Asp

460

gca
Ala

gac
Gly

tee
Ser

ace
Thr

tec
Ser

aga
Arg

ggc
Gly

tca
Ser
140

aag

Lys

tac
Tyr

gct
Ala

aga
Gly

ggc
Gly
45

gag
Glu

tac
Tyr

aga
Arg

gcc
Ala

gac
Asp
125

gce
Ala

age
Ser

tEg
Fhe

cen
Fro

ctt
Leu
30

i

aag
Lys

gce
Ala

gac
Asp

gag
Glu
110

tac
Tyr

acc
Thr

coe
Fro

aga
Arg
15

gtg
Val

aac

e Asn

gge
Gly

acc
Thr

gac
Asp

| 4
b

gac
Asp

tEe
Phe

acc
Thr

tct
Ser

gaa
Glu
175

tgyg
Trp

cag
Gln

Ete
Phe

ctyg
Leu

6
Phe
80

agce

Ser

dacc

gac
Asp

aag

48

96

144

192

240

288

336

432

480



gtg
Val

tte
Phe

gtg
Val

gtg
Val
225

aaa
Lys

cte
Leu

acc
Thr

gtg
Val

gtg
Val
305

agc

Ser

ctg
Leu

geg
Ala

cca
Pro

cag
Gln
385

ace
Ala

acc
Thr

agte

ace
Thr

cee
Pro

5
Thr
210

aat
Asn

L o
Ser

ctg
Leu

CEE
Leun

agc
Ser
290

gag
Glu

acqg
Thr

aat
Asn

Eac
Pro

cag
Gln
370

gtec
Val

gtg
Val

cet
Pro

acc

gtg
Val

gct
Ala
1-8%

gtg

Val

cac
His

tgt
Cys

ggg
Gly

atg
Met
275
cac

His

gtg

tac
Tyr

ggc
Gly

atc
Ile
355

gtg
Val

agc
Ser

gag

cCce
Pro

gtg

agc
Ser
180

gatec
Val

cce
Fro

aag
Lys

gac
Asp

gaa
Glu

cat
His

cgg
Arg

aag
Lys
340

gag
Glu

tac
Tyr

ctg
Leu

gtg

vVal L

420

gac

tgg
Trp

ctg
Leu

o
Ser

CoC
Pro

aaa
Lys
245

EaC
Pro

tec
Ser

gac
Asp

aat
Asn

gtg
Val
325

gad
Glu

aaa
Lys

acc
Thr

acc
Thr

a9
Glu
405

- )
o cr
© 0

aag

aac
Asn

cag
Gln

agce
Ser

agc
3er
230

act
Thue

tca
Ser

cgg
Arg

cet
Pro

gcc
Ala
310

gtc

Val

tac
Tyr

acc
Thr

ctg
Leu

tagc
Cys
3980

age
Ser

gac
Asp

age

teca
Ser

tée
Ser

agc
Ser
2.5

aac
Asn

cac
His

atc
Val

acc
Thr

gag
Glu
295

aag

Lys

age
Ser

aag
Lys

atc
Ile

cee
Pro
375

ctg
Leu

aat
Asn

tee
Ser

agg

ggc
Gly
tca

200

acce
Thr

aca
Thr

8 o
Phe

cek
Pro
280

gtc

Val

aca
Thr

gtc
Val

tgc
Cys

tCce
Ser
360

cca
Pro

gtc
Val

ggc
Gly

gac
Asp

tgg

gce
Ala
185

gga
Gly

ggc
Gly

aaqg
Lys

tge
Cys

cte
Leu
265

gag
Glu

aag
Lys

aag
Lys

ctc
Leu

aag
Lys
345

add

Lys

tce
Ser

add
Lys

cag
Gln

ggc
Gly
425

cag

50

ctg
Leu

) ol -
Leu

acc
Thr

gtg
Val

coa
Pro
250

te
Fhe

gtc
Val

g ok o
Phe

cee
Pro

acc
Thr

330

gte
Val

gcc
Ala

cgg
Arg

ggc
Gly

cée
Pro
410

o o] wl
Ser

acec
Thr

tac
Tyr

cag
Gln

gac
Asp
228

ceC
Pro

fale e
Fro

aca
Thr

aac
Asn

cgg
Arg
315

gtc

Val

by
Ser

aaa
Lys

gag
Glu

e
Phe
385

gag
Glu

tte
FPhe

ggc

agce
Ser

tee
Ser

acc
Thr
220

aag
Lys

tgc
Cys

cca
Fro

tgec
Cys

tgg
Trp

300

gag
Glu

ctg
Leu

aac
Asn

ggc
Gly

gag
Glu
380

tat
Tyr

aac
Asn

R
Phe

adac

gge
Gly

cte
Leu
205

tac
Tyr

aga
Arg

cca
Pro

aaa
Lys

gtg
Val
285

tac
Tyr

gag
Glu

cac
His

aaa
Lys

cag
Gln
365

atg

Met

cEe
Pro

aac
Asn

B
Leu

lLa]
ct
9]

gtg
Val
180

agc
Ser

atc
Ile

gtt
Val

gca
Ala

ece
Pro
270

gtg
Val

gtg

=

Val

cag
Gln

cag
Gln

gecc
Ala
350

ccc

Pro

acc
Thr

agc
Ser

tac
Tyr

tac
Tyr
430

tte

cac
His

age
Ser

tge
Cys

gag
Glu

cet
Pro
255

aag
Lys

gtg
Val

gac
Asp

tac
Tyr

gac
Asp
335

cke

Leu

cgg
Arg

aag
Lys

gac
Asp

aag
Lys
415

agce
Ser

tca

acc
Thr

gtg
Val

aac
Asn

cEC
Pro
240

gaa
Glu

gac
Asp

gac
Asp

ggc
Gly

aac
Asn
320

tgg
Trp

cca
Pro

gaa
Glu

aac
Asn

atc
Ile
400

acc
Thr

aag
Lys

tge

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344



Leu

e
Ser

tee
Ser
465

Thr

gtg
Val
450

ctg
Leu

<210>
<211z
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Met

Val

Pro

Asn

Glu

65

Tyr

Glu

Ala

Tyr

Gly

145

Gly

Lys

Leu

Gly

Asp

50

Trp

Ala

Ser

Val

Trp

130

Pro

Thr

Val
435

atg

Met

tek
Ser

SEQ ID NO:
Longitud:
Tipo:
Organismo:

Asp

cat
His

ced
Pro

PRT

Lys

gag
Glu

acc

Gly

55
470

Ser

gct
Ala

aaa
Lys
470

Caracteristica:

Otra informacidn:

Secuencia:

55

His Leu Trp Phe

Ser

Gly

35

Tyr

Val

Glu

Tyr
135

Gly

Ser

Glu

20

Ser

Phe

Ala

Val

1C0

Gln

Ala

5

Val

Leu

Met

Leu

85

Tyr

Cys

Gly

Phe

Leu
165

Gln

Arg

Asn T

Glu

Leu

Thr

Thr

Arg

ctyg
Leu
455

51

Trp Gln Gln

440

cac aac cac
His Asn His

Secuencia artificial

Gly

tac
Tyr

Asn

ace
Thz
460

Construccidén sintética

Ile

Leu

Arg

Gly

Gln

Arg

Leu

135

Leu

Cys

Val

Asn

Met

Ser

120

Val

Ala

Leu

Len

Glu

25

Cys

Arg

Lys

Ser

105

Leu

Thr

Pro

Val

Leu

10

Ser

Ala

Gln

Ile

Th

90

Thr

Val

Gly

Thr

Ala

Tyr

frils

Leu

Gly

Ser

Ser Ser

Lys
170

Asp

Ala

Gly

Ser

Pro

60

Thr

Ser

Arg

Gly

Ser

140

Lys

Tyr

Val Phe Ser

445

cag aag agc
Gln Lys Ser

Ala

Gly

Gly

45

Glu

Tyr

Arg

Ala

Ser

Fhe

Pro

Leu

30

Phe

Lys

Lla

Asp

Glu A

110

Tyr

Ser

Arg

15

Val

Asn

Gly

Thr

Asp

95

Phe

Thr

Ser

Glu
175

Cys

ctec
Leu

Trp

Gln

Phe

Phe

80

Ser

Thz

Asp

Lys

Gly
160

o)
]
o]

13592

1410



Val

Phe

Val

Val

225

Lys

Leu

Thr

Leu

Ala

Pro

Gln

385

Ala

Thr

Leu

Thr

The
210

Asn |

Ser

Leu

Leu

Ser

290

Glu

Thr

Asn

Gln

370

Val

Val

Pro

Thr

Val

Ala
195

Val

Ile |

355

Val

Glu

Fro

Val
435

Ser
180

Val

5 Asp

;o Gly

260

His

Arg

Lys

340

Tyr

Leu

TED

Val

420

Asp

Trp

Ser

Pro

Lys

245

Fro

03]
[
a

Asp

Asn

Val

325

Lys

Thr

Thr

Asn

Gln

Ser

Ser

230

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

310

Val

Tyr

Thr: T

Leu Pr

Cys
390

u Ser

Asp

Ser

Ser

Ser

215

His

Val

Thr P

Glu

295

Ser

Lys

Leu

Asn

Ser

Arg

Gly

Ser

200

Leu

ThH

Thr

Phe

Val

Thr

Val

Cys

Ser

360

Pro

Val

Asp

Trp
440

Ala
185

Gly

Lys

Cys

Leu

265

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

345

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly
425

Gln

62

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

250

Val

Phe

i
]
o]

Thr

330

Val

Ala

Arg

Gly

Pro
410

Thr

Tyr

[}
bt
)

Asp
235

Fro

Thr

Asn

Arg

315

Val

Ser

Lys

Glu

Glu

Phe

Ser

Ser

Thr
220

Pro

Cys

Trp

300

Glu

Leu

Gly G

Glu
380

Tvr

Phe

Asn

Gly

Leu

205

Tyr

Arg

Pro

Lys

Val

285

Tyr

Glu

His

Lys

Met

Pro

Val
445

Val

190

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

270

Val

Gln

Gln

Ala

350

Pro

Thr

Ser

430

Phe

His

Ser

Cys

Glu

Asp

Tyr

Asp

335

Leu

Arg

Lys

Asp

Ser

Thr

Val

Asn

Pro
240

o Glu

Asp

Asp

Gly

BAsn

320

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

400

Lys

A



53

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu

450

Ser Leu Ser Pro Gly Lys

465

<210>
€211
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<£222>

<400>
atg aaa cac
Met Lys His

1

atg
Val

ot
Pro

aac
Asn

gag
Glu
65

tac
Tyr

aag
Lys

gcc
Ala

tac
Tyr

ggc
Gly
145

ggc
Gly

ctg
Leu

ggc
Gly

gac
Asp
50

tgg
Trp

gce
Ala

tice
Ser

gtg
Val

tgg
Trp

4

130
cca

Fro

aca
Thr

SEQ ID NO: 56
Longitud:

Tipo:

Organismo:

ADN

141

470

0

Caracteristica:
Otra informacidon:

Caracteristica:
Nombre/Clave:

Ubicacién:

Secuencia: 56

agc
Ser

ggc
Gly

tac
Tyr

gtg
Val

gag
Glu

acc
Thr

tac
Tyxr
115

ggc
Gly

agc
Ser

gce
Ala

ctg
Leu

gac
Glu
20

tee
Ser

tte
Phe

gcc
Ala

agc
Ser

atg
Val
100

tac

Tyx

cag
Gln

gtc
Val

gece
Ala

tgg
Trp
5

gtg
Val

cag
Gln

etk
Leu

85
tac

Tyr

tgt
Cys

goc
Gly

g oo o
Phe

ctg
Leu

3

tTre
Phe

cag
Gln

aga
Arg

aac t

Asn

atc
Ile
70

gag

Glu

(6] i
Leu

acc
Thr

acc
Thr

9]

o0

=4 Ty
w0

Gly

455

h#32A1-ThHH

tte
Phe

gtg
Val

crt
Leu

dgc
Gly

cag
Gln

aga
Arg

ctg
Leu
135
ctg

Leu

tgc
Cys

(1)..(1410)

et
Leu

gtg
Val

age
Ser
40

gtg
Val

aac
Asn

aga
Arg

=

atg
Met

age
Ser
120

gtg
Val

gca
Ala

ctyg
Leu

foaitt o]
Leu

gag
Glu
2D

Egt
Cys

aag
Lys

L5 eff )
Phe

aac
Asn
105

ekt

Leu

acc
Thr

cae
Fro

<
t
0

il
[

Secuencia artificial

ctg
Leu
10

agc
Ser

gcc
Ala

cag
Gln

atc
Ile

acc
Thr
50

tee

Ser

acc
Thr

gtg
Val

e
Ser

aaqg
Lys

gce
Ala

tac
Tyr
75

atc
Ile

ctg
Leu

ggc
Glwy

agc
Ser

tce
Ser
155

gac
Asp

460

gca
Ala

ggc
Gly

toe
Ser

aCC
Thr

Lo
sSer

ggc
Gly

teca
Ser
140

aag
Lys

gct
Ala

gga
Gly

ggc
Gly
45

ggc
Gly

tac
Tyr

aga
Arg

gee
Ala

tLe
Phe

L3
Pro

ctt

Leu
30

yet; el ol

Phe

aag
Lys

FSE
Ala

tod
Ser

acc
Thr

(540304
Pro

aga
Arg
15

gtg
Val

aac
Asn

ggc
Gly

acc
Thr

aac
Asn
95

gac
AsSp

eing ol
Fhe

ace
Thr

tek
Ser

gaa
Glu

tgg

Trp

cag

tte
Phe

ctg
Leu

tte
Phe
80

agc
Ser

acc
Thr

gac
Asp

aaqg
Lys

ggc
Gly
160

EEE
Pro

48

96

144

122

240

336

384

432

480



gtg
Val

: o o
Phe

gtg
Val

gtg
Val
225

aaa
Lys

cté
Leu

acc
Thr

gtg
Val

gtg
Val
305

agc
Ser

ctg
Leu

gcc
Ala

cca
Pro

cag
Gln
385

gcc
Ala

ace
Thr

acc
Thr

cca
Pro

acc
Thr
210

aat
Asn

et
Ser

ctg
Leu

gte
Leu

aga
Ser
290

gag
Glu

acg
Thr

aat
Asn

cCC
Pro

cag
Gln
370

gte
Val

gtg
Val

cot
Pro

gtg
Val

gct
Ala
185

gtg
Val

cac
His

tgt

Cys

999
Gly

atg
Met
275

cac
His

gtg
Val

tac
Tyr

ggc
Gly

atc
Ile
55

gtg

Val

agc
Ser

gag
Glu

ot il
Pro

agc
Sezx
180

gtec
Val

ccce
Pro

aaqg
Lys

gac
Asp

gga

260

gaa
Glu

cat
His

cgg
Arg

aag
Lys
340

gadg
Glu

tac
Tyr

ctg
Leu

tgg
Trp

gtg
Val
420

165

tgg
Trp

ctg
Leu

Lo
Ser

e
Pro

gac
Asp

aat
Asn

gtg
Val
325

gag
Glu

aaa
Lys

acc
Th#

acc
Thr

gag
Glu
405

ctyg
Leu

aac
Asn

cag
Gln

agce
Ser

agc
Ser
230

act

Thr

tca
Ser

> cgg

Arg

caL
Pro

gcc
Ala
310

gER
Val

tac
Tyr

acc
Thr

ctyg
Leu

tge
Cys
390

agc

Ser

gac
Asp

tca

Lee
Ser

agc
Ser
215

aac
Asn

cac
His

gag
Glu
295

aag
Lys

agc
Ser

aag
Lys

atc
Ile

5 G
Pro
375

ctyg

Leu

aat
Asn

tee
Ser

ggc
Gly

tea
Ser
200

ttg
Leu

acc
Thr

a2Cd
Thr

tEe
Phe

et

Pro

280

gtc
Val

acda
Thr

gtc
Val

tge
Cys

tee
Ser

360
cca

Ero

gte
Val

ggc
Gly

gac
Asp

gcc
Ala
185

gga
Gly

ggc
Gly

aag
Lys

tgc
Cys

GEe
Leu
265

Gag
Glu

aag
Lys

aaqg
Lys

cte
Leu

aag
Lys
345

aaa
Lys

5
Ser

aaa
Lys

cag
Gln

ggc
Gly
425

54

170

ctyg
Leu

cte
Leu

acc
Thr

gtg
Val

cca
Fro

250

tEe
Phe

gte

-

Val

ttc
Phe

cee
Pro

(o 5
Thr
330

gtc
Val

gce
Ala

cgg
Arg

ggc
Gly

cce
Fro
410

tce
Ser

acc
Thr

tac
Tyr

cag
Gln

gac
Asp
235

cco
Fro

(ol a]s:
Pro

aca
Thr

aac
Asn

cgg
Ar
315

gtec
Val

tce
Ser

aaa
Lys

gag
Glu

tte
Phe
395

Jgag
Glu

tte
Fhe

agc
Ser

BEG
Ser

acc
Thr
220

aaqg

Lys

tge
Cys

cca
Pro

tgc
Cys

300

ctg
Leu

aac
Asn

gag
Glu
380

tat
Tyr

aac
Asn

tte
Phe

ggc
Gly

ere a

Leu
205

tac

Ty

aga
Arg

cca
Pro

aaa
Lys

gtg
Val
285

tac
Tyr

gag
Glu

cac
His

ddaa
Lys

cag

¥y Gln

365
atg

Met

ccc
Pro

aac
Asn

cte
Leu

gtg
Val
130

Ser

atc
Ile

cec
Pro
270

gtog
Val

gtg
Val

cag
Gln

cag
Gln

gcee
Ala
350

cece
Pro

acc
Thr

agc
Ser

tac
Tyr
430

t gag
1l Glu

el o
Pro
255

aag
Lys

gtg
Val

gac
Asp

tac
Tyr

gac
Asp
335

cte
Leu

cgg
Arg

aaqg
Lys

gac
Asp

aag
Lys
415

agce
Ser

20
Thr

gtyg
Val

aac
Asn

gaa
Glu

gac
Asp

gac
Asp

ggc
Gly

aac
Asn
320

tgg
Tx

cca
Pro

gaa
Glu

aal
Asn

atc
Ile
400

acc

Thr

aaqg
Lys

576

624

672

720

768

B16

864

912

960

1008

1152

1200

1248

1296

e



ctc acc gtg gac aag agc
Leu Thr Val Asp Lys Ser
435

tce gtg atg cat gag gct
Ser Val Met His Glu Ala
450

tce ctg tct ccoc ggc aaa
Ser Leu Ser Pro Gly Lys
465 470

<210> SEQ ID NO: &7
<211> Longitud: 470
<212> Tipo: PRT

agg
Arg

ctg
Leu
455

tgg
Trp
440
cac
His

cag
Gln

aac
Asn

55

cag
Gln

cac
His

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:

<€223> Otra informacién:

<400> Secuencia: 57

Met Lys His Leu Trp Phe
1 5

Val Leu Ser Glu Val Gln
20

Pro Gly Gly Ser Leu Arg
35

Asn Asp Tyr Phe Met Asn

Glu Trp Val Ala Gln Ile
65 70

Tyr ARla Glu Ser Leu Glu
g5

Lys Ser Thr Val Tyr Leu
100

Ala Val Tyr Tyr Cys Thr
115

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
130

Gly Pro Ser Val Phe Pro
145 55

Gly Thr Ala Ala Leu Gly
165

ggc
Gly

tac
Tyr

aac
Asn

acc
Thr
460

Construcclidén sintética

FPhe

Val

Leu

Gly

Gln

Arg

Leu

Cys

Leu

Val

40

Val

Asn

Arg

Met

Ser

120

Val

Ala

Leu

Leu

Glu
25

r Cys

Lys

Ln)
=3
(7]

Asn
L5

Leu

Th

H

Pro

Val

Leu
10

Ser

Ala

Thr

90

Ser

Thr

Val

Ser

Lys
170

Val

Gly

Thr

Ala

Leu

Ala

Gly

Ser

Fro

60

Thr

Ser

Arg

Gly

Ser

140

Lys

gtec
Val
445

cag
Gln

Gly

45

Gly

Tyr

Arg

Ala G

Asp
125

Ala

Ser T

Fhe

tie
Phe

aag
Lys

Pro

Leu

30

Fhe

Lys

Ala

Asp

BED

tca
Ser

agc
Ser

Arg

15

Val

Asn

Gly

Asn
95

Asp

FPhe

Thr

Ser

Glu
175

tgc
Cys

cte
Leu

Trp

Gln

Leu

Phe

80

Ser

Thr

Asp

Gly
160

Pro

1344

1392

1410



Val

FPhe

Val

Val

225

Leu

Thr

Val

Val

305

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

385

Ala

Thr

Leu

Thr

Pro

Thr

210

Asn

Leu

Ser

250

Glu

Thr

Asn

Gln

370

Val

Val

Pro

Thr

Val

Ala

185

Val

His

Cys

Gly

Met

275

Val

Gly

Ile

355

Val

Ser

Glu

Pro

Val

Ser

180

Val

Pro

Lys

Gly

260

Ile

Glu

His

Arg

Lys

340

Glu

Ty

Leu

Trp

Val

420

Asp

Leu

Pro

Lys

245

Fro

Ser

ASD

Asm

Val

325

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

405

Leu

Lys

Asn

Gln

Ser

Ser

230

Thr

Ser

Pro

Ala

310

Val

Leu

Cys

390

Ser

Ser

Sexn

25

Asn

His

Val

Glu
295

Lys

Ser

Ile

Asn

Ser

Arg

Gly

Ser
200

r Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

280

Thr

Val

Ser

360

Pro

Val

Gly

Asp G

AEla
185

Gly

Lys

Cys

Leu

265

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

345

Lys

Ser

Lys

Gln

Gln

56

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

250

Phe

Val

FPrie

Pro

Thr

330

Val

Ala

Pro
410

Ser

Gln

Tyr

Pro

Thr

Asn

Arg

215

Val

Ser

Lys

Glu

Phe T

385

Glu

Phe

Ser

Thr

220

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp
300

Asn

Gly

Glu
380

Asn

Fhe

Asn

Arg

Pro

Lys

Val

285

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

365

Met

Fro

Asn

Leu

Val

; Val

190

Ser

Ile

Val

Ala

Fro

270

Val

Val

Gln

Gln

Ala

&1

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

430

Phe

His T

Ser

Cys

Glu

Pro

255

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

335

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

415

Ser

Val

Asn

o

ro

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn
320

Glu

Asn

Tle

400

Lys

Cys

o



435

440

57

£45

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu

450

Ser Leu Ser Pro Gly Lys

465

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221 >
<222>

<400>

1

gtg
Val

cot
Brm

aac
Asn

gag
Glu
65

tac

Tyr

aag
Lys

gee
Ala

tac
Tyr

ggc
Gly
145

ggc

ctyg
Leu

ggc
Gly

gac
Asp

tgg
Trp

gcc
Ala

tce
Ser

gtg
Val

tgg
Trp
130

cca
Pro

SEQ ID NO: 58

Longitud:
Tipo: ADN
Organismo:

141

470

0

Caracteristica:
Ctra informacidn:

Caracteristica:
Nombre/Clave:

Ubicacién:

Secuencia: 58
atg aaa cac ctg tgg ttc
Met Lys His Leu

agc
Ser

ggc
Gly
35

tac

gag
Glu

acc
Thr

tac
Tyr
115

ggc
Gly

agc
Ser

gce

Jgaqg
Glu
20

teo

Ser L

EEE
Phe

gee
Ala

agc
Ser

gtg
Val
100

tac

cag
Gln

gtc
Val

Trp

5

gtg
Val

ctt
Leu
85

tac

Tyr

tgt
Cys

ggc

Gly

of o
Phe

ctyg

CDS

Phe T

cag
Gln

aga
Arg

aac
Asn

atc
Ile
70

gag
Glu

ctt
Leu

ace
Thr

acc
Thr

oo oo
Pro
150

ggc

455

h#3ZA1-T6H

ttc

gtg
Val

ettt
Leu

tgg
Trp

55

aga
Arg

aga
Arg

ctt
Leu
135

ctyg
Leu

tgc

(L fae (1420)

ctc ¢

Leu

gtg
Val

age
Ser
40

gtg
Val

aac
Asn

aga
Arg

atyg
Met

agc
Ser
120

gtg

Val

gca
Ala

ctg

gag
Glu
25

tgt
Cys

aga
Arg

aag
Lys

gtg
Val

peit=la
Ser
105

ctt
Leu

aca
Thr

cco
Fro

gtc

Secuencia artificial

gcc
Ala

caqg
Gln

ate
Ile

acc
Thr
90

age
Ser

acCc
Thr

gtg
Val

teg t

Ser

aag

gcc
Ila

tac
Tyr
75

atc
Ile

o3 e
Leu

ggc
Gly

460

gca
Ala

ggc
Gly

tee
Ser

ol s
Pro
60

acc

Thr

tce
Ser

aga
Arg

ggc
Gly

¢ tea

Ser
140

aag
Lys

tac

gct
Ala

gga
Gly

ggc
Gly
45

gag
Glu

gec
Ala

gac
Asp
125

gecc
Ala

agc
Ser

tte

(oot
Pro

ctt
Leu
30

tie
Phe

aag
Lys

gcc
Ala

gac
Asp

g

= G
o
5 4 o

tac
Tyr

teo
Ser

acc
Thr

cce

aga
Arg

A2

gtg
Val

aac
Asn

ggc

ace
Thr

f e o
Fhe

acc
Thr

tect
Ser

gaa

tgg
Trp

cag
Gln

tte

ctg
Leu

tte
Phe
80

agc

Ser

acc
Thr

gac
Asp

aaqg
Lys

ggc
Gly
160

L D8 o] 0

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480



Gly

atg
Val

tte
FPhe

gtg
Val

gtg
Val
225

aaa
Lys

cte
Leu

acc
Thr

gtg
Val

gtg
Val
305

agc
Ser

ctyg
Leu

gcc
Ala

cca
Pro

cag
Gln
385

gcc
Ala

acc
Thr

Thr

acC
Thr

e
Fro

acc
Thr
210

aat
Asn

tet
Ser

ctg
Leu

ate
Leu

agc
Ser
290

ga9g
Glu

aat
Asn

CEC
Pro

cag
Gln
370

gte
Val

gtg
Val

ot an e
Pro

Ala

gct
Ala
195

gtg
Val

cac
His

tgt
Cys

999
Gly

atg
Met
275

cac
His

gtg
Val

tac
Tyr

ggec
Gly

atc
Ile
355

gtg

Val

age
Ser

gag
Glu

cce
Pro

Ala

cce
Pro

aag
Lys

gac
Asp

gga

Gly E

260

atec
Ile

caa
Glu

cat
His

cag
Arg

aag
Lys
340

gag

Glu

tac

m

1yr

ctyg
Leu

gtg
Val
420

Leu
165

tgg

r Trp

ctg
Leu

tee
Ser

cce
Pro

aaa
Lys
245

tece
Sér

gac
Asp

aat
Asn

gtg
Val
325

gag t

Glu

aaa
Lys

acc
Thr

aca
Thr

gag
Glu
405

ctg
Leu

aac
Asn

cag
Gln

agc
Ser

agce
Ser
230

act
Thr

¢ tca

Ser

cgg
Arg

cek
Pro

gcc
Ala
310

gtc
Val

acc
Thr

ctg
Leu

tgc
Cys
390

agc

Ser

gac
Asp

Cys

tca
Ser

tEe
Ser

agc
Ser
215

d4ac
Asn

cac

atc
Val

acoc
Thr

gag
Glu
295

aag
Lys

agc
Ser

ece
Pro
375

ctg

Leu

aat
Asn

Leu

ggc
Gly

tca
Ser
200

ttg
Leu

r={ g0
Thr

aca

5 Thr

tte
Phe

o]k
By
280

gte
Val

aca
Thr

gtc
Val

tgc
Cys

cec
Ser
360

cca
Pro

Val

gcc
Ala
185

gga
Gly

ggc
Gly

aag
Lys

tgc
Cys

cte
Leu
265

gag
Glu

aag
Lys

aag
Lys

cte
Leu

aag
Lys
345

aaad
Lys

tog
Ser

aaa
Lys

cag
Gln

ggc
Gly
425

58

Lys
170

ctg
Leu

cte
Leu

acc
Thr

gta
Val

cca
Fro
250

tte
Fhe

gtc
Val

gee
Ero

acc
ThH
330

gtc
Val

gcc
Ala

cgg
Arg

ggc
Gly

Cee
Pro
410

teg
Ser

Asp

acc
Thr

tac
Tyr

cag
Gln

gac
Asp
235

e
Bro

cece
Pro

aca
Thr

aac
Asn

cgg
Arg
315

gtec
Val

tece
Ser

aaa
Lys

gag
Glu

i
FPhe
385

gag
Glu

tte
Phe

Tyr

agc
sSer

tee
Ser

ace
Thr
220

aag
Lys

tgec
Cys

cca
Pro

tge
Cys

tag
Trp
300

gag
Glu

cta
Leu

aac
Asn

ggc
Gly

aag
Glu
380

tat
Tyr

aac
Asn

tEic

+

Phe

Phe

L}
(9]

L.

cte
Leu
205

tac
Tyr

aga
Ar

cca
Pro

aaa
Lys

tac
Tyr

gag
Glu

cac
His

aad
Lys

cag
Gln
365

atg
Met

cce
Pro

aac
Asn

cte
Leu

gtg
180
agc

Ser

atc
Ile

gca
Ala

‘oo
Pro
270

gtg

. Val

gtg
Val

cag
Gln

cag
Gln

gcc
Ala
350

ece
Pro

acc
Thr

agc
Ser

tac
Tyr

tac
Ty
430

cac
His

agc
Ser

Lo
Cys

gag
Glu

&t
Pro
255

aag
Lys

gtg
Val

gac
Asp

tac
Tyr

gac
Asp
335

cte
Leu

cgg
Arg

aag
Lys

gac
Asp

aag
Lys
415

agc
Ser

Pro

acc
Thr

gtg
Val

aac
Asn

cog
Fro

240

gaa
Glu

gac
Asp

by

gac
Asp

ggc
Gly

aac
Asn
320

taog
Trp

cCa
Pro

gaa
Glu

aac
Asn

atc
Tle
400

ace

Thr

aag
Lys

576

672

720

816

864

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296



ctc acc gtg gac aag agc
Leu Thr Val Asp Lys Ser
435

tce gtg atg cat gag gct
Ser Val Met His Glu Ala
430

tce ctg tet cce gge aaa
Ser Leu Ser Pro Gly Lys
465 470

<210> SEQ ID NO: 59
<211> Longitud: 470
<212> Tipo: PRT

agg
Arg

ctg
Leu
455

59

tgg cag cag ggc
Trp Gln Gln Gly

440

cac aac cac tac
His Asn His Tyr

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:

<223> Otra informacién:

<400> Secuencia: 59
Met Lys His Leu Trp Phe
5 5

Val Leu Ser Glu Val Gln

Pro Gly Gly Ser Leu Arg
35

Asn Asp Tyr Phe Met Asn

Glu Trp Val Ala Gln Ile
65 70

Tyr Ala Glu Ser Leu Glu

Lys Ser Thr Val Tyr Leu
100

Ala Val Tyr Tyr Cys Thr
L1

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
130

Gly Pro Ser Val Phe Pro
145 150

Gly Thr Ala Ala Leu Gly
165

aac
Asn

accec
Thr
460

Construccidén sintética

FPhe

Val

Leu

Trp

Arg

Gly

Gln

Arg

Leu

135

Leu

Cys

Leu

Val

Ser

40

Val

Asn

Arg

Met

Ser

120

Val

Leu

Leu

Glu

25

Cys

Arg

Lys

Val

Ser

105

Leu

Thr

Fro

Val

Leu

10

Ser

Ala

Gln

Thr

Val

Ser

Lys
170

Val

Gly

Thr

bla

Tyr

I
|
™

Leu

Ser

Ser
185

Ala

Gly

Ser

Pro

60

Ser

rg

Gly

Ser

140

Lys

gtc
Val
445

cag
Gln

Ala

Gly

Gly

45

Glu

Tyr

Arg

Ala

Asp

1k

Ala

- Phe

tte
Phe

aag
Lys

Fro

Leu

30

Lys

Ala

Asp

Glu

110

Tyr

Ser

Thr

Pro

tca
Ser

agc
Ser

Val

Asn

Gly

Thr

Asp

Phe

Thr

Ser

Glu
175

tgc
Cys

etc
Leu

TEp

Gln

Fhe

Leu

Thr

Asp

Lys

Gly

160

Pro

1344

1392

1410



Val

Phe

Val

Val

225

Lys

Leu

Thr

Val

Val

305

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

385

Thr

Fro

Thr

210

Asn

Ser

Leu

Ser
290

Glu

Thr

Asn G

Pro

Gln

370

Val

Val

Pro E

Val

Ala

195

His

Cys

Gly

Met

275

His

Ser

180

Val

Fro

Lys

Asp

Gly
260

Ile

Glu

Val Hi

Tyxr

Ile
355

Val

Ser

Arg

LYS

340

Glu

Tyr

Leu

rp

Val
420

Trp

Leu

Lys

245

i

Ser

Asp

Asn

Val

325

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

405

Leu

Asn

Gln

Ser

Ser

230

Thr

Ser

Arg

Fro

Ala

310

Val

Thr

Lzu

Cys

330

Ser

Asp

Ser

Ser

Ser

215

Asn

Val

Thr

Glu

295

Ser

Ile

Pro

375

Leu

Ser

Thr

Thr

Fro

280

Val

Thr

Val

Cys

Ser

360

Val

Gly

Asp

Ala

185

Gly

Gly

Lys

Leu
265

Glu

Lys

Leu

Lys
345

Gly
425

60

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

250

Phe

Val

Phe

Lla

Arg

Gly

Pro

410

Ser

Thr

Tyr

Gln

Pro

FPro

Thr

Asn

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

395

Glu

Ser

Sekt

Thize T

220

Lys

Cys

Cys

Trp

300

Glu

Leu

Asn

Glu

380

Tyr

Asn

Phe

Gly

Leu

205

Arg

Lys

Val

285

T

Glu

His

Lys

Gln

365

Met

Asn

Leu

Val
190

Ile

Val

Ala P

Pro

270

Val

Val

Gln

Thr

Ser: A

Tyr
430

Ser

Cys

Glu

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp
335

Lys

Thr

Val

Fro

240

Glu

Asp

Asp

Gly

Bsn

320

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

400

Thr

Lys



61

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys
435 440 445

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu
450 455 460

Ser Leu Ser Pro Gly Lys
465 470

<210> SEQ ID NO: &0

<211l> Longitud: 714

<212> Tipo: ADN

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:

<223> Otra informacion: h#32A1-T1L

<220> Caracteristica:
<221> Nombre/Clave: CDS
£222% ‘Ubipgacidgn: {1).. (7314}

<400> Secuencia: &0

atg gty ctg cag acc cag gtg ttc atc tec ctg ctg ctg tgg atc tcc 48
Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe Ile Ser Leu Leu Leu Trp Ile Ser
1 5 10 15
gge gca tat gge gac atce gtg atg acc cag age cct gac tce ctt gec 96
Gly Ala Tyr Gly Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala
20 25 30
gtg tcc ctg ggc gag aga gec acc atc aac tgt aga gec tcec cag agce 144
Val Ser Leu Gly Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Arg Ala Ser Gln Ser
35 40 45
gtg acc atc tcc gge tac age ttc atc cac tgg tac cag cag aag cct 192
Val Thr Ile Ser Gly Tyr Ser Phe Ile His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
50 55 60
gge cag cct cct aag ctt ctg atc tac aga gce tcc aac ctt gecc age 240
Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Arg Ala Ser Asn Leu Ala Ser
65 70 75 80
ggc gtg cct gec aga tte tec ggoc age gge tcce gge acc gac tte acc 288
Gly Val Proc Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
85 30 95
ctg acc atc agc tce ctt cag gec gag gac gtg gec gtg tac tac tgt 336
Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys
100 105 110
cag cag agc aga aag tcec cct tgg acc ttc ggce gge gge acc aag gtg 384
Gln Gln Ser Arg Lys Ser Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val
115 120 125
gag atc aag cgt acg gtg gcc gec cce tecc gbtg tte ate tte cee cec 432
Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro
130 135 140
tec gac gag cag ctg aag tec gge acec gec tce gtg gtg tge ctg ctyg 480

Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu
145 150 155 160



aat aac
Asn Asn

gce ctg
Ala Leu

aag gac
Lys Asp

gac tac
Asp Tyr

210
ctg agc

Leu Ser
225

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Met Val

1

Gly Ala

Val Ser

Val Thr

50

Gly Gln

65

Gly Val

Leu Thr

Gln Gln

Glu Ile
130

Lo
Phe

cag
Gln

age
Ser
195

gag
Glu

tec
Ser

SEQ ID NO:
Longitud: 238
ERT
Organismo:

Tipo:

tac
Ty

tce
Ser
180

acc

Thr

aag
Lys

CCa
Pro

cee
Pro
165

d99g
Gly

tac
Tyr

cac
His

gtec
Val

61

aga
Arg

aac
Asn

age
Ser

aag
Lys

acgc
Thr
230

Caracteristica:

Otra informacidn:

Secuencia:

6l

Leu Gln Thr Gln

Tyr

Leu

35

Ile

Fro

Pro

Ile

Ser

115

Lys

Gly

20

Ser

FPro

BEla

Ser

1300

Arg

Arg

5

Glu

Lys 1

Arg
85

Ser

Ile

Arg

Tyr

Leu

Ser

Val

gag
Glu

tee
Ser

ctg
Leu

gtg
Val
215

aag
Lys

Secuencia

gce
Ala

cag
Gln

aqge
Ser

200
tac

Tyr

agc
Ser

aag
Lys

aag
Glu
185

agc

Ser

gcc
Ala

tte
Phe

62

gtg cag
Val Gln
170

agc gtg
Ser Val

ase ctg
Thr Leu

tgc gag
Cys Glu

aac agg
Asn Arg
235

artificial

tgg
Trp

accg
Thr

acc
Thr

gtg
Val
220

999
Gly

Construccidn sintética

Val

Val

Ala

Ser
55

Gln

gv)
N
(5]

Ala
135

Fhe

Met

Thr

40

Ile

Gly

Ala

TP

120

Ala

Ile

THY

25

Ile

Ile

Tyr

Ser

Glu

105

Thr

Ser Leu

10

Gln Ser

Asn Cys

His Trp

Arg Ala

75

Gly Ser

90

Asp Val

Phe Gly

Ser Val

Leu

Pro

Tyr

60

Ser

Gly

Ala

Gly

Phe
140

aag
Lys

gag
Glu

ctg
Leu
205

acc

Thr

gag
Glu

Leu T

Asp

Ala

45

Asn

Thr

Val

Gly

125

Ile

gtg
Val

cag
Gln

190

agc
Ser

cac
His

tgt
Cys

Ser

1 E1n

Asp

Tyr
110

Thr

gac
Asp
175

gac

Asp

aaa
Lys

cag
Gln

Ile
15

Leu

Gln

Ala

Phe
95

Lys

aac
Asn

agc
Ser

gcc
Ala

ggc
Gly

Ser

Bla

Ser

Pro

Ser

80

Cys

Val

528

576

624

672

714



Ser

145

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
225

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

210

Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

<400>
atg gtg ctg cag acc cag

Met
1

ggc
Gly

gtg
Val

gtg
Val

ggc
Gly

ggc
Gly

ctyg
Leu

Val

gca
Ala

tec
Ser

acc
Thr
50

cag

Gln

gtg
Val

acoc
Thr

Glu

Phe

Gln

Ser

195

Glu

Ser

SEQ ID NO:
Longitud:
Tipo:
Organismo:

Tyr

Ser

180

Thr

Lys

Pro

Leu

Pro

165

Tyr

His

Val

ADN

62
714

Lys

150

Arg

Asn

Ser

Thr
230

Caracteristica:

Otra informacidn:

Caracteristica:

Nombre/Clave:
Ubicacidn:

Secuencia:

Leu

tat
Tyr

ctg
Leu
35

atc
Tle

cct
Pro

cet
Pro

atc
Ile

Gln

ggc
Gly
20

ggc

Gly

tcc
Ser

cet

Pro

gee
Ala

age t

Ser
100

Thr
5

gac

Asp

gad
Glu

gge
Gly

aga
Arg

62

CDs
(1)..(714)

Gln

ate
Ile

aga
Arg

tac
Tyr

gtk
Leu
70

tto
Fhe

(el o
Leu

Ser

Glu

Ser

Val
215

Lys

Secuencia

Gly

Ala

Gln

Ser

200

Tyr

Ser

Thr

Lys

Ser

FPhe

63

Ala

Val
170

Thr

Esn

artificial

h#32A1-T2L

gtg
Val

gtg
Val

gec
Ala

agc
Ser
55

ctyg
Leu

tce
Ser

cag
Gln

tte
Fhe

atc
Tle

acc
Thr
25

atc
Tle

atc
Ile

tac
Tyr

agc
Ser

dag
Glu
105

tee
Ser
10

cag

Gln

agc
Ser

cac
His

aga
Arg

ggc
Gly

gac
Asp

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
235

ctg
Leu

age
Ser

tgt
Cys

tag
Trp

gce
Ela
o

tcc

Ser

gtg
Val

r Val

Trp

Thr

Thr

Val
220

Gly

ctg
Leu

cct
Pro

aga
Arg

tac
Tyr

60
teg

Ser

ggc
Gly

gcc
Ala

Val

Lys

Glu

Leu
205

Thr

Glu

ctg
Leu

gac
Asp

gcc
Ala
45

cag

Gln

aac
Asn

aco
Thr

atg
Val

Cys

Val

Gln
180

His

tgg
Trp

Tt
Ser
30

tec
Ser

cag
Gln

(o5 e
Leu

gac
Asp

do

cac
Tyr
110

Leu

Asp

1535

Asp

Lys

Gln

cag
Gln

aag

Leu
160

Asn

Ser

Ala

teo
Ser

gcc
Ala

agc
Ser

Lys Pr

gce
Ala

i
Phe
85

tte
Phe

agc
Ser
80

acc
Thr

tgt
Cys

48

96

144

192

240

288

336



cag
Gln

gag
Glu

tee
Ser
145

aat
Asn

gec
Ala

aag
Lys

gac
Asp

ctg
Leun
225

cag
Gln

atc
Ile
130

gac
Asp

adac
Asn

ctg
Len

gac
Asp

tac
Ty
210

age
Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

agc
Ser
115

a4ayg

Lys

gag
Glu

cag
Gln

agc
Ser
195

Glu

tce
Ser

SEQ ID NO:
Longitud:

Tipo:

Organismo:

aga
Arg

cgt

\rg T

cag
Gln

tac
Tyxr

ol
Ser

180

acc
Thr

aag
Lys

cec
Era

BRT

63
238

kee
Ser

Val

aag
Lys
150

¢ aga

Arg

aac
Lsn

agce
Ser

aag
Lys

acc
The
230

Caracteristica:

Otra informacién:

Secuencia:

Met Val Leu

i

Gly

Val

Val

AEla

Ser

Thr

50

Gln

Val

Tyr

Leu

35

Ile

Fro

Gln

Gly

20

Gly

Ser

Fro

Ala

Thi

c
o)

Asp

Glu

Gly

Arg

Arg
85

63

Gln

Ile

Tyr

Leu
70

Phe

gag
Glu

tce
Ser

ctg

Leu

gtg
Val
215

aag
Lys

Secuencia

gcc
Ala

caqg
Gln

agec
Ser
200

tac

Tyr

agc
Ser

ace
Thr

cee
Pro

acc
Thr

aaqg
Lys

Jgadg
Glu
185

gce
Ala

tte
Phe

64

il
Fhe

tee

gco
Rhla

Ser Val

gcc
Ala

gtg
val
170

agc

Ser

acec
Thr

tgc
Cys

aac
Asn

artificial

gag
Glu

agg
Arg
235

ggc
Gly

tte
Phe
140

gtg
Val

tgg
Trp

Construccidn sintética

Val

Val

Ser
55

Leu

Ser

Met

Thr

40

FPhe

Ile

Gly

Ile

Thr

25

Ile

Ile

Tyr

Ser

Ser

10

Gln

Ser

His

Arg

Gly
90

Leu

Ser

Cys

Trp

Ala

5

Ser

Leu

Pro

Arg

Tyr

60

Ser

Gly

ggc
Gly
125

gtg
Val

aag
Lys

gag
Glu

ctg
Leu
205

aCC
Thr

gag
Glu

Leu

Asp

Gln

Asn

Thr

ace
Thr

BE TEC
e Phe

tgc
Cys

gtg
Val

cac
His

tgt
Cys

Trp

Ser

Leu

aaqg
Lys

cee
Pro

ctg
Leu

gac
Asp
178

gac

Asp

aaa
Lys

cag
Gln

Leu

Ala

Phe

gtg
Val

ccc
Pro

ctg
Leu
160

aac

Asn

agc
Ser

gce
Ala

ggc

uly

Ser

Ala

Ser

Thr

432

480

528

576

624

672

714



Leu

Gln

Glu

Ser

145

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu

225

Thr

Gln

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

210

Ser

<210>
<211>
L2925
<213>

<220>
L£223>

<220>

221>

<222>

<400>
atg gtg ctg cag acc cag
Leu Gln Thr Gln

Met
1

ggc
Gly

gtg
Val

agtg
Val

Val

gca
Ala

tee
Ser

ace
Thx

Ile

Ser

115

Glu

Fhe

Gln

Ser
195

SEQ

Ser

100

Arg

Arg

Gln

Tyr

Ser

180

Thr

Lys

g
H
]

ID NO:
Longitud:

Tipo:
Organismo:

ADN

Ser

Lys

Thr

Len

Pro
165

e

Tyx

His

Val

64
714

Leu

Ser

Val

Lys

150

Arg

Asn

Lys

Thr
230

Caracteristica:

Otra informacidn:

Caracteristica;

Nombre/Clave:
Ubicacién:

Secuencia:

tat

Tyr &
i

ctg
Leu
35

ate
Ile

tos
Ser

5
gac

Asp

gag
Glu

gge ©
Gly T

64

CDs
(1) .. (714)

atc
Ile

Gln

Ala

135

Ser

Glu

Ser

Leu

Val
215

Lys

Secuencia

Ala

Trp
120

Ala

Gly T

Ala

Ser
200

Tyr

Ser

Glu
105

Thr

Fro

Lys

Glu

185

Ser

Ala

Phe

65

Asp

Ala S

Val

170

Ser

Thr

Cys

Asn

artificial

n#32A1-T3L

gtg
Val

gtg
Val

gcc
Ala

agc
Ser

8 o -
Phe

0 s
Leu

acc
Thr
40

tEC
Phe

atc

Lle

te
Ser
L6

cag
Gln

agc

e Ser

cac
His

Val

Ala

Val

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
#35

ctyg
Leu

age
Ser

tgt
Cy

4]

tgg t

Trp

Ala

Gly

Phe
140

Val

Thr

Thr

Val
220

Gly

ctg

Leu

(G =
Pro

aga
Arg

Val

Gly

125

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

205

Thr

Glu

ctyg
Leu

gcc
Ala
45

cag

Gln G

Tyr

110

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

190

His

tgg
Trp

¢ tee

Ser
30

tce
Ser

Lys

Leu

Asp
175

Asp

Lys

Gln

ate

Ile
15

ekt
Leu

cag
Gln

aag

RERTES

Cys

Val

Fro

Leu
160

Asn

Ser

Ala

Gly

tcé
Ser

gcc
Ala

agc
Ser

cckt
Prop

48

96

152



ggc
Gly
65

ggc
Gly

ctg
Leu

cag
Gln

gag
Glu

tece
Ser
145

aat
Asn

gcc
Ala

aag
Lys

gac
Asp

ctg
Leu
225

50

cag
Gln

atc
Ile

accoc
Thr

cag
Gln

atc
Ile
130

gac

Asp

gac
Asn

ctg
Leu

gac
Asp

tac
Tyr
210

agc

Ser: S

<210>
22135
£212>
<213>

<220>
<223>

<400>

cag
Gln

ect
Pro

atc
Ile

agc
Ser
115

aag
Lys

gag
Glu

ol il o
Fhe

cag
Gln

agec
Ser
195

gag
Glu

SEQ ID NO:
Longitud:
Tipo:
Organismo:

geec
Ala

agc
Ser
100

aga
Arg

cgt
Arg

cag
Gln

tac
Tyr

tcc
Ser
180

acc
Thr

aag
Lys

cee
Fro

PRT

aga
Arg

aga
Arg
85

tee
Ser

aag
Lys

acg
Thr

ctyg
Leu

cEe
Pro
165

gag
Gly

tac
Tyr

cac
His

gtc
Val

65
238

ok 2k
Leu
70

tte
Phe

&t
Leu

aac
Asn

agc
Ser

aaqg
Lys

acc
Thr
230

Caracteristica:

Otra informacidén:

Secuencia:

Met Val Leu Gln Thr

13

Gly Ala Tyr

Val

Ser

Leu

Gly
20

Gly

5

Asp

Glu

65

w
w

ctg
Leu

tee

Ser G

cag
Gln

ST
Pro

gcc
Ala
135

tece
Ser

gag
Glu

tcec
Ser

ctyg
Leu

gtg
Val
215

aag
Lys

Secuencia

gee
Ala

tgg
Trp

120

gcc
Ala

ggc
Gly

gcce
Ala

cag
Gln

agc
Ser
200

tac

Tyr

agce
Ser

tac
Tyr

agce
Ser

gag
Glu
105

acc
Thr

Bl
Pro

acc
Thr

aag
Lys

gad
Glu
185

agc

Sexr

gcc
Ela

tte
Phe

66

aga
Arg

=

ggc
Gly
a0

gac
Asp

Ltta
Fhe

tce
Ser

gcc
Ala

gtg
Val
170

agc

Ser

acc
Thr

tgc
Cys

aac
Lsn

artificial

gcc
Bla
75

tce
Ser

gtg
Val

gec
Ala

gtg
Val

tcc
Ser
155

cag
Gln

gtg
Val

ctg
Leu

gag
Glu

agg
Arg
235

60

tce
Ser

ggc
Gly

gce
Ala

ggc
Cly

tte
FPhe
140

gtg
Val

tgg
Trp

acc
Thr

acc
Thr

gtg
Val
220

999
Gly

Construccién sintética

Gln Val Phe

Ile Val Leu

rg Ala Thr

Ile

Ser Leu Leu

10

Gln Ser Pro

Ser Cys Arg

aac
Asn

acc
THE

acec
Thx

ggc
Gly
125

gtg
Val

aag
Lys

ctg
Leu
205

acc
Thr

gag
Glu

Leu

Asp

Ala

ctt gece
Leu Ala

gac ttc
Asp Phe
95

taE e
Tyr Phe
110

acc aag
Thr Lys

€ L cce

Phe Pro

tge ctg
Cys Leu

gtg gac
Val Asp
175

cag gac
Gln Asp
190

agc aaa

Ser Lys

cac cag
His Gln

tagt
Cys

Trp Ile
15

Ser Leu

30

Ser Gln

agc
Ser
B0

acc
Thr

tgt
Cys

atg
Val

elae
Pro

St
Leu
160

aac

Asn

age
Ser

gcce
RAla

ggc
Gly

Ser

Ala

Ser

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

714



Val Thr
50

Gly Gln
65

Gly Ile

Leu Thr

Gln Gln

Glu Ile
130

Ser Asp
145

Asn Asn

Ala Leu

Lys Asp

Asp Tyr
210

Leu Ser

225

<210>
Z211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
L2205
<222>

<400>

35

Ile Ser Gly Tyr Ser

Gln Pro Arg Leu Leu
70

Pro Ala Arg Phe Ser

Ile Ser Ser Leu Gln
100

Ser Arg Lys Ser Pro
115

Lys Arg Thr Val Ala
135

Glu Gln Leu Lys Ser
150

Phe Tyr Pro Arg Glu
165

Gln Ser Gly Asn Ser
180

Ser Thr Tyr Ser Leu
195

Glu Lys His Lys Val
2158

Ser Pro Val Thr Lys
230

SEQ ID NO: 66
Longitud: 711

Tipo: ADN

Organismo: Secuencia

Caracteristica:

40

Phe

Ile

Gly

ARla

Trp

120

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

200

Tyr

Ile

Tyr

Ser

Glu

105

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

185

Ser

Ala

Phe

67

His

Arg

Gly

a0

Asp

Phe

Ser

Lla

Val

170

Ser

Cys

Asn

artificial

Otra informacién: h#32A1-T4L

Caracteristica:
Nombre/Clave: CDS
Ubicacién: (1)..(711)

Secuencia: 66

Trp

Ala

Val

Ser
155

Gln T

Val

Glu

235

Tyr

60

Ser

Gly

Ala

Gly

Phe
140

Thr

Thr

45

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly

125

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

205

Thr

Glu

Gln

Leu

Asp

Tyr

110

Thr

Cys

Val

Gln

180

Ser

His

Cys

Lys

Ala

FPhe

95

FPhe

Lys

Pro

Leu

Asp

175

Asp

Lys

Gln

Pro

Ser

80

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

160

Bsn

Ser

Ala

Gly

atg gtg ctg cag acc cag gtg ttc atc tece ctg ctg ctg tgg atc tcc

a8

S e



Met Val

ggc gca
Gly Ala

tee ctg
Ser Leu

acc atc
Thr Ile
50

cag cag
Gln Gln
65

ate cct
Ile Fro

tat
Tyr

ggc
Gly

tee
Ser

cek
Pro

acc atc agc

Thr Ile

Ser

cag agc aga

Gln Ser

atc aag
Ile Lys
130

Arg
115

cgt
Ar

gac gag cag
Asp Glu Gln

145

aac tte tac
Asn Phe Tyr

ctg cag
Leu Gln

gac agc
Asp Ser

tce
Ser

tac gag aag
Tyr Glu Lys

210

age tcc ccco

Ser Ser
225

<210>
£213%5
<212>
<213>

<220>

SEQ ID NO: 67
Longitud: 237

Tipo:

Organisma:

Gln

ggc
Gly

gag
Glu

ggc
Gly

aga
Arg

¢ aga
a Arg

tee
Ser
100

aag

Lys

acg
Thr

ctg
Leu

‘alfate
Prio

gg9g
Gly
180
tac

Tyr

cac
His

gte
Val

PRT

tte
Fhe
85

ctE
Leu

tec
Ser

gtg
Val

aag
Lys

aga
Arg
165

aac
Asn

agc
Ser

aag
Lys

o B
Thr

Gln

atc
Ile

gcc
Ala

age
Ser

ctyg
Leu
70

teco
Ser

cag
Gln

EEE
Fro

gecc
Ala

ctg
Leu

gtg
Val

aag
Lys
230

Caracteristica:

Val

gce
Ala

tgg
Trp

goe
Ala
135

ggc

r Gly

gcc
Ala

cag
Gln

agc
Ser

tac
Tyr
215

agc t

Ser

Secuencia

Fhe

gttt
Leu

Tyr

agc
Ser

acc
Thr
120

cco
Pro

acc
Thr

aag
Lys

gag
Glu

agc
Ser
200

gcc
Ala

Ile

cac
His

aga
Arg

ggc
Gly

gac
Asp
105

A )
Phe

tes
Ser

gce
Ala

gtg
Val

agc gt

Ser
185

acc
Thr

tgc
Cys

adac

e Bsn

68

Ser
10

cag
Gln

tgt

gce
Ala

tee
Ser
S0

gtg
Val

gecc
Ala

gtg
Val

tce
Ser

cag
Gln
170

etg
Leu

gag
Glu

agyg
Arg

artificial

Leu

age
Ser

aga
Arg

tee
Ser
75

ggc
Gly

gec
Ela

ggc
Gly

tte
Fhe

gtg
Val
155

tag
Trp

acc
Thr

acc
Thr

gtg
Val

ggg
Gly
235

Leu

CeL
Pro

gee t
Ala §

cag
Gln
&0

aac
Asn

acc
Thr

acc
Thr

ggc
Gly

ate
Ile
140

gtg
val

aag
Lys

gag
Glu

cktg
Leu

acc
Thr
220

gag
Glu

gcc
Ala

ettt
Leu

gac
Rsp

tac

ace
Thr
125

ttc
Phe

gtg
Val

cayg
Gln

agc
Ser
205

cac

His

tgt
Cys

CEE
Leu
30

cag
Gln

aag
Lys

gcc
Ala

ttc
Phe

ttc
Phe
110

aag
Lys

ccc
Pro

ctyg
Leu

gac
Asp

gac
Asp
190

ddd

Lys

cag
Gln

Ile
15

gcc
Ala

age

Ser

gtg
Val

[£8]
T
Q

Ser Val

cet
Pro

agc
Ser

acc
Thr
95

tgt
Cys

cece
Pro

ctg
Leu

aac
Asn
15

age

Ser

gco
Ala

ggc
Gly

ggc
Gly

ggc
Gly
80

ctg
Leu

cag
Gln

gag
Glu

tco
Ser

aat
Asn
160

gce

Ala

aag
Lys

gac
Asp

ctg
Leu

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

wn
~J
feal

624

672

711

T



<223> Otra informacidn:
<400> Secuencia: 67
Met Val Leu Gln Thr Gln

1 5

Gly Ala Tyr hsp Tle

[\
S -
&

Ser Leu Gly Glu Arg Ala

Thr Ile Ser Gly Tyr Ser
50

Gln Gln Pro Arg Leu Leu
65 70

Ile Pro Ala Arg Phe Ser

Thr Ile Ser Ser Leu Gln
100

Gln Ser Arg Lys Ser Pro
115

Ile Lys Arg Thr Val &la
130

Asp Glu Gln Leu Lys Ser
145 150

Asn Phe Tyr Pro Rrg Glu
165

Leu Gln Ser Gly Asn Serx
180

Asp Ser Thr Tyr Ser Leu
195

Tyr Glu Lys His Lys Val
210

Ser Ser Pro Val Thr Lys
225 230

<210> SEQ ID NO: 68
<211> Longitud: 714

69

Construccidn sintética

Val

Val

Thr

wn

)
o
{1

Ile

Gly

Ela

Trp

Ala

135

Ala

Ser

Ser

Ile

Ser

Glu

Thr

120

Pro

Thr

Lys

Ser
200

Ala

Phe

Ile

His

Arg

Gly

Asp

105

FPhe

Ser

Ala

Val

Ser

185

Thr

Cys

Asn

Gln

Ser

90

Val

Ala

Val

Ser

Gln

170

Val

Leu

Glu

Arg

Leu

Ser

Tyr

Gly

Ala

Gly

Fhe

Val

1585

Trp

Thr

Val

Gly
235

Leu

Pro

Ala

Gln

60

Asn

Thr

Thr

Tle
140

Val

Lys

Glu

Leu

Thr

220

Glu

Leu

Ala

Ser

4%

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr

125

Fhe

Cys

Val

Gln

Cys

Trp

Leu

30

Gln

Lys

Phe

Phe

110

Lys

Pro

Leu

Asp

Ile

15

Ala

Ser

Pro

Ser

Thr

g5

Leu

Fro

Leu

Bsn

175

Ser

Zla

Ser

Val

Val

Gly

Gly

BO

Leu

Gln

Glu

Ser

Asn
160

LysS

Asp



<212> Tipo: ADN

70

€213> Organisma: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:

<223>» Otra informacidn:

<220> Caracteristica:

<221> Nembre/Clave: CDS
<222> Ubicacidén: (1)..(714)

<400> Secuencia: 68
atg gtg ctg cag acc cag
Met Val Leu Gln Thr Gln
1 b

gge gca tat ggcec gac atc
Gly Ala Tyr Gly Asp Ile

gtg tcec ctg ggc gag aga
Val Ser Leu Gly Glu Arg
ab

gtg acc atc tcc ggce tac
Val Thr Ile Ser Gly Tyr
20

ggc cag cct cct aag ctt
Gly Gln Pro Pro Lys Leu
65 70

ggc atc cct gecec aga ttce
Gly Ile Pro Ala Arg Phe
85

¢tg acc ate age tce ctt
Leu Thr Ile Ser Ser Leu
100

cag cag agc aga aag tcc
Gln Gln Ser Arg Lys Ser
115

gag atc aag cgt acg gtg
Glu Ile Lys Arg Thr Val
130

tcc gac gag cag ctg aag
Ser Asp Glu Gln Leu Lys
145 150

aat aac ttc tac ccc aga
Asn Asn Phe Tyr Pro Arg
165

gce ctg cag tcc ggg aac
Ala Leu Gln Ser Gly Asn
180

aag gac agc acc tac agc
Lys Asp Ser Thr Tyr Ser
195

gac tac gag aag cac aag
Asp Tyr Glu Lys His Lys

h#32A1-T5L

gtg
Val

gtg
Val

gcc
Lla

agc
Ser

55

ctg
Leu

cag
Gln

[l whng
Pro

gece
Ala
135

tce
Ser

tee
Ser

ctyg
Leu

gtg
Val

o b5 &
Phe

ok
Leu

acc
Thr
40

Fhe

atc
Ile

ggc
Gly

gce
Ala

taog

Trp
120

gcc
Rla

ggc
Gly

e udol
Ala

cag
Gln

ageo
Ser
200

tac
Tyr

atc
Ile

acc
Thr

agc
Ser

ece
Ero

acc
Thr

aag
Lys

gag
Glu
185

age

Ser

gce
Ala

toe
Ser
10

cag
Gln

aac
Asn

cac
His

aga
Arg

ggc
Gly
80

gac
Asp

g
Phe

tee
Ser

gtg
Val
170

agc

Ser

ace
Thr

tgc
Cys

ctg
Leu

agc
Ser

1

tgt
Cys

tgg
Trp

gcc
Ala
75

tce
Ser

gtg
Val

ggc
Gly

gtg

=

Val

c: tee
a Ser

155
cag

Gln

gtg
Val

ctg
Leu

gag
Glu

ctyg
Leu

cc
Pro

aga
Arg

tac
Tyr

60

tce
Ser

ggc
Gly

gce
Ala

cag
Gln

tTe
Phe
140

gtg
Val

tgg
Trp

acc
Thr

ace
Thr

gtg
Val

ctg
Leu

gac
Asp

gcc
Ala
45

cag
Gln

aac
Asn

acc
Thr

acec t
Thy T

ggc
Gly
125

atc
Ile

gtg
Val

aag
Lys

gag
Glu

ctg
Leu
205

acc
Tl

tgg
Trp

tec
Ser
30

tce
Ser

cag
Gln

ekt
Leu

gac
Asp

TEe
Fhe

tgc
Cys

agc
Ser

cac
His

atc
Tle
15

gtt
Leu

caqg
Gln

aag
Lys

gce
Ala

tLe
Phe
85

tac
Tyr

aag
Lys

cec
Pro

ctg
Leu

gac
Asp

175

gac
Asp

aaa
Lys

cag
Gln

tce
Ser

gea
Ala

agc
Ser

cet
Pro

agc
Ser
80

acc
Thz

tgt
Cys

gtg
val

BOC
Pro

ctg

Leu
160

aac
Asn

agc
Ser

gcc
Ala

ggc
Gly

48

96

144

192

240

288

384

432

480

528

624

672

£



210

215

71

220

ctg agc tcc cce gtc acc aag age tte aac agg ggg
Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly

225

<210>
LS
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

SEQ ID NO:
Longitud:
Tipo:

PRT

69
238

230

Organismo: Secuencia artificial

Caracteristica:

Otra informacidén:

Secuencia:

Met Val Leu Gln Thr

1

Gly

Val

Gly

65

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

145

Asn

Ala

Lys

Ala

Ser

Thr
50

Thr

Gln

Ile

130

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

Leu

35

Ile

Pro

Pro

Ser

115

Lys

Glu

Phe

Gln

w
[}
H

Gly

Gly

Ser

Pro

Ala

Ser

100G

Arg

Aro

Gln

Tyxr

Ser

180

Thr

Glu

Arg

85

Ser

Lys

Thr

Leu

Pro

165

Gly

Tyr

69

Gln

Ile

Arg

T

Leu

70

Phe

Leu

Ser

Val

Lys

150

Arg

Asn

Ser

Z35

Construccidén sintética

Val

Val

Ala

Ser

35

Leu

Ser

Gln

Pro

Ala

138

Ser

Glu

Ser

Leu

Phe

Leu

Thr

a0

Phe

Ile

Gly

Ala

120

el
'md
o

Gly

Ala

Gln

Ser

Ile

Thr

25

Ile

Ile

Tyr

Ser

Glu

105

Thr

Pro

T

Lys

Glu

185

Ser

Ser

HE s

Gln

Asn

His

Arg

Gly

a0

Asp

Phe

Ala

Val

170

Ser

Thix

Leu

Ser

Cys

Ser

Val

Gly

Val

Ser

155

Gln

Val

Leu

Fro

Arg

Tyr
60

Ala

Gln

Phe

140

Val

Thr

Thr

gag tgt
Glu Cys

Leu Trp

Asp Ser
30

Ala Ser
45

Gln Gln

Asn Leu

Thr Asp

Thr Tyr

110

Gly Thr
125

Ile Phe

Val Cys

Lys Val

Glu Gln

190

Leu Ser

Ile
i5

Gln

Lys

Ala

Tyr

Lys

Lys

Ser

Ala

Ser

Pro

Ser

80

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

160

Asn

Ser

Ala



185

Asp Tyr Glu
210

Leu Ser Ser
225

<210>
w21l
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<Z221>
<222>

<400>
atg gtg ctg
Met Val Leu
i

ggc gca tat
Gly Ala Tyr

gtg tcc ctg
Val Ser Leu
7

gtg acc atc
Val Thr Ile
50

ggc cag cct
Gly Gln Pro
65

ggc atc cct
Gly Ile Pro

ctg acc atc
Leu Thr Ile

cag cag agc
Gln Gln Ser
115

gag atc aag

Glu Ile Lys
130

tcec gac gag

Ser Asp Glu

145

aat aac ttc

Lys His

Pro Val

SEQ ID NO: 70
Longitud: 714
Tipo: ADN
Organismo:

Secuencia: 70

cag acc
Gln Thr
1=

)

ggc gac
Gly Asp

ggc gag
Gly Glu

tce gge
Ser Gly

cct aga
ro Arg

gce aga
Ala Arg
85

agc tcc
Ser Ser
100

aga aag

Arg Lys

cgt ac
Arg Th

cag ctg
Gln Leu

Lag €Cg

Lys

Thr
230

Caracteristica:
Otra informacidn:

Caracteristica:
Nombre/Clave:
Ubicacidn:

CDS

aga
Arg

tac
Tyr

ctyg
Leu
70

ttc

Phe

ctt
Leu

gte
Val

aag
Lys
150

aga

Val
215

Lys

200

72

205

Tyr Ala Cys Glu Val Thr

220

Ser Phe Asn Arg Gly Glu

h#32A1-T6L

(1)..(714)

gtg
Val

 ellind
Ser

gag

53,05
Phe

ctL
Leu

acc
Thr
40

TEe i

Phe

ate
Ile

ggc
Gly

folers:
Ela

tag
Trp
120

gcec ©

Ala

ggc
Gly

gcc

atc
Ile

acc
Thr
25

atc

= o
et
[ )

tac
Tyxr

agc
Ser

gadg
Glu
105

acce
Thr

acc
Thr

aag

Secuencia artificial

tee
Ser
10

cag

Gln

agce
Ser

cac
His

aga
Arg

ggc
Gly
90

gac
Asp

o
Phe

tec
Ser

gee
Ala

gtg

235

ctg
Leu

agc
Ser

tgt
Cys

tgg
Trp

gce
Ala
75

+
cCce

Ser

gtg
Val

gee
Ala

gtg
Val

s
Ser
155

cag

ctg
Leu

ccE
Fro

aga
Arg

tac
Tyr

60
tee

Ser

ggc
Gly

gcc
Ala

ggc
Gly

ttec
Phe
140

gtg
Val

tgg

gac
Asp

gee
Ala
45

cag

Gln

aac
Asn

acc
Thr

acc
Thr

age
Gly
125

atc
Ile

gtg
Val

aag

His Gln Gly

Cy

s

tec

Ser

ca

g

Gln

ctt
Leu

da

C

Asp

ta

c

Tyr

1A

ac

0

c

Thr

tE

C

Phe

tgc
Cys

gt

T

atc
Ile

GEL
Leu

cag
Gln

aag
Lys

gce
Ala

tte
Fhe
95

tte
Phe

aag
Lys

ccc
Pro

ctyg
Leu

gac

CoE
Ser

gcc
Ala

agc
Ser

cct
Pro

agc
Ser
80

tgt
Cys

gtg
Val

cce
Pro

ctyg
Leu
160

adc

48

96

192

240

288

336

384

432

480

528



Asn Asn Phe

gce ctyg cag
Ala Leu Gln

aag gac agc
Lys Asp Ser
195

gac tac gag
Asp Tyr Glu
210

ctg agc tece
Leu Ser Ser
225

<210>
<211>
<212>
<213%

Tipo:

<220>
<223>

<400>

Tyr

teo
Ser
180

ace

ThE

aag
Lys

4e 9]
B
Q0

SEQ ID NO:
Longitud:

ggg
Gly

tac
Tyr

cac
His

gtec
Val

PRT

Secuencia:

Met Val Leu Gln Thr

1

Gly Ala Tyr

Val Ser Leu

Val Thr Ile

Gly Gln Pro

Gly Ile Pro

Leu Thr Ile

Gln Gln Ser

115

Glu Ile Lys
130

Gly

Gly

Ser

Ser
100

Arg

5

Glu

Gly

Arg

Arg

Ser

Lys

Thr

Tal:
238

7

o Arg

aac
Asn

agc
Ser

aag
Lys

acc
Thr
230

Caracteristica:
Otra informacidn:

Gln

Ile

Arg

Tyx

Leu

70

Phe

Leu

Val

Glu

gtg
Val
215

aag
Lys

Organismo: Secuencia

Ala

> cag
r Gln

agc

1 Ser

200
tac

Tyr

age
Ser

Lys

gag
Glu
185

agc

Ser

gce
Ala

tte
Fhe

73

Val
170

agc

Ser

ace
Thr

tgc
Cys

aac
Asn

artificial

Gln

gtg
Val

ctg
Leu

gag
Glu

agg
Arg
235

Trp

acc
Thr

ace
Thi

gtg
Val
220

999
Gly

Construccidén sintetica

Val

Ser

55

Leu

Ser

Gln

Pro

Rla
135

Phe

Leu

Thr

40

Phe

Ile

Gly

Ala

Trp

120

Ala

Ile

Ile

Tyr

Ser

Glu

105

Thr

B¥G

Ser
10

Gln

His

Arg

Gly

90

Asp

Phe

Ser

Ser

Trp

Ala

75

Val

Ala

Val

Leu

Pro

Arg

Tyr

60

Ser

Gly

Ala

Gly

FPhe
140

Lys

gag
Glu

gag
Glu

Leu

Asp

Ela

45

Gln

Asn

Thr

Gly
123

Ile

Val

cag
Gln
190

agc

Ser

cac
His

Trp I

Ser

30

Gln

Leu

Asp

Tyr

110

FPhe

Asp
75

gac
Asp

aaa
Lys

cag

Leu

Gln

Lys

Ala

L4 it N

Phe

Lys

Pro

Asn

agce
Ser

gece
hla

(]

Ser

Ser

Pro

Ser
80

e Thr

o~

Y5

Val

Pro

576

624

672

714



Ser Asp
145

Asn Asn

Ala Leu

Lys Asp

Asp Tyr
210

Leu Ser
225

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu

Fhe

Gln

Ser

195

Glu

Ser

Gln

Tyr

Ser

180

Thr

Lys

Pro

Leu

Pro

165

Tyr

His

Val

SEQ ID NO: 72
Longitud:

Tipo:

Organismo:

BRT

451

Lys

150

Arg

Asn

Ser

)

ys

Thr
230

Caracteristica:

Otra informacidn:

Secusncia: 72

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

215

Lys

Secuencia

Gly

Ala

Gln

Ser

200

Tyr

Ser

Thr

Lys

Glu

185

Ser

Ala

Fhe

74

Ala

Va

170

Ser

Thr

Asn

artificial

h#32A1-T7H

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser

X

Ser Leu

Phe Met

Ala Gln
50

Ser Leu
65

Leu Tyr

Tyr Cys

Gln Gly

Arg

Asn

35

Glu

Ala

Thr
115

Leu
20

Arg

Gly

Arg
100

Leu

5

Ser

Val

Asn

Arg

Met

85

Ser

Val

Cys

Arg

Lys

Fhe

10

Asn

Leu

Thr

Ala

Tle
55

Thr I

Ser

Th¥

Val

Gly

Ala

Rla

40

Tvr

Leu

Gly

Ser
120

Gly

Ser

25

Fro

Thr

Ser

Arg

Gly

105

Ser

Gly
10

Glu

Arg

Ala

90

Asp

Ala

Ser

155

Val

Leu

Glu

Rrg
235

Leu

; Phe

Lys

Ala

Asp

i)

Glu

Ser

Val

TES

Thr

Thr

Val

220

Gly

Val

Asn

Gly L

Thr
60

Asp

Val

Lys

Glu G1

Leu
205

Thr

Glu

Gln

Phe

Phe

Ala

Lys
125

Cys

Val

190

Ser

His

Cys

Pro

Asn

30

Glu

Tyxr

Lys

Ala

Tyr

110

Gly

Leu

Asp

175

Lys

Gln

Gly
15

Asp

3
m
el

Ala

Asn

Val

9%

Trp

Pro

Leu

160

Asn

Ser

Ala

Gly

Val

Sgr
80

Tyr

Gly

Ser



Val

Ala
145

Ser

Val I

Prd

Lys

Asp
225

Glu

His

Arg

305

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp
385

Phe
130

Leu

Trp

Ser

Pro

210

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

290

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

370

Glu

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

195

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

275

Ala

Val

Thr

Leu

355

Cys

Ser

Leu

Cys

Asn

His

Val

Thr

260

Glu

Ile

340

Pro

Leu

Asn

Lla

Leu

Gly

165

Ser

Leu

Thr

Thr

Fhe

245

Pro

Val

Thr

Val

. Cys

325

Ser

Pro

Val

Pro

Val

150

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

230

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

310

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln 1

380

Ser
135

Lys

Leu

Thr

Val

215

Pro

Phe

Val

Pro
295

Th¥

Val

Arg

Gly
375

Ser

Asp

Tyr

Gln
200

Asp

e}
=
[o]

Pro

Asn

280

Arg

Val

Ser

Glu
360

Fhe

Glu

Lys

Tyr

Ser
185

Thr

Lys

Pro

Cys

265

Glu

Leu

Asn

Gly

345

Glu

Tyr

Asn

75

Ser

Gly
170

Leu

Tyr

FPro

Lys

250

Val

Tyr

Glu

His

Lys

330

Gln

Met

Pro 8

Thr

Pro

155

Val

Ser

[
—
{

Val

Ala

235

Pro

Val

Val

Gln

Gln

315

Ala

Pro

Thr

Tyr 1

395

Ser
140

Glu

His

Cys

Glu

220

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr

300

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp
380

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

205

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

285

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

365

Ile

Gly

Val

Val

1590

Val

Lys

Leu

Thr

Val

270

Val

Ser

Leu

AEla

Pro

350

Gln

Thr

Thr

Thr

Fro

175

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu

255

Glu

Thr

Asn

Pro

335

Gln

Val

Val

PEG

Ala

Val

160

Ala

Val

His

Gly

240

Met

His

Val

Tyr

Val

Glu

PYo
400



Val Leu

Asp Lys

His Glu A

Pro Gly
450

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Glu Val

1

Ser Leu

Phe Met

Ala Gln
50

Ser Leu
65

Leu Tyr

Tyr Cys

Gln Gly

Val Phe

130

Ala Leu
145

Asp

Ser

420

Leu

76

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr

405

410

Trp Gln Gln Gly Asn Val FPhe

425

His Asn His Tyr Thr Gln Lys

SEQ ID NQO: 73
Longitud:

Tipo:

Organismo:

PRT

451

Caracteristica:

Otra informacién:

Secuencia: 73

Gln

Arg

Asn

35

Ile

Glu

Leu

Ela

Thr

115

Pro

Gly

Leu

Leu

20

Trp

Arg

Gly

Gln

Arg

100

Leu

Val
5

Ser

Val

Arg

Ser

Val

Ala

Glu 8

Cys

Val

70

Asn

Leu

Thx

Pro

Val
150

440

Secuencia artificial

h#32A1-T8H

Ala

Gln

Thr

Ser

Thr

Val

Ser

135

Lys

Gly

Ala

Ala

40

Ile

Leu

Gly

Ser
120

Gly Gly
10

Ser Gly

25

Pro Gly

The Tyr

Ser Arg

Arg Ala

o [
g

Ser Ala

Lys Ser

Tyr Phe

Leu

Phe

Lys

Bla

Glu

Tyr

Ser

Thr

Pro
155

Ser

Val

Asn

Gly

Thr

60

Asn

Asp

Fhe

Thr

Ser

140

Glu

Lys

Cys

Leu
445

Gln

Fhe

Thr

Lys
125

Gly

Pro

Leu

Ser

430

Set

Pro

Asn
30

Glu T

Tyr A

Lys

Ala

Tyr

110

Gly

Gly

Val

Val

Leu

Asn

Val

95

Trp

Thr

Val

Met

Ser

Gly

Val

Glu

Ser
B0

Ser

;1
b=
1]

Val
160



Val

Pro

Lys

Asp

223

Gly

Glu

His

Arqg

305

Lys

Leu

Trp
385

Val

Leu

Ser

FPro

210

Lys

Fro

Ser

Asp

Asn

290

Val

Lys

Thr

Thr

370

Glu

Leu

Asn

Gln

Ser

195

Ser

Thx

Sar

Asn

His

Val

Arg Thr

Pio

275

Val

Ty

Leu

355

Cys

Ser

Asp

Glu

Lys

Ile
340

Pro

Asn

Gly

165

Ser

Leu

Thr

Thr

FPhe

245

Fro

Val

Thr

Val

Cys

3285

Pro

Val

Gly

Bsp
405

Ala

Gly

Lys

Cys

230

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

310

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

390

Gly

Leu

Thr

Val

215

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

295

Thr

Val

Ala

Arg

Ser F

Thr

1 Tyr

Thr

Asn

280

Arg

Val

Lys

Glu

360

Phe

Glu

Ser

Ser

185

Thr

Lys

Cys

Fro

Cys

265

Trp

Glu

Leu

Asn

Glu

Tyr

Asn

Phe

77

Gly
170

Leu

Tyr

Lys

250

Val

Tyr

Glu

His

Lys

330

Met

Pro

Asn

Leu
410

Val

Ile

g Val

Ala

235

Pro

Val

Val

Gln

Gln

53]

Ala

Fro

Thr

Ser

Tyr

395

Tyr

His

Ser

Cys

Glu

220

Pro

Lys

Asp

Lyt

300

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

380

Lys

Ser

Thr

Val

Asn

205

Pro

Asp

Gly
285

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

365

Ile

Thr

-

Lys

Phe

Val

190

Val

Lys

Leu

Thi

Val
270

Leu

Ala

Pro

350

Gln

Ala

Thr

Leu

Fro

LS

Thr

Asn

Ser

Leu

255

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

335

Val

Val

Fro

Thr
415

Ala

His

Cys

Gly

240

Met

His

Tyxr

Gly
320

Ile

Val

Pro
400

Val



78

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys

420

425

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu

435

Pro Gly Lys
450

<210> SEQ ID NO: 74
<211> Longitud: 451
212> Tipo: PRT

440

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:
<223> OQtra informacidn:

<400> Secuencia: 74
Glu Val Gln Leu Val Glu

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys
20

Phe Met Asn Trp Val Arg
35

Ala Gln Ile Arg Asn Lys
50

Ser Leu Glu Gly Arg Phe
65 70

Leu Tyr Leu Gln Met Ser
85

Tyr Cys Ala Arg Ser Leu
100

Gln Gly Thr Leu Val Thr
115

Val Phe Pro Leu Ala Pro
130

Ala Leu Gly Cys Leu Val
145 130

Ser Trp Asn Ser Gly Ala
165

h#32A1-T9H

Ser G

Ala

Gln

Thr

Ser

Thr

Val

Ser

135

Leu

Ala

Ala
40

Tyr

Ile

Leu

Gly

Ser

120

Ser

Asp

Thr

Ser

25

Pro

Thr

Ser

Lys

Tyr

Ser

Gly
10

Gly

Arg

Asp

Ala

Ser

Phe

Gly
170

Phe

Lys

Ala

Asp

T

Glu

Thr

Pro

155

Val

Asn

Gly

Thr

60

Asn

Asp

Phe

Thr

Ser

140

Glu

His

445

Gln

Phe

Leu

45

Phe

Ala

Thir

Asp

Thr

Ser
430

Val

Met

Ser Leu Ser

Asn
30

Glu

Ala

Gly

Gly

Val

Phe

Asp

Trp

Ala

Asn

Fro

Thr

Thr

Pro
S

Gly

Tyr

Val

Glu

Ser

Ala

Val

160

Ala



Lys

Asp

225

Gly

Ile

Glu

His

Arg

305

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

385

Val

Asp L

His

Lau

Ser

Pro

210

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

290

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

370

Glu

Leu

Glu

Ser

195

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro
275

Ala I

Val

Tyr

Thr

W
0]

w
15,

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala
435

Ser

Asn

His

Val

Thr

260

Glu

Ser

Lys

Ile
340

u Pro

Leu

Asn

Arg
420

Leu

r Ser

Leu

Thr

Thr

FPhe
245

o
o1
(9]

Val

Thr

Cys

325

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

405

Trp

His

Gly

Lys

Cys

230

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

310

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

330

Gly

Gln

Asn

Leu

Thr

Val

215

Phe

Val

Phe

Pro

295

Thr

Val

Ala

Arg

Gly

375

Pro

Ser

Gln

His T

Gln
200

Asp

Fro

Thr

Asn

280

Arg

Val

Lys

Glu

360

Phe

Glu

Fhe

Gly

Ser

185

Thr

Lys

Cys

Glu

Leu

Asn

Gly

345

Tyr

Asn

Phe

Asn

425

Thr

79

Leu

Tyr

Arg

Fro

Lys

250

Val

Tyr

Glu

His

Lys

330

Gln

Met

Asn

Leu

410

Val

Gln

Ser

Ile

Val

Ala

235

Pro

Val

Val

Gln

Gln

M

Ala

Pro

Thr

(45}
[}
[

Tyr
385

Phe S

Ser

Cys

Glu

220

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr

300

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

380

Lys

Ser 1

Ser

Asn

205

Pro

Glu

Asp

Asp

Asn

Trp

Pro

Thr

Cys

Leu
445

Val

Lys

Thr

Val
270

Val

Ala

Pro
350

Gln

s Ala

Thr

Leu

Ser

430

Ser

Thr

Asn

Leu

Leu
255

Ser

Thr I

Asn

Pro

335

Gln

Val

Val

Pro

Thr

415

Val

Leu

Val

His

Cys

Gly

240

Met

His

Val

Gly

320

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

400

Val

Met

Ser



80

Pro Gly Lys

450

<210>
211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

SEQ ID NO: 75

Longitud: 451

Tipo: PRT

Organismo: Secuencia artificial

Caracteristica:
Otra informacién: h#32A1-T10H

Secuencia: 75

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly

1

Ser Leu

Phe Met

Ala Gln

Ser Leu

65

Leu Tyr

Tyr Cys

Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly

Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Glu
35 40

—
b
i

Arg Asn Lys Ile Tyr Thr Tyr
55

Glu Gly Arg Val Thr Ile Ser Arg
70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala

Ala Arg Ser Leu Thr Gly Gly Asp
100 105

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala

Val Phe
130

Ala Leu

145

Ser

1

HINiEs 120

Pre Leu Ala Pro Ser 3Ser Lys Ser
135

Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe
150

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly
165 170

Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu

Pr¢ Ser

180 185

Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr
195 200

Len

Fhe

Lys

Ala

Asp

5

Glu

Tyr

Ser

THY B

Pio
=1}

Val

Ser

Asn

Asp

Phe

Thr

Glu

His

95]
1
H

Cys

Gln

Phe

Fhe

Ala

Thr

Asp

Lys

125

Gly

2 '

Thr

Asn
205

Pro

Asn

30

Glu

Tyr

Lys

Bla

Tyr

119

Gly

Gly

Val

i 5]

Val

Gly

15

Asp

Trp

hla

Asn

Val

95

Trp

Fro

Thr

Asn

Tyr

Val

Glu

Ser

80

Tyr

Gly

Ser

Ala

Val

160

Ala

Val

His



Lys

Asp

235

Gly

Ile

Glu

His

Ar

305

Lys

Tyr

Leu

Trp

385

Val

Asp

His

Pro

210

Pro

Ser

Asp

Asn

290

Val

Glu

Lys

THi

Thr

370

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
450

Ser

Thr

Ser

Ala

Val

Thr

Leu

355

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

435

Lys

Asn

His

Val

g Thr

260

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile
340

e}
H
o]

Leu

Ser

Arg
420

Leu

Thr

Thr

Phe

245

FPro

Val

Thr

Val

Cys

J

Ser

Pro

Val

1 Gly

Asp
405

His

Lys

Cys

230

Leu

Glu

Lys

Leu

310

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

390

Gly

Gln

Asn

Val

215

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

295

Thr

Val

Ala

Arg

—~

\le

345

Pro

Ser

Gln

His

Asp

Pro

Asn

280

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

360

Fhe

Phe

Gly

Tyr
440

Pro

Cys

265

Trp

Leu

Asn

Gly

345

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

425

Thr

81

Arg

Pro

Lys

250

Val

Tyr

Glu

Lys

330

Gln

Met

Pro

Leu T

410

Val

Gln

Val

Ela

235

Val

Val

Gln

Gln

315

Ala

Fro

Thr

395

Lys

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr

300

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

380

Lys

Ser

Ser

Ser

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

285

Asn

Trp

Asn

365

Thr

Lys

Cys

Leu
445

Lys

Leu

Thx

Val

2

Val

Leu

AEla

Pro

350

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

430

Ser

Ser

Leu

Leu

255

Ser

Thr

Asn

Pro

335

Gln

Val

Val

Bro

Val

Leu

Cys

Gly

240

Met

His

Val

Tyxr

Gly

320

Val

Ser

Glu

Pro

400

Val

Met

Ser



<210>
<211>
<2123
<213>

<220>
<2233

<400>

Glu Val
F:

Ser Leu

Phe Met

Ala Gln
50

Ser Leu
65

Leu Tyr

Tyr Cys

Gln Gly

Val Phe

130

Ala Leun
145

Ser Trp

Val Leu

Pro Ser

Lys Pro
210

SEQ ID NO: 76
Longitud:

Tipo:

PRT

451

Caracteristica:

Otra informaciédn:

Secuencia: 76

Gln

Arg

Asn

35

Ile

Glu

Leu

Ala

Thr

115

Pro

Asn 3

Gln

Ser
195

Ser

Leu Val Glu
5

Leu
20

Trp

Gly

Arg
100

Leu

Leu

Ser
180

Ser

Asn

Ser

Val

Asn

Arg

Met

85

Val

Ala

Leu

Gly

165

Ser

Leu

Thr

Lys

Ser

Thr

Val

150

Ala

Gly

Gly

Lys

82

Organismo: Secuencia artificial

h#32A1-T11H

Ser

Ala

Ile
55

Thr

1 Thr

Val

Ser 3

135

Lys

Leu

Leu

Ala

Ala

40

Tyr

Leu

Gly

Ser
120

Thr

Ty

Gln

200

Asp

Ser
25

Pro

Ser

Arg

Gly

105

Ser

Lys

Tyr

Ser G

Ser
185

Thr

Lys

Gly
10

Gly

Arg A

Ala
90

Asp

Ala

Ser

Phe

Leu S

Tyr

Arg

Leu

Phe

Lys

Ala

Glu

Tyr

Ser

Thx

Val

Val

Val

Asn

Gly

Thr

60

Fsn

LAsp

Thr

Ser

140

Glu

His

Sex

Cys

Glu
220

Gln

Phe

Leu

45

Phe

Ala

Thr

Asp

Lys

125

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

205

Pro

Pro

Gly
15

sn Asp

Tyr

Lys

Ala

Tyr

110

Gly

Gly

Val

Val
190

Val

Lys

Trp

Ala

Asn

Val

95

Trp

FPro

Thr

Thr

Asn

Ser

Tyr

Val

Glu

Ser

80

Gly

Ser

Ala

Val

160

Ala

Val

His

Cys



Asp Lys

225

Gly Preo

Ile Ser

Glu Asp

Thr

Ser

Arg

Pro
275

His Asn Ala

230

Arg Val
305

Val

Lys Glu Tyr

Glu Lys

Tyr: Thr

Leu Thr
370

Trp Glu
385

Val Leu

Asp Lys

His Glu

Pro Gly
450

<210>
<211>
<212>
<213

<220>

Thr

Leu

355

Cys

Ser

Asp

Ser

Rla

435

Lys

SEQ ID NO:

His

Val

Thr

260

Glu

Lys

Serxr

Lys

Ile
340

Pro E

Leu

Ser

Arg
420

Leu

Longitud:

Tipo:

Organismo:

PRT

Thr

Phe

245

Pro

Val

ThE

Val

Cys

325

Ser

Val

Asp
405

Trp

His

77
451

Cys
230

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu
310

Lys

Lys

Ser

e

Lys

Gln

390

Gly

Asn

Caracteristica:

Phe

Phe

Pro

2985

Thr

Val

Ala

-~

uly

373

Fro

Ser

Gln

Pro

Asn

280

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

360

Phe

Glu

FPhe

Gly

Tyr

440

Cys

Pro

Cys

265

Glu

Leu

Asn

Gly

345

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn
425

83

Pro

Lys

250

Val

Tyr

Glu

His

Lys

330

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

410

Val

Gln

Secuencia artificial

Ala

235

Pro

Val

Val

Gln

Gln

315

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyxr

395

Tyr

Phe

Fro

Lys

Val

Asp

Tyr

300

Asp

Leu

Arg

Asp
380

Lys

Ser

Glu

Asp

Asp

Gly

285

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

365

Ile

Thr

Lys

Leu
445

Thr

Va

270

Val

Ser

Leu

Ala

Pro

350

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

430

Ser

1 Lieu

Leu

255

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

335

Gln

Val

Val

Pro

Thr

415

Val

Leu

Gly

240

Met

His

Val

Tyr

Gly

320

Ile

Val

Ser

5lu

Pro

400

Val

Met



<223>

<400>

Secuencia:

Glu Val Gln Leu Val

1

Ser

Phe

Ala

Leu

Tyrxr

Gln

Val

Ala

145

Ser

Val

Pro

Lys

Asp

225

Gly

Leu

Met

Gln

50

Leu

Tyr

Cys

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

210

Lys

Pro

Arg

Asn

35

Ile

Glu

Ala

Pro

Asn

Gln

Ser

1395

Ser

Thr

Ser

Leu

20

Arg

Gly

Gln

Ar g

100

Leu

Leu

* Cys

Ser

Ser

180

S&r

Asn

His

Val

Val

Asn

Arg

Ser

Val

Ala

Leu

Gly

165

Ser

Leu

Thr

Thr

Fhe
245

T

Otra informacidn:

Glu

Cys

Arg

Lys

Val

70

Ser

84

h#32A1-T12H

Ala

Gln

Ile

55

Ser

Thr

Val

Pro Ser

Val

150

Ala

Gly

Gly

Lys

Leu

Leu

Thr

Pro

Fhe E

Gly

Ala

Ala

40

Tyr

Ile

Leu

Ser

Asp

Tyr

Gln
200

Asp

Gly

B¥e

Ser

Arg

Gly

105

Ser

Lys

Tyr

Ser
185

Thr

Lys

Cys

Gly

10

Gly

Tyr

Arg

Ala

a0

Asp

Ala

Ser

Phe

Gly

170

Leu

Pro

Lys
250

Leu

;7 Phe

Lys

Ala

Glu

Ser

Thr

FPro

158

Val

Ser

Ile

Ala
235

Pro

Val

Asn

Gly

Thr

60

Asp

Phe

Thr

Ser

140

Glu

His

Ser

Cys

Glu

220

Pro

Lys

Gln

Phe

Phe

1 Ala

Asp

Lys

125

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

205

Pro

Glu

Asp

Pro

Asn

30

Glu

Tyr

Lys

Ala

Tyr

110

Gly

Val

Fhe

Val

190

Val

Lys

Leu

Gly G

15

Asp

Trp

Ala

Asn

Val

95

Trp

Pro

Thr

T

Pro

175

Thr

Asn

Ser

Leu

Thr Leu

Ser

820

Tyr

Gly

sSer

Ala

Val

160

Ala

Val

His

Cys

Gly

240

Met



Ile

Glu

His

Arg

305

Lys

Glu

Tyr T

Trp

385

Val

Asp

His

Ser

Asp

Asn

290

Val

Glu T

Lys

Thr

370

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
450

<210>
<211>
S22
<213

<220>
<223>

<400>

Arg

Pro

2715

Ala

Val

Thr

Leu

355

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

435

Lys

Thr

260

Glu

Lys

Ser

Lys

Pro

Leu

Asn

Arg
420

Leu

Prop

Val

Thr

Val

Cys

325

Ser,

Pro

Gly

Asp

405

Trp

His

SEQ ID NO: 78
Longitud: 218

Tipo:

Organismo:

PRT

Glu

Lys

Lys

Leu
310

Ser

Gln

Asn

Caracteristica:

Otra informacién:

Secuencia: 78

Val

295

Thr

Val

Rla

Arg

-

..le
315

Pro

Gln

Thr

Asn
280

o Arg

Val

Ser

Lys

Glu

360

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
440

Cys

265

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

345

Glu

Tyr

Asn

Phe

Thr

h#32A1-T7L

85

Val

Glu

His

Lys

330

Gln

Asn

Leu

410

Val

Gln

Secuencia artificial

Val

Val

Gln

F15

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

395

Phe

Lys

Val

Tyr

300

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

380

Lys

Ser

Ser

Ser

Gly
285

Lsn

Pro

Asn

365

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
445

Val
270

Val

Leu

Ala

Pro

350

Gln

BEla

Thr

Leu

Ser

430

Ser

Thr

Asn

Pro

335

Gln

Val

Val

Pro

Thr

415

Val

Leu 8

His

Val

Tyr

Gly

320

Val

Ser

Glu

Pro

400

Val

Met

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Proc Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

1

5

10

i}



Glu Arg

Gly Tyr

Lys Leu
50

Arg FPhe
65

Ser Leu

Lys 5er

Thr Val

Leu Lys
130

Fro Arg
145

Gly Asn

Tyr Ser

His Lys

Val Thr
210

210>
<211>
<212
<213>

<220>
<223>

<400>

Ala Thr

Ser Phe
35

Leu Ile

Ser Gly

Gln Ala

Pro Tr

Ala Ala

i 237

Ser Gly

Glu Ala

Ser Gln

Leu Ser

180

Val Tyr
185

Lys Ser

SEQ ID NO:
Lengitud: 218
Tipo: PRT
Organismo:

Ile

Ile

Thr

Lys

Glu

LEE

Ser

Ala

79

Ser

Arg

Gly

70

Phe

Ser

Rla

Val

150

Serx

Thr

Cys

Asn

Caracteristica:

Otra informacidn:

Secuencia:

79

Cys

Trp

Rla

B

Ser

Val

Gly

Val

Ser

135

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
215

Secuencia

86

Arg Ala Ser
25

Tyr Gln Gln
40

Ser Asn Leu

Gly Thr Asp

Ala Val Tyr
90

Gly Gly Thr
105

Phe Ile Phe
120

Val Val Cys

Trp Lys Val

Thr Glu Gln
170

Thr Leu Serxr
185

Val Thr His
200

Gly Glu Cys

artificial

h#32A1-T8L

Lys

Ala S5

Phe

75

Lys

Pro

Leu

Asp

LES

Lys

Gln

Ser

Thr

Cys

Val

Prg

Leu

140

Asn

Ser

Ala

Gly

Val

Gly

45

Gly

Leu

GEln

Glu

Ser

125

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
205

Thr

30

Val

Thr

Gln

Ile

110

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyxr

190

Ser

Ile

Fro

Fro

Ile

Ser

95

Lys

Glu

s
=
1+

Gln

ot

175

Glu

Ser

sSer

Pro

Ala

Ser

80

Arg

Arg

Gln

Ser

160

Thr

Lys

Pro

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

1

5

10

15



Glu Arg Ala Thr I
20

le

Gly Tyr Ser Phe Ile

a5

Arg Leu Leu Ile T

50

yr

Arg Phe Ser Gly Serxr

Ser Leu Gln Ala Glu

8

5

Lys Ser Pro Trp Thr

100

Thr Val Ala Ala Pro

115

Leu Lys Ser Gly Thr

130

Pro Arg Glu Ala Lys

145

Gly Asn Ser Gln Glu

1

65

Tyr Ser Leu Ser Ser

180

His Lys Val Tyr Ala

195

Val Thr Lys Ser Phe

210

<210> SEQ ID NO:
<211> Longitud:
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo:

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacién:

<400> Secuencia:

80
218

Cys Arg Ala

Trp Tyr Gln

40

Ala Ser Asn

58

Ser Gly Thr

Val Ala Val

Gly Gly Gly

105

Val Phe Ile

120

Ser Val Val

135

Gln Trp Lys

Val Thr Glu

Leu Thr Leu

185

Glu Val Thr

200

Arg Gly Glu
215

87

Gln

Leu

Asp

Tyr

a0

Thr

Fhe

Cys

Val

Gln

170

Ser

Cys

Secuencia artificial

80

h#3221-T3L

Gln

Lys

Ala

Phe

75

Tyr

Lvs

Fro

Leu

Asp

L&D

Asp

Lys

Ser

Ser
60

Thr

Cys

Val

Leu
140

Asn

Ser

Ala

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

125

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
205

Thr
30

Val

Gln

Ile

110

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

190

Ser

Ile

Pro

Pro

Ile

Ser

95

Glu

FPhe

Ser
175

Glu

Ser

Pro

Ala

Ser

80

Arg

Arg

Gln

Tyr

n Ser

160

Thr

Lys

Pro

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

I 5

10

15



Glu Arg

Gly Tyr

Lys Leu
50

Arg Phe
65

Ser Leu

Lys Ser

Thr Val

Leu Lys
130

Pro Arg
145

Gly Asn

His Lys

Val Thr
210

<210>
<211 »
<212>
<213>

<220>
<2235

<400>

1

Ala Thr Ile Asn Cys

Ser Phe Ile His Trp
25

Leu Ile Tyr Arg Ala
55

Ser Gly Ser Gly Ser
70

Gln Ala Glu Asp Val

Pro Trp Thr Phe Gly
100

Ala Ala Pro Ser Val
il

Ser Gly Thr Ala Ser
T35

Glu Ala Lys Val Gln
150

Ser Gln Glu Ser Val
165

Leu Ser Ser Thr Leu
180

Val Tyr Ala Cys Glu
185

Lys Ser Phe Asn Arg
215

SEQ ID NO: 81
Longitud: 218

Tipo: PRT

Organismo: Secuencia

Caracteristica:

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ela

Phe

120

Val

Trp

Thr

Thr

Val

200

Gly

Ala

25

Gln

Asn

Thx

Val

PR ok

LJ]_Y

105

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

185

Thr

Glu

88

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyxr

90

Thr

Fhe

Cys

Val

Gln

170

w
@
L]

His

Cys

artificial

Otra informacién: h#32A1-T10L

Secuencia: 81

o

10

Lys

Ala

Phe

P70

Phe

Lys

Pro

Leu

Asp

155

Lys

Gln

Ser

Pro

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

140

Asn

Ala

Gly

Val

Leu T

Ser

125

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
205

Thr
30

Gln

Val

Gln S

Ile
110

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

180

Ser

Ile

Pro

Pro

Ile

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

175

Glu

Ser

15

Ser

Pro

Ala

Ser
80

r Arg

Arg

Gln

Tyr

Ser

160

Thr

Lys

Fro

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly



Glu Arg

Gly Tyr

Lys Leu
50

Arg Phe
65

Ser Leu

Lys Ser

Thr Val

Leu Lys
130

Pro Arg
145

Gly Asn

Tyr Ber

His Lys

Val Thr
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

2la Thr Ile Asn Cys
20

Ser Phe Ile His Trp
35

Leu Ile Tyr Arg Ala
55

Ser Gly Ser Gly Ser
70

Gln Ala Glu Asp Val
85

Pro Trp Thr Phe Ala
100

Ala Ala Pro Ser Val
115

Ser Gly Thr Ala Ser
135

Glu Ala Lys WVal Gln
150

Ser Gln Glu Ser Val
165

Leu Ser Ser Thr Leu
180

Val Tyr Ala Cys Glu
185

Lys Ser Phe Asn Arg
5

SEQ ID NO: 82
Longitud: 218

Tipo: PRT

Organismo: Secuencia

Caracteristica:

Ar

Tyvx

40

Ser

Gly

Ala

Gly

Phe

120

Val

Trp

Thr

Th

H

Val
200

Gly

Ala

25

Gln

Asn

The

Val

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

185

Thr

Glu

89

Ser

Gln

Leu

Cys

Val

Gln

170

Ser

His

Cys

artificial

Otra informacién: h#32A1-T11L

Secuencia: 82

Gln

Lys

Ala

Lys

Pro

Leu

Asp

155

Asp

Lys

Gln

Ser

Pro

Ser

60

Thir

Cys

Val

av)
H
(0]

Leu
140

Asn

Ser

Gly

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

i3

Asn

Lys

Asp

Leu
205

Thr
30

Gln E

Val

Th

81

Gln

Asn

Asp

Tyr
180

Ser

Ile

Ser

95

Lys

Glu

Fhe

Gln

Ser

175

Glu

Ser

Ser

Pro

Ala

Ser

80

Arg

Arg

Gln

Tyr

Ser

160

Thr

Pro

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

L

5

10

15



Glu Arg

Gly Tyr

Arg Leu
50

Arg Phe
65

Ser Leu

Lys Ser

Thr Val

Leu Lys
130

Pro Arg
145

Gly Asn

Tyr Ser

His Lys

Val Thr
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ala Thr Ile ‘Ser Cys
20

Ser Phe Ile His Trp
35

Leu Ile Tyr Arg Ala

Ser Gly Ser Gly Ser
70

Gln Ala Glu Asp Val
B5

Pro Trp Thr Phe Gly
100

Ala Ala Pro Ser Val
115

Ser Gly Thr Ala Ser
135

Glu Ala Lys Val Gln
150

Ser Gln Glu Ser Val
165

Leu Ser Ser Thr Leu
180

Val Tyr Ala Cys Glu
1-95

Lys Ser Phe Asn Arg
2458

SEQ ID NO: 83
Longitud: 218

Tipo: PRT

Organismo: Secuencia

Caracteristica:
Otra informacidn:

Secuencia: 83

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gly

FPhe

120

Val

Thr

Thr

Val

200

Gly

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Val

Gly

105

Ile

Lys

Glu

Leu

185

Thr

Glu

90

Ser

Leu

Asp

Tyr

90

Phe

Cys

Val

Gln

170

Ser

His

Cys

artificial

h#32A1-T12L

Gln

Lys

Ala

Phe

5

Tyr

Lys

Leau

Asp

155

Asp

Lys

Gln

5

P

S

6

T

g

ek

ro

2T

0

hr

¥

Val

Pro

L
1

el

S

eu

40

ST

er

Ala

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

125

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
205

Thr

30

Gln

Val

Thr

Gln

Ile

110

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

190

Ser

Ile

Fro

Pro

Ile

Segr

95

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

175

Glu

Ser

EFro

Ala

Ser

80

Arg

Arg

Gln

T

Ser

160

Thr

Lys

Pro

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

1

5

10

15



Glu Arg Ala Thr Ile

20

Gly Tyr Ser Phe Ile

35

Lys Leu Leu Ile Tyr

50

Arg Phe Ser Gly Ser

65

Ser Leu Gln Ala Glu

Lys Ser Pro Trp Thr

Thr Val Ala Ala Pro 5

115

Leu Lys Ser Gly Thr

130

Pro Arg Glu ARla Lys

145

Gly Asn Ser Gln Glu
165

Tyr Ser Leu Ser Ser

180

His Lys Val Tyr RAla

195

Val Thr Lys Ser Phe

210
<210> SEQ ID NO: B4
<211> Longitud: 218
<212> Tipo: PBRT
<213> Organismo:
<220> Caracteristica:
<223> Otra informacidn:
<400> Secuencia: 84

Cys

Trp

Ala

55

Val

Gly

Val

Ser

135

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
215

Arg

Tyxr

40

Ser

Ala

Gly

Phe

120

Val

Trp

THE

Thr

Val

200

Gly

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Val

Gly

105

Ile

Val

Lys

Glu

Glu

91

Ser

Gln

Leu

Asp

Ty

S0

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

170

Serr

His

]
et
&

Secuencia artificial

h#32A1-T13L

Gln

Lys

Ala

Phe

Lys

Fro

Leu

Lys

Gln

Ser

Pro

sSer

60

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

140

Asn

Ser

Ala

Gly

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

125

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
205

Thr

30

Gln

Val

Thee

Gln

Ile

2zl

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr
190

Ile

Pro

Pro

Ile

Ser

25

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

175

Glu

Ser

Ser

Pro

Ala

Ser

80O

Arg

Arg

Gln

Tyr

Ser

160

Thr

Lys

Pro

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

1 &

10

bl



Glu Arg

Gly Tyr

Lys Leu
50

Arg Phe

Ser Leu

Lys Ser

Thr Val

Leu Lys
130

Pro Arg
145

Gly Asn

Tyr Ser

His Lys

Val Thr
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ala Thr Ile
20

Ser Phe
35

H
iz
[1¥]

Leu Ile Tyr !

Ser Gly Ser

Gln Ala Glu

Pro Trp Thr
100

Ala Ala Pro
1L5

Ser Gly Thzr

Glu Ala Lys

Ser Gln Glu
165

Leu Ser Ser
180

Val Tyr Ala
195

Lys Ser Phe

SEQ ID NO: 85
Longitud: 218
Tipo: PRT

His

Gly
70

Asp

Ser

Ala

Val

150

Ser

Thr

Cys

Asn

Cys

Ala
55

Ser

Val

=
ta D

LN H

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
215

Organisme: Secuencia

Caracteristica:

Otra informacién:

Secuencia: B85

Arg

Tyr

A

Ser

Ala

Gln

Lsn

Gly Gly

Phe
120

Val

=3
H
o

Thr

Val
200

Gly

Val

Glu

92

Asp

Tyx

90

Phe

Cys

Val

1 Gln

170

Ser

His

Cys

artificial

h#32A1-T14L

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser

1

a

10

Gln S

Lys

Ala

Phe

15

Tyr

- Lys

Pro

Leu

Lys

Gln

Sexr

60

Thr

Cys

Val

Leu
140

Asn

Ala

Gly

Val

Gly

Gly

Leu

Glu

Asn

Ala

Asp

Leu
205

Thr
30

Val

Thr

Ile
110

Asp

Leu

Asp 8

Tyr
130

Ile

Pro

Pro

Ile

Lys

z1lu

Phe T

Gln

I3

wn

Glu

Ser

Fro

Ala

Arg

Arg

Ser
160

Thr

Lys

Leu Ala Val Ser Leu Gly

1.5



Glu Arg

Gly Tyr

Arg Leu
50

Arg Phe
65

Ser Leu

Lys Ser

Thr Val

Leu Lys
130

Pro Arg
145

Gly Asn

Tyr Ser

His Lys

Val Thr
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ala Thr Ile
20

Ser Phe Ile
35

lLeu Ile Tyr

Ser Gly Ser

Gln Alz Glu
85

Pro Trp Thr
100

Ala Ala Pro
115

Ser Gly Thr

Glu Ala Lys

Ser Gln Glu

Leu Ser Ser
180

Val Tyr Ala
185

Lys Ser Phe

SEQ ID NO: 86

Longitud: 218
Tipo: PRT
Organismo:

Asn

His

Arg

Gly

70

Asp

Ser

Ala

Val

L5

Ser

Thr

Asn

Caracteristica:

Otra informacién:

Secuencia: 86

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Val

]
b
b

Val

Sex

135

Gln

Leu

Glu

Arg
215

Secuencia

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

[y}
|_.I
e

Phe
120

Val

Trp

Thr

Thr

Val

200

Gly

Ala
25

Gln

Asn

Thz

Val

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

185

Glu

93

Ser

Gln

Tyr E

90

Thr

Phe

3
)
W

Val

Ser

His

Cys

artificial

h#32A1-T15L

Gln

Lys

Ala

Phe
75

Lys

Fro

Asp

155

Asp

Lys

Gln

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Val

Leu
140

Asn

Ala

Gly

Val

Gly
45

Gln

Ser
125

Asn

Ala

Lys i

Asp

Leu
205

Thr
30

Gln

Val

a Thr

Gln

Ile

110

Asp

Asn

Leu

Tyxr
130

Ser

Pro

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Glu

Phe

Gln

Glu

Ser

Ser

Pro

Rla

Ser

80

Arg

Arg

Gln

Tyr

Ser

160

Lys

Pro

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

1

I

-

10

15



Glu Arg

Gly Tyr

Arg Leu
50

Arg Phe
65

Ser Leu

Lys Ser

Thr Val

Leu Lys
130

Pro Arg

Gly Asn

Tyr Ser

His Lys

Val Thr
210

<210>
<2112
<212>
<21 3>

<220>
<223>

<400>

Ala

Ser

35

Leu

Ser

Gln

Pro

RAla

115

Glu

Ser

Leu

Val

195

Lys

SEQ ID NO:
Longitud:
Tipo:
Organismo:

Thr
20

Phe

Ala

Trp

100

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

180

Tyr

Ser

PRT

Ile

Tyr

Ser

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

165

Ser

Ala

Phe

87
218

Asn

His

Arg

Gly

70

Asp

Phe

Ser

Ala

Val

150

Ser

Thr

Cys

Asn

Caracteristica:

Otra informacién:

Secuencia:

87

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Val

Ala

Val

Ser

135

Gln

Val

Leu

Glu

215

Secuencia

Arg

Tyr

a0

Gly

Ala

Gly

Phe

120

Val

Trp

Thr

Thr

Val

200

Gly

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Val

Gly

105

Ile

Val

Lys

Leu
185

Thr

94

Ser

Asp

Tyr

90

Thr

FPhe

Cys

Val

Gln

170

Ser

Cys

artifieial

h#32A1-T16L

Gln

Lys

Rla

Fhe

75

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

155

Asp

Ser

Fro

Ser

60

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

140

Asn

Ser

Ala

Gly

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

125

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
205

Thr

30

Gln

Val

Thr

Gln

Tle

110

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr
190

PEe

FPro

Ile

Phe

Gln

Ser

175

Glu

Ser

Ser

Pro

Ala

Ser

80

Arg

Arg

Gln

Tyxr

Ser

160

Lys

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Rla Val Ser Leu Gly

1

5

10

15



Glu

Gly

Lys

Arg

65

Ser

Lys

Thr

Leu

Pro

145

Gly

Tyr

His

Val

Arg

Leu

50

Phe

Leu

Ser

Val

Lys

G 1Y

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
210

<210>
211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ala

Ser

35

Leu

Ser

Pro

Ala
115

Ser

Ser

Leu

Val

195

Lys

SEQ ID NO:
Longitud:
Tipo:

Thr
20

FPhe

Gly

Ala

Trp

100

Ala

Glv

Ala

Ser
180

Tyr

PRT

Ile

Ile

Tyr

Sar

Glu

B5

Thr

Lys

Glu

165

Ser

Ala

Phe

88
218

Asn

His

Arg

Gly

70

Asp

Phe

Ser

Ala

Val

150

Ser

Thr

Cys

Asn

Cys

Trp

Ala

Ser

Val

Ala

Val

Ser

135

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
215

Organismo: Secuencia

Caracteristica:

Otra

Secuencia:

informacidn:

88

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Lla

Gly

Fhe

120

Val

Thr

Thr

Val
200

Rla

25

Asn

Thz

Val

Gly

105

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

185

Thr

95

Ser

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Phe

170

Ser

Cys

artificial

h#32A1-T17L

Gln

Lys

Phe

)

Phe

Lys

Pro

Leu

Asp

155

Asp

Lys

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

140

Asn

Ser

Gly

Val

Gly

45

Leu

Gln

Glu

Ser

125

Asn

Ala

Asp

Leu
205

Thr
30

Val

Th

H

Gln

Ile

110

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

180

Ser

Ile

Pro

Pro

Ile

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

175

Glu

Ser

Ser

Pro

Ala

Ser

g0

Arg

Arg

Gln

Ser

160

Thr

Lys

Pro

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Prc Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

1

5

10

15



Glu Arg

Gly Tyr

Arg Leu

Arg Phe
65

Ser Leu

Lys Ser

Thr Val

Leu Lys
130

Pro Arg
145

Gly Asn

Tyr Ser

His Lys

Val Thr
210

<210>
211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ala Thr Ile Ser Cys
20

Ser Phe Ile His Trp
35

Leu Ile Tyr Arg Ala
(5ga

Ser Gly Sexr Gly Ser
70
Gln Ala Glu Asp Val

Pro Trp Thr Phe Gly
100

Ala Ala Pro Ser Val
115

Ser Gly Thr Ala Ser
135
Glu Ala Lys Val Gln

Ser Gln Glu Ser Val
165

Leu Ser Ser Thr Leu

Val Tyr Ala Cys Glu
195

Lys Ser Phe Asn Arg
215

SEQ ID NO: 89
Longitud: 218

Tipo: PRT

Organismo: Secuencia

Caracteristica:
Otra informacidn:

Secuencia: B89

Arg Ala
25

Tyr Gln
40

Ser Asn

Gly Thr

Ala Val

105

Phe Ile
120

Val val

Trp Lys

Thr Glu

Thr Leu
185

Val Thr
200

Gly Glu

96

Ser

Gln

Leu

Asp P

Tyr

a0

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

170

Ser

His

Cys

artificial

h#32A1-T18L

Gln

Lys

Ala

Pro

Gln

Ser

Fro

o 8r

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

140

Asn

Ala

Gly

Val

Gly
45

Gly

Leu °

Gln

Glu

Ser

125

Asn

Lys

Asp

Leu
205

Thr
30

Gln

Ile
110

Asp

Asn E

Leu

Asp

Tyr

190

Ser

Ile

Pro

Ser
a5

Lys

Glu

Ser T

175

Glu

Ser

Ser

Pro

Ala

Ser

80

Arg

Arg

Gln

Tyr

Ser

160

Lys

Pro

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

1

5

10

15



Glu Arg

Gly Tyr

Ala Thr Ile Ser Cys
20

Ser Phe Ile His Trp

Arg Leu Leu Ile Tyr Arg Ala

50

Arg Phe
65

55

Ser Gly Ser Gly Ser

Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val

Lys Ser Pro Trp Thr Phe Ala

Thr Val

Leu Lys
130

Ala Ala Pro Ser Val
115

Ser Gly Thr Ala Ser
135

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln

145

Gly Asn

Tyr Ser

His Lys

Val Thr
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

150

Ser Gln Glu Ser Val

Leu Ser Ser Thr Leu
180

Val Tyr Ala Cys Glu
1.95

Lys Ser Phe Asn Arg
215

SEQ ID NO: 90
Longitud: 218

Tipo: PRT

Organismo: Secuencia

Caracteristica:
Otra informacidn:

Secuencia: 20

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Gly

Phe

120

Val

Trp

Thr

Thr

Va

200

Gly

Ala

25

Gln

Asn

Th

Val

Gly

105

Val

Lys

Glu

Leu
185

Thr

Glu

97

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

a0

Thr

Fhe

Cys

Val

Gln

170

Ser

His

Cys

artificial

h#32A1-T19L

Gln

Ala

Fhe

w8

Tyr

Lys

Leu

Asp

155

Asp

Lys

Gln

Ser

Fro

Ser

60

Thr

Cys

Val

Prg

Leu

140

Asn

Ser

Ala

Gly

Val

= )
=

Gly

Leu

Gln

Glu

Sex

125

Asn

Ala

Lys

Lsp

Leu
205

Thr

30

Gln

Val

Thr

Gln

Ile
110

Asn E

Leu

Asp

Tyr

1390

Ser

Tle

v}
]
[0}

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Glu

Gln

Ser
175

Glu

Ser

Pro

Ela

Ser

80

Arg

Arg

Gln

Tyr

Ser

160

Lys

v ]
H
(o}

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

1

5

10

13



Glu Arg

Gly Tyr

Lys Leu
50

Arg Phe

Ser Lesu

Lys Ser

Thr Val

Leu Lys
130

Pro Arg
145

Gly Asn

Tyr Ser

His Lys

Val Thr
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ala Thr Ile Ser Cys
20

Ser Phe Ile His Trp

Leu Ile Tyr Arg Ala
53

Ser Gly Ser Gly Ser
70

Gln Ala Glu Asp Val

Pro Trp Thr Phe Ala
100

Ala Als Pro Ser Val
115

Ser Gly Thr Ala Ser
135

Glu Ala Lys Val Gln

Ser Gln Glu Ser Val
165

Leu Ser Ser Thr Leu
180

Val Tyr Ala Cys Glu
195

Lys Ser Phe Asn Arg
2015

SEQ ID NO: 91
Longitud: 218

Tipo: PRT

Organismo: Secuencia

Caracteristica:

Arg

Tyr

40

Gly

Ala

Gly

Phe

120

Val

Trp

Thr

Thr

Val
200

Ala

25

Asn

Thr

val

Gly
105

=
=
D

Val

Lys

Leu
185

Thr

Glu

98

v Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thi

Phe

Cys

Val

Gln

170

Ser

His

Cys

artificial

Otra informacion: h#32A1-T20L

Secuencia: 91

Gln

Lys

Ala

Phe

Phe

Lys

Pro

Leu

Asp

153

Asp

Lys

Gln

Ser

Pro G

Ser

60

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

140

Asn

Ser

Ala

Gly

Val

Leu

Glu I

Ser

125

Lsn

Ala

Lys

Lsp

Leu
205

Thr
30

Gln

Val

Thr I

Gln

le

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr
180

Ser S8

Ile

Pro

Ser
95

Lys

Phe

Gln

Ser

175

Glu

Pro

Ala

Ser

80

Arg

Arag

Gln

Tyr

Ser

160

Thr

Lys

Pro

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

1

5

10

15



Glu Arg

Gly Tyr

Arg Leu
50

rg Phe
65

Ser Leu

Lys Ser

Thr Val

Leu Lys
130

Pro Arg
145

Gly Asn

Tyr Ser

His Lys

Val Thr
210

<210>
2201
<212
<213>

<220>
<223>

<400>

Ala Thr Ile

Ser Phe Ile
35

Leu Tle Tyr

Ser Gly Ser

Gln Ala Glu

Pro Trp Thr
100

Ala Ala Pro
175

Ser Gly Thr

Glu Ala Lys

Ser Gln Glu
165

Leu Ser Ser
180

Val Tyr Ala
195

Lys Ser Phe

SEQ ID NO: 92
Longitud: 218
Tipo: PRT
Organismo:

Asn

His

Arg

Gly

70

Asp

Phe

BEla

Val

150

Ser

Thr

Cys

Asn

Caracteristica:

Otra informacidn:

Secuencia: 92

Cys

Trp

Ser

Val

Val

Ser

135

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
215

Secuencia

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gly

Phe

120

Val

Thr

Val
200

Gly

[T

n

Asn

Val

Gly

105

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

185

Thr

Glu

99

la Sgr

Gln

Asp

Tyr

90

Thr

Fhe

Val

Gln

170

His

Cys

artificial

h#32A1-T21L

Lys

Ala

Phe

15

Phe

Lys

Pro

Leu

Asp

155

Asp

Lys

Gln

S

Pro

Tht

Cys

Val

Pro

Leu

140

Asn

Ser

Ala

Gly

Val

Gly
45

Gln

Glu

Ser

125

Asn

Ala

Lys

Asp

Len
205

Thr
30

Gln

Thr

Gln

Tle

110

Asn

Asp

Tyr
190

sSer

Ile

Pro

Ile

Ser

25

Glu

Phe

Gln S

Ser
175

Ser

Ser

)20 ale)

Ala

Ser

80

Arg

Arg

Gln

Thr

Lys

Pro

Glu Ile Leu Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Lau Ser Pro Gly

3

5

10

15



Glu Arg

Gly Tyr

Arg Leu
50

Arg Phe

Ser Leu

Thr Val

Leu Lys
130

Pro Arg
145

Gly Asn

Tyr Ser

His Lys

Val Thr
210

<210>
eI
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ala Thr Leu Se
20

H

Cys

Ser Phe Ile His Trp
35

Leu Ile Tyr Arg Ala
55

Ser Gly Ser Gly Ser
70

Glu Pro Glu Asp Phe

Pro Trp Thr Phe Gly
100

Bla Ala Pro Ser Val
125

Ser Gly Thr Ala Ser

Glu Ala Lys Val Gln
150

Ser Gln Glu Ser Val
165

Leu Ser Ser Thr Leu
180

Val Tyr Ala Cys Glu
195

Lys Ser Phe Asn Arg
215

SEQ ID NO: 93
Longitud: 218

Tipo: PRT

Crganismo: Secuencia

Caracteristica:

Arg

Tyr

03]
0
B

Gly

Ala

Gln

Phe

120

Val

Trp

Thr

Thr

Val

200

Gly

Ala
25

Gln

Thi

105

Val

Lys

Glu G1

Leu
185

Thr

100

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Fhe

Cys

Val

Ser

Cys

artificial

Otra informacidén: h#32A1-T2Z2L

Secuencia: 93

Gln

Lys

Ala

Pro

Leu

Asp

155

Asp

Lys

Gln

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

140

Asn

Ser

Ala

Gly

Val

Gly

Gly

Gln G

Glu

Ser

128

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu

205

Thr
30

Gln

Ile

Thy- I

Ile
110

Asp

Asn E

Leu

Esp

Tyr
190

Ile

Ala

Pro

Ser
85

Lys

Gln

Ser
175

Ser

Pro

Ala

Ser

80

Arg

Arg

Ser
160

Thr

Lys

Glu Ile Leu Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1

£

-

10

15



Glu

Gly T

Arg

Arg

65

Ser

Lys

Leu

Pro

145

Gly

His

Val

Arg

FPhe

Leu

Ser

Val

Lys

130

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ala

Leu

Ser

Glu

Prao

Ala

115

Ser

Ser

Leu 5

Val
185

Lys

SEQ ID NO:
Longitud:
Tipo:
Organismo:

Thr

20

Phe

Ile

Gly

Pro

Trp
100

Gly T

Lla

Gln

PRT

Leu

Tle

Tyr

Pro

Lys

Glu

165

Ser

Ala

94
218

Ser

His

Arg

Gly

70

Asp

Ser

Ala

Val

150

Ser

Thr

Cys

Asn

Caracteristica:

Otra informacidn:

Secuencia:

94

Trp

Ala

85

Ser

Phe

Ala

Val

Gln

Leu

Glu

Ara

v}

Mislies)

Secuencia

Arg

Tyr

40

Gly

Ala

Gln

Fhe

120

Val

Trp

THLE

Thr

Val

200

Gly

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Leu

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

185

Thr

Glu

101

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr
90

Cys

Val

Gln

170

Ser

His

Cys

artificial

h#32A1-T23L

Gln

Ala

-1t
(5o
@

Phe

Lys

Pro

Leu

Lys

Gln

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

140

Asn

Sex

Val

Gly

45

Leu

Gln

Glu

Ser

125

Asn

Ala

Lys

Ala Asp

Gly

Leu
205

Thr
30

Gln

i
i
o D

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

190

Ser

Ile

Ela

Pro

Ile

Lys

Glu

Fhe

Ser
175

Glu

Ser

Ser

Ala

Ser

Arg

Arg

Gln

Tyr

Ser

160

Thr

Lys

Pro

Glu Ile Leu Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1

5

10

15



Glu

Gly

Arg

Ser

Lys

Thr

Leu

Pro

145

Gly

Tyr

His

Val

Arg

Tyr

Leu

50

Phe

Leu

Ser

Val

Lys

130

Arg

Asn

Ser

Lys

Thi
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ala

Ser

35

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

10

Ser

Glu

Ser

Leu

Val T

185

Lys

SEQ ID NO:
Longitud:
Tipo:

Thr

20

Fhe

Ile

Gly

Pro

Trp

100

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser
180

PRT

Leu

Ile

Tyr

Glu
85

Thr

Thr

LyS

Glu
165

hla

95
218

Ser Cys

His Trp

Arg Rla

Gly Ser

70

Asp Phe

Phe Gly

Ser Val

Ala Ser
1358

Val Gln
150

Ser Val

Thr Leu

Cys Glu

Asn Arg

215

Organismo: Secuencia

Caracteristica:

Otra informacidn:

Secuencia:

95

Arg

Ty¥

44a

Ser

Gly

Ala

Gln

Phe

120

Val

TED

Thr

Thr

Val

200

Gly

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Leu

Ile

Lys

Glu

Leu
185

Thr

Glu

102

Leu

Asp

Tyr

20

Thr

Fhe

Cys

Val

Gln

L4

Ser

His

Cys

artificial

h#32R1-T24L

Gln

Lys

Lla

Lys

Pro

Leu

Asp

155

Asp

Lys

Gln

Ser

Fro

Ser

60

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

140

Asn

Ser

Ala

Val

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

Ala

Lys

Asp

Leu
205

Thr

30

Gln

Ile

Thr

Gln

Ile

110

Asn

Leu

Asp

el
W kg
o F

Ser

Ile

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Gln

Ser

175

r Glu

Ser

Ser

Fro

Ala

Ser

80

Arg

Arg

Gln

Tyr

Ser

160

Thr

Lys

T
(]
o]

Glu Ile Leu Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1

8

10

15



Glu Arg

Gly Tyr

Arg Leu
50

Arg Phe
65

Ser Leu

Lys Ser

Thr Val

Leu Lys
130

Pro Arg
145

Gly Asn

Tyr Ser

His Lys

Val Thr
210

<210>
211>
<212
<213>

<220>
L2235

<400>

Ala Thr Leu Ser Cys
20

Ser Phe Ile His Trp
35

-

Leu Ile Tyr Arg Ala
55

Ser Gly Ser Gly Ser

Glu Pro Glu Asp Phe
85

Pro Trp Thr Phe Gly
100

Ala Ala Pro Ser Val
115

Ser Gly Thr Ala Ser
135

Glu Ala Lys Val Gln
150

Ser Gln Glu Ser Val
165

Leu Ser Ser Thr Leu
180

[
[
=

Val Tyr Ala Cys
195

Lys Ser Phe Asn Arg
215

SEQ ID NO: 96
Longitud: 218

Tipo: PBRT

Organismo: Secuencia

Caracteristica:

Arg

Tyr

40

Gly

Ala

Gln

FPhe

120

Val

Trp

Thr

Thr

Val

200

Gly

Ala

25

Gln

Asn

Thr

= o

{88 ol
(5l

Ile

Val

Glu

Leu

185

Thr

Glu

103

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

170

Ser

His

Cys

artificial

Otra informacidn: h#32A1-T25L

Secuencia: 96

Gln

Lys

Ala

Phe

U]

Tyr

Lys

Brg

Leu

Asp

155

Asp

Lys

Gln

Ser

Pro

Ser

60

Cys

Val

Leu

140

Asn

Ser

Ala

Gly

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

125

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
205

Thr

30

Gln

Ile

Thr

Gln

Ile

110

Asp

Asn

Asp

Tyr
180

Ser

Ile

Ala

Ile

Ser

95

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

175

Glu

Ser

Ser

Ala

Arg

Arg

Tyr

Ser

160

Thr

Lys

Pro

Asp Ile Leu Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1

5

10

L5



Glu

Gly

Arg

Arg

Ser

Lys

Thr

Leu

Pro

145

Gly

Tyr

His

Val

<210>
<211>
<Z21Z>
<213>

<400>

Arg Ala

Tyr Ser
35

Leu Leu
50

Phe Ser

Leu .Glu

Ser Pro

Val Ala
115

Lys Ser
120

Arg Glu

Asn Ser

Ser Leu

Lys Val

185

Thr Lys
210

Phe

Ile

Gly

Pro

Trg

100

Ala

Gly

Ala

Ser
180

"B

Ser

SEQ ID NO:
Longitud:
Tipo:
Organismo: Rattus norvegilcus

PRT

Secuencia:

Ile

Tyr A

Ser

Thr

Pro

Thr

Glu
165

Ser

Phe

14

97

97

Ser

Gly
70

Asp

Fhe

n
[
ke

Ala

Val

150

Ser

Thr

Cys

Asn

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Phe

Lla

Val

Ser

135

Val

Leu

Arg
215

Arg

Tyr
40

w1
[}
EX

Gly

Ala

Gly

Phe

120

Val

Trp

Thr

Thr

Va

200

Gly

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly

105

Ile

Val

Glu

Leu

185

Thr

Glu

Gln Ile Arg Asn Lys Ile Tyr Thr Tyr

1

<210>

SEQ ID NO:

5

98

104

Ser

Glo

Leu

Tyr

50

Thr

FPhe

Cys

Gln

170

Ser

His

Cys

Lys

Ala

Lys

Pro

Leu

Lys

Gln

Se

Pr

1.5

(o]

Cys

Va

Pr

Le
14

!

1

o

u

0

=]

-

Val

Gly
45

Gln

Glu

Ser

125

Asn

Ala

Lys

Leu
205

Thr
20

; Ile

Thr

]
ot
e

Ile
110

Asp

Asn

Asp

Tyr
180

Ser

Ala Thr Phe Tyr Ala

10

Ile

Gln

Pro

Tle

Ser

2 55

Glu

Fhe

Gln

Ser
175

Sexr

Pro

Ar

Ser

160

Thr

Lys

Fro



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
222>

<400>
atg aaa
Met Lys

105

Longitud: 1398
Tipo: ADN
Organismo: Secuencia artificial

Caracteristica:
Otra informacidn: h#32A1-H1-1

Caracteristica:
Nombre/Clave: CDS
Ubicacion: (1)..(1398)

Secuencia: 98

cac by tgg tte tte cete oty ety

His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu
5 10

gtg ctg agc gaa gtc cag ctt gtg gaa agc

Val Leu

cca gga

f

Pro Gly

aat gat
Asn Asp
50

gaa tgg
Glu Trp
65

tac gecc
Tyr Ala

aaa aat
Lys Asn

gct gte
Ala Val

tac tgg
Tyr Trp
130

ggc cct
Gly Pro
145

tcec ace

Ser Thr

gtg acc
Val Thr

tEC gt
Phe Pro

gtg acc

Ser Glu Val Gln Leu Val Glu Ser
20 25

ggc tct ctg cgec ctg tea tgc gct

Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala

tat ttt atg aac tgg gt
Tyr Phe Met Asn Trp Va
55

agqg cag
Arg Gln

.0

gtc gcc cag atc aga aac aag atce
Val Rla Gln Ile Arg Asn Lys Ile
70

gca tct gta aag ggg agg ttt aca
Ala Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr

85 90

agt ctg tat ctec caa atg aac tcc
Ser Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser
100 105

tac tac tgc gee agg tecg ttg act
Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser Leu Thr
15 120

gga cag ggc acc ¢tg gtg acg gtg
Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val
135

0

tce ‘gtg tt

gttt ety gce <¢ct tgt
Ser Val Phe P
1

Leu Ala Pro Cys

Leu Val Lys
165 170

gcc gecec ctt gge tgt ctg gtg aag
Cys

gtg agc tgg aac tcec gga gecc ctt
Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu
180 185

gcec gtg ctg cag tcc agc ggc ctt
Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu
195 200

gtg gt ‘age tee: ga¢ the :gge ace

gce
Ala

gct
Ala

tat
Tyr

-

att
Ile

e
Leu

ace
Thr

tac
Tyr

cCaa

gca
Ala

999
Gly

age
Ser

ccyg
Pro
60

act

Thr

agt
Ser

cgc
Arg

ggc
Gly

tca
Ser
140

cgt
Ar

tac
Tyr

agc
Ser

e e
Ser

acc

gct
Ala

cga
Gly

gga
Gly

gga
Gly

tac
Tyr

cge
Arg

gca
Ala

gac
Asp
125

gec

Ala

tce
Ser

ttc
Phe

ggc
Gly

ctg
Leu
205

tac

6late:
Pro

ctc
Leu
30

ttt
Phe

aaa
Lys

gct
Ala

gac
Asp

Jgag
Glu
110

tat

Tyr

agc
Ser

acc
Thr

cct
Pro

gtag
Val
190

age
Ser

ace

aga
Arg
15

Val

aat
Asn
95

gat

Asp

Tttt
Phe

acc
Thr

agce
Ser

gag
Glu
175

cac
His

tee
Ser

tgt

tgg
Trp

cag
Gln

LEE
Fhe

ctg
Leu

tte
Fhe
80

gca

Ala

act
Thr

gat
Asp

aaqg
Lys

gaqg
Glu
160

gek
Pro

ace
Thr

gtg
Val

aac

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672



Val

gtg

Val
225

aaqg
Lys

cect
Pro

agc
Ser

gac
Asp

aac
Lsn
305

gtg
Val

gag
Glu

aag
Lys

acc
Thr

acc
Thr
385

gag
Glu

etk
Leu

aaqg
Lys

gag
Glu

gga
Gly
465

Thr
210

gac
Asp

tgt
Cys

tee
Ser

cgt
Arg

cck
Pro

290

gce
Ala

gtg
Val

tac
Tyr

aCC
Thr

ekt
Leu
370

tgt
Cys

tee
Ser

gac
Asp

tee
Ser

gcc
Ala
450

aag
Lys

Val

cac
His

tgt
Cys

gtg
Val

acc
Thr
275

gag
Glu

aag
Lys

tee
Ser

aag
Lys

Ile

act
Pre

ctg
Leu

adaC
Asn

agc
Ser

cqgt
Arg
435

ctg
Leu

aag
Lys

gtg
Val

ttEe
Phe
260

et
Pro

gtg
val

actc
Th

gtg
Val

tagt
Cys
340

o2l € 3 o

Ser

cek
Py

gtg
Val

gga
Gly

gac
Asp
420

tgg
Trp

cac
His

Ser

gag
Glu
245

(alea
Leu

gag
Glu

cag
Gln

aag
Lys

/53 v
Len

325

aag
Lys

aag
Lys

agce
Ser

aaqg
Lys

caa
Gln
405

ggc
Gly

caa
Gln

adc
Asn

age
Ser
230

tgt

=

Cys

tte
Phe

gtg
Val

ttec
Fhe

Ecl
Pro
310

acc
Thr

gtg
Val

acc
Thr

tece

Ser E

casa
Gln

cac

43

Asn
215

aac
Asn

EEE
Pro

cet
Pro

acc
Thr

aac
fisn
295

cgt
Arg

gtg
Val

age
Ser

aag
Lys

gag
Glu
375

tte
Phe

929
Glu

ggc
Gly

tac
Tyr
455

Phe

acc
Thr

eckt
BED

act
Pro

tgt
Cys
280

tgg
Trp

gag
Glu

gtg
Val

aac
Asn

g9
Gly
360

gag
Glu

tac
Tyr

aac
Asn

]
Phe

aac
Lsn
440

acc
Th

Gly

aag
Lys

tagt
Cys

aag
Lys
265

gtg
Val

gag
Glu

cac
His

aag
Lys
345

Caa

Gln E

atg
Met

cet
Pro

dac
Asn

ctg
Leu
425

gtg
Val

caa
Gln

106

gtg
Val

get
P
250

(15 0
Pro

caa
Gln
330

gga
Gly

acc
Thr

agc
Ser

tac
Tyr
410

tac

Tyr

ttc
Phe

aaqg
Lys

gac
Asp
235

aaqg
Lys

agtg
Val

gac
Asp

ik o o
Phe
315

gac
Asp

ekt
Leu

aag
Lys

gac
Asp
395

aaqg
Lys

age
Ser

age
Ser

agoc
Ser

Thr

220

aag
Lys

¢ ect

Pro

gac
hsp

gac
Asp

ggc
Gly

300

zac
Asn

cek
Pro

gag
Glu

aac
Asn

380

atc
Ile

ace
Thr

aag
Lys

tgt
Cys

ctt
Leu
460

Tyr

acc
Thr

cct
Pro

acc
Thr

gtg
Val
285

gtg
Val

agc
Ser

ctg

=

Leu

gce
Ala

cct

Pro G

365

caa
Gln

gce
Ala

acc

ctg

Leu

toe
Ser
445

tee
Ser

Thr

Ser

gag
Glu

acc
Thr

@ac
Asn

acht
Pro
350

gtg
Val

cct
Pro

acc
Tht
430

gtg
Val

ctg
Leu

gce
255

atg
Met

cac
His

gtg
Val

o i
Fhe

gtg
Val

Lce
Ser

gag
Glu

cct
Pro
435

gtg
Val

atg

=

Met

agc
Ser

Asn

u Arg

240

gga
Gly

atc
Ile

gag
Glu

cac
His

cgt
Arg
320

aag
Lys

gag
Glu

tac
Tyr

(o 1 =
Leu

tagg
Trp
400

atg
Met

gac
Asp

cac
His

cct
Pro

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1398



<210>
i e B
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

SEQ ID NO: 99
Longitud: 466
Tipo: PRT
Crganismo:

Caracteristica:

Otra informacidn:

Secuencia: 99

Met Lys His Leu Trp Phe

1

Val

Pro

Asn

Glu

65

Tyr

Lys

Ala

Tyr

Gly

145

Ser

Val

Phe

Val

Leu

Gly

Asp

50

Trp

Ala

Asn

Val

Trp

130

Pro

Thr

Thr

Fro

Thr
210

Gly

35

Tyr

Val

Ala

Ser

Ser

Ala

Val

Ala

L85

Val

Glu

Sex

Phe

Ala

Ser

Leu
100

Val

Ala

Ser
180

o

Val

Leu

Met

Gln

Val

85

Tyr

Cys

Phe P

Leu

165

Trp

Leu

Ser

Arg

Asn

Ile

Ala

Thr

Asn

Ser A

107

Secuencia artificial

Construccidén sintética

FPhe

Leu

Arg

Gly

Gln

Arg §

Leu
135

Leu

r Cys

Ser

[
= m
n

Leu

Val

Ser

40

Val

Asn

Arg

Met

Val

Gly

n Phe

Glu

25

Cys

Arg

Lys

Phe

Asn

105

Thr

Pro

Ala
185

Gly

Gly

Leu

10

Ala

Gln

Thr

90

Ser

Thr

Val

Thr

Gly

Ala

Ela

Leu

Ser

Ser

155

Asp

Gln

Gly

Ser

Fro

60

Thr

Ser

Ar

Gly

Ser

140

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr
220

Gly

Gly

A

Gly

Tyr

Arg

Ala

Asp T

Phe

Gly

Leu
205

Tyr

Pro

Lys

Ala

Asp

Glu
110

Ser

Thr

Pro

Val

180

Ser

Asn

Gly

Thr

Thr

Ser

His

Cys

=]
3]
o]

Phe

Leu

Lys

Glu

160

Pro

Thr

Val

Asn



Val

228

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

305

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

385

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
465

Asp

Cys

Arg

Pro

290

Ala

Val

Tyr

Leu
370

Cys

Ser

Ser

Ala
450

His

Val

Thr

275

Glu

Lys

Ser

Lys

355

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

435

Leu

Lys

Val

Phe

260

Fro

Val

Val

Cys
340

Val

Gly

Asp

420

Trp

His

Pro

Glu

245

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

325

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln E

405

Gly

Gln

Asn

Ser
230

Cys

Fhe

Val

Fhe

Pro

310

Thr

Val

-

Irnr

Arg

Gly

390

Ser

Gln

His

Asn

Pro

Fro

Thr

Val

Ser

Lys

Glu

375

Phe

Glu

"
e i
1]

Gly

Tyr
455

Thr

Pro

Cys

280

Trp

Glu

Val

Gly
360

Glu

Tyr

Asn

Asn
440

Thr

Lys

Cys

Lys

265

Val

Tyxr

Glu

Lys

345

Gln

Mel

Pro

Asn

Leu

425

Val

Gln

108

Val

Pro i

250

Pro

Val

Gln

Gln

330

Gly

Pro

Thr

gex

Tyr

410

Tyr

Phe

Lys

Asp
235

Lys

Asp

Phe

315

Asp

Leu

Arg

Lys

Lys

Ser

Ser

Ser

Lys

Pro

Asp

Asp

Gly

300

Asn

Glu

Asn

380

Ile

Lys

Cys

Leu
460

Thr

Pro

Thr

Val

Val

Leu

Ala

Pro

365

Gln

Ala

Len

Ser
445

Ser

Val

Val

Leu

270

Ser

Glu

Thr

Asn

Fro

350

Gln

Val

Val

Lav]
(]
(o]

Thr
430

Val

Leu

Glu

Ala

255

Met

His

Phe

Gly

335

Ile

Val

Sar

Fro
415

Val

Met H

Arg

240

Ile

Glu

His

Arg

220

Lys

Glu

Tyx

L=u

Trp

400

Asp



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

<400>
atg aaa
Met Lys
1

gtg ctg
Val Leu

cct ggc
Pro Gly

aac gac
Asn Asp
50

gag tgg
Glu Trp
63

tac gcc
Tyr Ala

aag tcc
Lys Ser

gcc gtg
Ala Val

tac tgg
Tyr Trp
130

ggc cct
Gly Pro
145

tec acc
Ser Thr

gtg acc
Val Thr

tEe eck
Phe Pro

109

SEQ ID NO: 100

Longitud: 1398

Tipo: ADN

Organismo: Secuencia artificial

Caracteristica:
Otra informacidn: h#32A1-HS

Caracteristica:
Nombre/Clave: CDS
Ubicacidén: (1)..(1398)

Secuencia: 100
cac ctg tgg tte tte cte ctg ctg
His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu
5 10

agc gag gtg cag gtg gtg gag age
Ser Glu Val Gln Val Val Glu Ser
20 25

ggc tec ctg aga ctt age tgt geeo
Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
35 40

tac ttc atg aac tgg gtg aga cag
Tyr Phe Met Asn Trp Val Arg Gln
55

tg gcec cag atc aga aac aag atc
1 Ala Gln Ile Arg Asn Lys Ile

-

gag agc ctt gag ggc aga ttc acc
Glu Ser Leu Glu Gly Arg Phe Thr
85 90

acc gtg tac ctt cag atg aac tecc
Thr Val Tyr Leu Gln Met Asn Ser
100 105

u

tac tac tgt acc aga agc ctt acc
Tyr Tyr Cys Thr Arg Ser Leu Thr
115 120

ggc cag ggc acc ctg gtg acc gtg

=3

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val

tce gtg tte cct cig goce cct tgt
Ser Val Phe Pro Leu Ala Fro Cys
150

gce gcc ctt gge tgt ctg gtg aag
Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys
165 L7e

gtg age tgg aac tco gga gec ctt
Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu
180 185

gcc gtg ctg cag tec age gge ctt
Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu
193 200

gty
Val

ggc
Gly

acc
Thr

gce
Ala

tac
Tyr
15

atc
Ile

ctg
Leu

ggc
Gly

agc
Ser

age
Ser
155

gac
Asp

acc
Thr

tac
THE

gca
Ala

ggc
Gly

tce
Ser

cct
Pro
60

acc
Thr

el i
Ser

aga
Arg

gac
Gly

tca
Ser
140

cgt

Arg

tac
Tyr

agc
Ser

ter
Ser

gor
Ala

gga
Gly

ggc
Gly

45

ggc
Gly

tac
Tyr

aga
Arg

gce
Ala

gac
Asp
125

gcc
Ala

tce a

Ser

tEe
Phe

ggc
Gly

ctg
Leu
205

e
Pro

aag
Lys

gce
Ala

gac
Asp

gag
Glu
110

tac
Tyr

agc
Ser

ce
Pro

gtg
Val
190

agce
Ser

zac
Asn

ggc
Gly

ace
Thr

aac
Asn
85

gac
Asp

&

tEe
Fhe

acc
Thr

> age

Ser

Jgag
Glu
175

cac

His

o o
Ser

tgg
Trp

cag

1 Gln

oy o
Phe

acc
Thr

gac
Asp

aag
Lys

gad
Glu
160

[ ed
Pro

acc
Thr

gtg

=

Val

43

96

144

192

240

288

336

384

432

480

576

624



gtg
Val

gtg
Val
225

aag
Lys

(o 8
Pro

agce
Ser

gac
Asp

aac
Asn
305

gtg
Val

929
Glu

aag
Lys

acc
Thr

ace
Thr
385

gag
Glu

ctt
Leu

aag
Lys

gag
Glu

gga
Gly

acc
Thr
210

gac
Asp

tgt
Cys

e
Ser

cgt
Arg

cect
Pro
280

gcc
Ala

gtg
Val

tac
Tyr

acc
Thr

ctt
Leu
370

tgt
Cys

tce
Ser

gac
Lsp

tes
Ser

gcc
Ala
450

aag
Lys

gtg
Val

cac
His

tgt
Cys

gtg
Val

ace
Thr
215

gag
Glu

aaqg
Lys

fce
Ser

aag
Lys

atc
Ile
355

cect
Pro

ctg
Leu

aac
Asn

cgt
Arg
435

ctg
Leu

(e el
Pro

aag
Lys

gtg
Val

tte
Phe
260

eck
Pro

gtg
Val

acc
Thr

gtg
Val

tgt
Cys
340

tec
Ser

feE
Pro

gtg
Val

gga
Gly

gac
Asp
420

age
Ser

cock
Pro

gag
Glu
245

cEt
Leu

gag
Glu

cag
Gln

aag
Lys

(o s
Leu
325

aag

Lys

aag
Lys

agc
Ser

aag

caa
Gln
405

ggc
Gly

caa
Gln

aac
Asn

teg
Ser

agce
sSer
230

tgt
Cys

tte
Phe

gtg
Val

tte
Phe

cet
Fro
310

ace
Thr

gtg
Val

acc
Thr

ggc
Gly
380

cet
Pro

tEe
Ser

caa
Gln

cac
His

aac
Asn
215

dac
Asn

act
Pro

(2l en
Pro

acC
Thr

aac
Asn
295

cgt

Arg

gtg
Val

agece
Ser

aag

gag
Glu

tEe
Phe

ggc
Gly

tac
Tyr
455

tte
Phe

acc
Thr

cct
Pro

el ald
Pro

gag
Glu

gtg
Val

aac
Asn

ggc
Gly
360

gag
Glu

tac c©

Tyr

aac
Asn

EEC
Phe

aac
Asn
440

SHET
Thr

Gly

aaqg
Lys

tgt
Cys

aag
Lys
265

gtg
Val

tac
Tyr

gag
Glu

cac
His

aaqg
Lys
345

caa
Gln

atg
Met

aac
Asn

110

> acc

Thr

gtg
Val

cect
Pro
250

24 ek o
FPro

caa
Gln

Ccada
Gln
330

gga
Gly

cct
Pro

acc
Thr

agc
Ser

tac
Tyr
410

tac
Tyr

caa
Gln

gac
Lsp
235

gcc
Ala

aaqg
Lys

gtg
Val

gac
Asp

i o e
Phe
315

gac
Asp

ettt
Leu

cgt
Arg

aaqg
Lys

gac
Asp
395

aag

Lys

age
Ser

agc
Ser

agc
Ser

gac
Rsp

gac
Asp

ggce
Gly
300

a8aC
Asn

tgg
TED

cet
Pro

gag
Glu

aac
Asn
380

atc
Ile

ace
Thr

aag
Lys

takt
Cys

ctt
Leu
460

tac
Tyr

acc
Thr

et
Pro

acc
Thz

gtg
Val
285
gtg

Val

agc
Ser

ctig
Leu

gec
Ala

cct
Pro
365

gce
Ala

acc
Thr

ctg
Leu

tee
Ser
445

Eee
Ser

acc
Thr

gtg
Val

gtg
Val

ctg
Leu
270

tea
Ser

gag
Glu

aceoc
Thr

aac
Asn

eet
Pro
350

caa
Gln

cct
Pro

acc
Thr
430

gtg
Val

ctyg
Leu

tgt
Cys

gag
Glu

gcc
Ala
255

atg

Met

cac
His

=< 0
B ot
le]

tte
Phe

ggc
Gly
3325

atc
Ile

gtg
Val

g9
Glu

colt
Pro
415

gtg
Val

atg
Met

agc
Ser

aac
Asn

cgt
Arg
240

gga
Gly

atec
Ile

gag
Glu

cac

1 His

cgt
Arg
320

aag
Lys

gag

Glu

tac
Tyr

ctt
Leu

tgg
Trp
400

atg
Met

gac
Asp

cac
His

cckt
Pro

672

720

768

Bl6

B64

2l

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

13892

1398



465

111

<210> SEQ ID NO: 101

<211> Longitud: 466

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacidn: Construccidén sintética

<400> Secuencia: 101

Met

Val

Pro

Asn

Glu

65

Tyr

Lys

Ala

Tyr

Gly

145

Ser

Val

Phe

Val

g
o8
o]

Lys His Leu Trp Phe Leu Leu Leu Val Ala
5 10

Leu Ser Glu Val Gln Val Val Glu Ser Gly Gly
20 25

Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Thr Ser
35 40

Asp Tyr Phe Met Asn Trp Val Arg Gln Zla Pro
55 60

Trp Val Ala Gln Ile Arg Asn Lys Ile Tyr Thr
70 75

Ala Glu Ser Leu Glu Gly Arg Phe Thr Ile Ser
85 90

Ser Thr Val Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg
100 105

Val Tyr Tyr Cys Thr Arg Ser Leu Thr Gly Gly As

LLS 120

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
130 135 140

Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg
150 155

Thr Ala Ala Leu Gly Leu Val Lys Asp Tyr
165 170

0
L
1%

Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr
180 185

[ €3]
@
R

Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser
195 200

Thr Val

g
la
o}

S5er Ser Asn Phe Gly Thr Gln Thr

Ala

Gly

Gly

Gly

LAla

Ala

Ser

Fhe

Gly

Leu

205

Tyr

Pro

Leu

30

Fhe

Lys

Ala

Asp

Glu

110

Tyriz

Ser

Thr

Pro

Val

190

Ser

Thr

Arg

15

Val

Asn

Gly

Thr

Asn

95

Asp

Phe

Thr

Glu

175

His

Ser

Cys

Gln

Phe

Leu

Phe

80

Ser

Thr

Asp

Lys

Glu

160

Pro

Thr

Val



Val
225

Pro

Ser

Asp

Asn

305

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

385

Glu

Glu

210

Asp

Cys

Ser

Arg

Pro

290

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

370

Cys

Ser

Asp

Ser

Rla
450

¢ Lys

His

Val

Thr

275

Lys

Lys

Ile

355

Pro

Asn

Ser

Val

Phe
260

52}
I
O

Val

Thr

Val

Cys

340

Pro

1 Val

Gly

Asp

420

Trp

His

Fro

Glu

245

Glu

Lys

Leu

5]

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

Asn

Ser
230

Cys T

Phe

Val

Fhe

Pro

310

Thr

Val

Thr

Ar

Pro

Ser

His

215

Asn

Pro

Thr

Asn

295

Val

Ser

Lys

Glu

375

FPhe

Glu

Fhe

Tyr
455

Pro

Pro

Cys

280

Trp

Glu

Val

Gly

360

Tz

Asn

FPhe

Asn

440

Thr

Lys

Cys

Lys

265

Tyr

Glu

His

Lys

345

Gln

Pro

Asn

Leu

425

Val

Gln

112

Val

Pro

250

Pro

Val

Val

Gln

Gln

330

Gly

Pro

Thir

Ser

Tyxr

410

Tyr

Phe

Lys

Asp
235

Ala

Lys

Val

Asp

Phe

315

Leu

Rrg

Lys

Asp

395

Lys

Ser

Ser

Ser

220

Lys

Pro F

Asp

Asp

Gly

300

Asn

Trp

Fro

Glu

Lsn

380

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
460

Thr

Thr

Val

285

Val

Leu

Ala

Pra

365

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

445

Ser

Val

Val

Leu

270

Ser

Glu

Thr

Asn

Val

Val

Pro

Thr

430

Val

Leu

Glu

Ala

255

Met

His

Val

Gly

335

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

415

Val

Met

Ser

Arg
240

Gly

Glu

His

Arg

320

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

400

Met

Asp

His

o]
B
o}



<210> SEQ ID NO: 102
<211> Longitud: 714
<212> Tipec: ADN

113

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:

<223> Otra informacién: h#32A1-L2-15

<220> Caracteristica:
<221> Nombre/Clave: CDS

<222>» Ubicacidn: (1)..{714)

<400> Secuencia: 102

atg gtg ctg cag acc cag gtg
Met Val Leu Gln Thr Gln Val
1 5

att ctg
le Leu

ggc gca tat ggc
Gly Ala Tyr Gly
20

=
W

[rpRYe]
C:
—
:...

ctg tca cct ggc gag aga gcec
Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala
35

gtg ace att age ggc tat tct
Val Thr Ile Ser Gly Tyr Ser
50 55

gga cag gcg cca agg ctg ctc
Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
65 70

ggc att cca gca aga ttc agc
Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser
85

ttg acc atc tecc tece ctg gag
Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu
100

cag caa tct agg aag agt cca
Gln Gln Ser Arg Lys Ser Pro
115

gag atc aag cgt aca gtg gcc

Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala
130 1.35

tce gac gag cag ctg aag tcc
Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser
145 150

aat aac ttc tac ccoc aga gag
Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu
165

gce ctg cag tcc ggg aac tce
Ala Leu GIn Ser Gly Asn Ser
180

aag gac agc acc tac agec ctg
Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu
195

tte
FPhe

atg
Met

aca
Thr
40

68 B
Phe

att
Ile

ggg
Gly

cCcg
Pro

tgg
Trp
120

gce
Ala

ggc
Gly

gecc
Ala

cag
Gln

age
Ser
200

atc
Ile

acg
Thr
25

ene
Leu

agc
Ser

gag
Glu
105

aca
Thr

belale
Pro

acc
Thr

aaqg
Lys

gag
Glu
185

age
Ser

teo
Ser
10

cag
Gln

agda
Arg

gga
Gly
90

gce
Rla

gtg
Val
158

agc

Ser

ace
Thit

ctg
Leu

agt
Ser

tgce
Cys

tag
Trp

gca
Ala
75

tca

Ser G

LEE
Phe

ggc

Gly (CHE

gtg
Val

T
Ser
155

cag

Gln

gtg
Val

cEG
Leu

ctqg
Leu

ceh
BPro

EEE
Phe
140

gtg
Val

tgg
Trp

acc
Thr

acc
Thr

ctg
Leu

gca
Ala

ggc
Gly
125

atc
Ile

<l
[+ e
=

aag
Lys

gag
Glu

ctg
Leu
205

tgg
Trp

act
Thr
30

tee
Ser

caa
Gln

ctt
Leu

gat
Asp

tat

Ty

110

acc
Thr

EEe
Phe

cag
Gln
150

agc
Ser

atc
Ile
15

cag
Gln

aag

tte
Phe
9%

tat
Tyr

aaa
Lys

cece
Pro

ke o;
Leu

gac
Asp
175

gac

Lsp

aaz
Lys

gl
Pro

Lok

Ser
80

ace
Thr

tgt
Cys

gtg
Val

are
Pro

eEa
Leu
160

aa
Asn

agc
Ser

gcc
Ala

a8

96

144

240

336

384

432

480

528

576



gac tac
Asp Tyr

210
ctg agc

Leu Ser
225

<210>
<211>
<212>
213>

<220>
<223>

<400>

Met WVal

4

Gly Ala

Leu Ser

Val Thr
50

Gly Gln
65

Gly Ile

Leu Thr

Gln Gln

Glu Ile
130

Ser Asp
145

Asn Asn

Ala Leu

gaqg
Glu

tee
Ser

SEQ ID NO:
Longitud:
PRT
Organismo:

Tipo:

aag
Lys

cce
Fro

cac
His

gtc
Val

aag
Lys

acc
Thr
230

103
238

Caracteristica:

Otra informacidn:

Secuencia:

103

Leu Gln Thr Gln

Tyr

Ile

Ala

Ser

15

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

Pro

Ala

Arg

Tyr

5

Glu

Gly

Arg

Arg
85

r Ser

Lys

Thz

Leu

Pro

165

Gly

Ile

Arg

Leu

70

Fhe

Leu

sSer

Val

Lys

150

Arg

Asn

gtg
Val
BN G5

aag
Lys

Secuencia

tac
Tyr

agc
Ser

gcc

Ala

tte
Phe

114

tgc
Cys

aac
Asn

artificial

agg
Arg
235

Construccién sintética

Val

Leu

Ala

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

135

Ser

Glu

Ser

Thr
40

Phe

Ile

Trp

120

Ala

Gly

Ala

Gln

Ile

Thr

¥

Leun

Ile

Tyr

Ser

Glu

105

Thr

Pro

Lys

Glu
185

Ser

10

Gln

Ser

His

Arg

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

Val
170

(0]
()]
H

Leu

Ser

Cys

Trp

Ser

Fhe

Gly

Val

Ser

L5

Val

Leu

Prg

Arg

Tyr
60

{45]
4]
Lo

Gly

Bla

Gln

Phe

140

Val

Trp

Thr

ace
Thr

gag
Glu

Leu

Ala

Ala

45

Gln

Asn

Thr

Leu

Ile

Val

Lys

Glu

cac
His

tgt
Cys

Trp

T
30

Leu

Asp

Tyr

110

Tht

Fhe

Val

Gln
190

cag
Gln

Ile

15

Leu

Gln

Lys

Ala

Phe

95

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

175

Asp

ggc
Gly

Ser

Ser

Ser

Ser
80

Thr

Val

Pro

Leu

160

Asn

Ser

672

714



Lys Asp Ser Thr Tyr

185

Asp Tyr Glu Lys His

Leu Ser Ser Pro Val T

225

2110

<210>
s g
<212>
€213

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

<400>
atg gtg ctg cag
Met Val Leu Gln

1

ggc
Gly

cte
Leu

gte
Val

gga
Gly

ggc
Gly

ctg
Leu

cag
Gln

gaa
Glu

tee
Ser

gca
Ala

tca
Ser

act
Thr
50

cag
Gln

atc
Ile

act
Thf

atc
Ile
130

gac
Asp

SEQ ID NO:
Longitud:
Tipo: ADN

Ser

104
714

Leu

Val
Z15

Lys

Organismo: Secuencia

Caracteristica:

Otra informacidn:

Caracteristica:

Nombre/Clave:
Ubicacidn:

Secuencia:

tat
Tyr

gcg
Ala

ceg
Fro

atc
Ile

agc
Ser
115

aag

Lys

gag

Glu

ggc
Gly
20

ggc
Gly

agt

e Ser

cet
Pro

gcg
Ala

tca
Ser
100

agg
Arg

cgt
Arg

cag
Gln

acec
Thr
5

gaa

Glu

gag
Glu

gga
Gly

cgg
Ar

agq
Arg

agc
Ser

aag
Lys

ctyg
Leu

(1)

CD5s
L {714)

104

cag
Gln

atc
Ile

agg

otk
Leu
70

tte
Fhe

eta

Leu

e
Ser

gtg
Val

aag
Lys

Ser
200

Tyr

Ser

Ser

Ala

Phe

119

Thr

Asn

artificial

h#32A1-L2~-16

gtg
Val

ctg
Leu

gcc
Ala

tca
Ser

35
ctg

Leu

tiet
Ser

gaa
Glu

ccc
Fro

tte
Phe

atg
Met

acc
Thr
40

pod o o
Phe

atc
Ile

ggc
Gly

e el
Pro

tagg
Trp
120

gee

Ala

ggc
Gly

ate
Ile

aca
Thr
25

ctyg
Leu

atc
Ile

tac
Tyr

Tet
Ser

gaa
Glu
105

act
Thr

ccc
Pro

acc
Thr

tee
Ser
10

cag

Gln

tet
Ser

cat
His

cgc
Arg

ggc
Gly

gac
Asp

p =

Phe A

teé
Ser

gee
Ala

Leu

Glu

Arg
235

ctg

gcc
Ala
s

agc

Ser

tte
Phe

gtg
Val

tee
Ser

Val
220

Gly

ctyg
Leu

cct
Pro

aga

tat
Tyr
&0

tca
Ser

ggt
Gly

gca
Ala

cag
Gln

tte
Phe
140

gtg
Val

Leu
205

Thr

Glu

ctg
Leu

acg
Ala

gcc
Ala
45

caa
Gln

aac
Asn

ace
Thr

ctg
Leu

gga
Gly
125

atec

Ile

gtg
Val

Ser Lys Ala

His Gln Gly

Cys

acc
Thy
30

agc
Ser

cag
Gln

ctt
Leu

gat
Asp

tac

110

tgc
Cys

cag
Gln

dda
Lys

gce
Ala

o
Phe
95

ttE
Pne

aaa
Lys

fols]e:
Pro

cty
Leu

tce
Ser

tce
Ser

tca
Ser

cca
Pro

tgc
Cys

gte
Val

elolal
Pro

ctg
Leu

48

96

144

192

288

336

384

432

480



145
aat aac

Asn Asn

gece oty
Ala Leu

aag gac :
Lys Asp &

gac tac
Asp Tyr
210

ctg agc
Leu Ser
225

<210>
<211>
<212>
<2133

<220>
<223>

<400>

cag
Gln

dag
Glu

tce
Ser

SEQ ID NO:
Longitud:
PRT

Tipo:

tac
Tyr

tee
Ser
180

aaqg
Lys

500 e
Pro

cac
His

gtc
Val

gag
Glu

+
ccc

1 Ser

gc ctg

aag
Lys

acc
Thr
230

105
238

Leu

gtg
Val
215

aag
Lys

Organismo: Secuencia

Caracteristica:

Otra informacidn:

Secuencia:

Met Val Leu Gln

1

Gly Ala

Leu Ser

Val Thr

50

Gly Gln

Gly Ile

Leu Thr

Gln Gln

Glu Ile

Tyr

Pro

35

Ile

Ala

Il=

Ser

115

Gly

20

Gly

Ser

Pro

Ala

Ser

100

Arg

3 Arg

Thr

Gly

Arg

Lys

Thr

105

Gln

Ile

Tyr

Leu

70

Fhe

Leu

Ser

Val

gce
Ala

cag
Gln

B L
< (D Q
o R

tac
Tyr

agc
Ser

aaqg
Lys

ga4g
Glu
185

age
Ser

gcc
Ala

i ]
Phe

116

tgec
Cys

aac
Asn

artificial

155

cag
Gln

ctg
Leu

gag
Glu

acc
Thr

acc
Thr

gtg
Val
220

ggq9
Gly

Construccién sintética

Leu

Ala

Ser

55

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

Fhe

Met

Thr

a0

Fhe

Gly

Pro

Trp

120

Ala

Ile

Len

Tyr

Ser

Glu

105

Thr

BEo

Ser
10

His

Arg

Gly

90

Asp

Phe

Leu

Ser

Cys

Trp

Ser

Phe

Ala

Val

Leu

Pro

Arg

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

Phe

aag
Lys

gag
Glu

ctg
Leu
205

§a9
Glu

Leu

Ala

Ala 5

45

Gln

Asn

Thr

125

gtg
Val

cag
Gln

1 )
190

agc

Ser

cac

tgt
Cys

Asp

Tyr

110

Thr

Phe

gac
Rsp
175

gac
Asp

aaa
Lys

=
o

Leu

Phe
95

FPhe

Lys

160
aac

Asn

agc
Ser

gcc
Rla

ggc
Gly

w
]
51

Ser

wy
D
H

EBLo

Ser

80

Thr

Cys

Val

Pro

528

576

624

672

714



130

Ser A Glu

145

Asn Asn

Ala Leu Gln

Ser
195

Lys Asp

Asp Tyr Glu

210

Leu Ser Ser

225

<210>
<211>
<212>
<213>

SEQ

Tipo
Orga

<220>
<223>

dacide

<400> Secu
aagcttgcta

agatgggtgce
ctteocegtgtt
gctgtctggt
ttaccagcgg
gctcegtgat
accacaagcco
o i el ok ol sl v ¥ o)
ctaaggacac
cccacgagga
ccaagaccaa
ccgtggtgea
gacttcctge
aagtgtacac

gtectggtgaa

Phe T

Longitud:

Gln

Lys

135

Ser Gly

150

Fro
165

Ser
180

Thr Tyr

His

Lys

Pro Val

Arg

Gly Asn

Thr

Glu Als

Ser

Ser

200

Val
215

Tyr

Lys Ser

230

ID NO: 1086
1111
: ADN
nismo:

Caracteristica:
Otra informacién:

encia: 106
gcgecaccat

tgagccaggt
ccetetggece
gaaggactac
cgtgcacacc
gaccgtgect
tagcaacacc
tecectgeoeeoct
cctgatgate
ccctgaggtg
gcctegtgag
ccaagactgyg
ccetategag
gettectoath

gggcttctac

Secuencia

arti

gaaacacctg
gcaattgtgc
cctibgtagec
ttececectgage
tttoetgcey
agctccaact
aaggtggaca
cctgtggceg
agecgtaccee
cagttcaact
gagcaattca
ctgaacggca
aagaccatct
agccgtgagg

cctagcgaca

T

Thr Ala Ser

155

Val
170

Lys Gln

Glu
185

Ser Val

Thr Leu

Ala Cys Glu

Fhe Asn Arg

235

ficial

tggttettee
aggcgottag
gttccaccag
ctgtgaccgt
tgectgcagtce
tcggcaccca
agaccgtgga
gacctteegt
ctgaggtgac
ggtacgtgga
acagcacaott
aggagtacaa
ccaagaccaa
agatgaccaa

tcgccgtgga

140

Val Val Cys

Trp Lys Val

Gln
190

Thr Glu

Leu Ser

205

Thr

Val Thr His

220

Gly Glu Cys

tcctgectggt
ctcagccage
cgagtccacc
gagctggaac
cagcggectt
aacctacacc
gcgtaagtgt
ghtcetttic
ctgtgtggtg
cggcgtggag
cegtgtggtg
gtgtaaggtyg
gggccaacct
gaaccaagtg

gtgggagtce

Leu
160

Leu

Asp Asn

175

Asp Ser

Lys Ala

Gln Gly

ggcagectcce
accaagggcc
gccgeecttg
tcecggagecce
tactccetga
tgtaacgtgg
tgtgtggagt
cctectaage
gtggacgtgt
gtgcacaacqg
tcecgtgetta
agJcaacaadgyg
cgtgagecte
teeetbatet

aacggacaac

Péptido de sefial gque codifica la secuencia de
nucleico y regidn constante de cadena pesada de IgG2 humano

60

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800



ctgagaacaa
acagcaagot
tgatgcacga

agtgatatcg

ctacaagacc
gaccgtggac
ggccctgeac

ggcecgttta

118

acecctocta tgcttgacag cgacggcetce ttectteetgt
azagtccegtt ggcaacaagg caacgtgttc agectgttocg
aaccactaca cccaaaagag cctttccctg agcecctggaa

aacgggtggc a

SGD\SGD\ID-2609273\WPC15869

9860

1020

1080

1131



VMR [ SN TN T ey ’a()
= § q\

COPIA NUMERD 12

DE LA ESCRITURA NUMERD: L 3 e
FECHA: 25/Febrero/2010 -

ACTO D CONTRATO:

REVOCACION DE FODER,PODER ESFECTAL
OTORGANTES »

DALTCHL SANKYD COMFGNY, LIMITED
CHAVARRD ARISTIZABAL JORGE ¥ olrog

ICOWITEC

CERTIFICADO
DE GESTION
DE LA CALIDAD

AMPARO QUINTERO ARTURO
e iaCrl oL NOTARIA SEXTA

SERVICIO PUBLICD
NOTARIAL a2

150 9001:2000
NTC-IS0 80012000

CARRERA 9 No. 69-31 - PBX: 317 01 00 - FAX: 314 56 41
k | Correo Electronico: notariasexta@etb.net.co




IMPRESO EN DNTIEMERE 17 DE 7009 POR POLYPRINT EDITORIAL LTDA - NIT 530 025 854-5

A}

T

[

700004

335964
ESCRITURA PUBLICANUMERO - —21039 —————
- = = = = — ~MIL TREINTA Y NUEVE = = = — = = — =

DE FECHA: FEBRERO’@INTICInco/u{ —————-

DEL ANO DOS MIL DIEZ"(2,010) & = = —= — —

OTORGADA EN LA NOTARIA SEXTA (6a) DEL CIRCULO
| DE BOGOTA D.C. '
CLASE DE ACTO O CONTRATO: PODER ESPECIAL y REVOCATORIA
DE: CAVELIER ABOGADOS
A:LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, NIDIA OSORIO LOPEZ, OSCAR FERNANDO
CORREA BARBOSA, EDNA DARMELY SARMIENTO CHARRY y JORGE
CHAVARRO ARIZTIZABAL -s-sreccessnmecacarasmmmammnsanmsseammsennnnessnnpmennmeen

En la ciudad de Bogota D.C. Republica de Colombia, ante mi, AMPARO /"'—“—
QUINTERO ARTURO / Notaria sexta (6a.) —— de éste circulo notarial, se otorgé la
presente escritura publica que se consigna en los siguientes términos; ~=-----—=---- -
COMPARECENCIA: Con minuta escrita, comparecié el sefior CARLOS
ALBERTO GALLON GIRALDO, mayor de edad, vecino de esta ciudad, casado,
identificado con la cédula de ciudadania No. 19.066.425 de Bogotd, y dijo:-~------—--
ESTIPULACIONES:

PRIMERA.- Que obra en su calidad de representante legal de la sociedad
denominada CAVELIER ABOGADOS domiciliada en la Carrera 4 No. 72-35,

Bogota, Colombia.

SEGUNDA: Que DAIICHI SANKYO COMPANY, LIMITED, sociedad constituida y
existente bajo las leyes de Japon, domiciliada en 3-5-1, Nihonbashi Honcho,
Chuo-ku, Tokio 103-8426, Japon, designé a CAVELIER ABOGADOS como su
representante para la Propiedad Industrial en Colombia con facultades de nombrar
apoderados tal como consta en la copia auténtica del documento de

representacion que se protocoliza.

TERCERA.- Que en su cardcter de representante legal de CAVELIER

ABOGADQS, y en desarrollo de la facultad otorgada por DAIICHI SANKYO
COMPANY, LIMITED, confiere poder a los abogados LUZ CLEMENCIA DE PAEZ,
T.P.A. No. 23.555, identificada con cédula de ciudadania numero 35.456.344 de

Usaquen, NIDIA OSORIO LOPEZ, T.P.A. No.73.366, identificada con cédula de
ciudadania numero 39.787.682 de Bogota, OSCAR FERNANDO CORREA

FAPEL DE USO EXCLUSIVO DEL PROTOCOLO NOTARIAL . NO TIENE COSTO PARA EL USUARIO



)

BARBOSA, T.P.A. No. 71.027 identificado con cédula de ciudadania nimero
79.524.634 de Bogota, EDNA DARMELY SARMIENTO CHARRY, T.PA. 65.794
identificada con cédula de ciudadania nimero 52.006.265 de Bogota y JORGE
CHAVARRO ARIZTIZABAL, T.PA. No. 40.119, identificado con cédula de

ciudadania numero 16.209.380 de Cartago (Valle), mayores de edad, vecinos de

| Bogota, para que representen a la sociedad a cuyo nombre actua, ante

cualesquiera entidades o personas, ejerzan o no jurisdiccion, incluyendo las del

' orden administrativo, contencioso administrativo y judicial, asi como los tribunales

de arbitramento, en todo lo concerniente a los siguientes asuntos:

a) Obtencion de patentes de invencién, modelos de utilidad, disefios industriales,
trazado de circuitos integrados, secretos industriales; el registro de marcas de
fabrica, colectivas, defensivas, de servicio, lemas comerciales, nombres
comerciales, ensefas, variedades vegetales, denominaciones de origen e

indicaciones de procedencia, su renovacién, traspaso, cambio de nombre o

. domicilio, cancelacion voluntaria; y el registro de licencias de uso de esos

derechos

| b) Las acciones de competencia desleal, proteccion del consumidor, oposiciones,

cancelacion administrativa o judicial, nulidad, medidas cautelares, concesiéon de
licencias, la tutela, la proteccion de secretos industriales y de nombres de

dominio junto con su administracion y pago; y en general los procesos civiles,

' penales, administrativos o contencioso- administrativos, de conciliacion,

arbitramento, tutela relacionados con estos derechos; acciones y procesos que

promovamos 0 S& nos promuevan.

CUARTO.- Que los apoderados designados estan facultados en todos los

asuntos arriba determinados para sustituir este mandato, transigir, conciliar,

““I-arbitrar, admitir los hechos del proceso, desistir, cancelar, recibir, renunciar y

ratificar los actos de agentes oficiosos.

' QUINTO- Que protocoliza con la presente escritura, un certificado expedido por la

Camara de Comercio de Bogotd, que acredita la constitucion y personeria de la
sociedad CAVELIER ABOGADOS, igualmente protocoliza copia autenticada del

documento de representacion otorgado el dia 02 de Noviembre de 2009 =---s-xnmm-

por DAIICHI SANKYO COMPANY, LIMITED, documento que esta debidamente




BOSOTA, f - DO DA
e

ZAVELIER

REPRESENTACION

REPRESENTATION

Yo (nosotros), abajo Grmado (s}/T (wej, the undersigned

DAICHI SANKYO COMPANY, LIMITED

domicilado (5)

cu/of 3-5-1, Nihonbashi Honcho, Chuo-ku, Tokyol03-8426, Japan

Por el presente nombrames o CAVELIER
ABOGADOS, socicdad colectva  constinuda  de
conformidad con las leyes de la Repablica de Colombiz,
mediante Escrinun  Pablea Mo, 6233 del 10 de
sepriembre de 1974, otargads en la Mowria Sexta del
Circulo de Bogotd, domicibada en Bogord D.C, con
matriculs meccandl Mo, (0820237 y NIT H60041367-3,
domiciiada en b Carera 43 N T72-35, Bogotd,
Colombia, como nueste  sepresentante en todos los
asuntos de Propiedad Induswial, con fucultad para
recibu noulicaciones y nownbrac apoderados judiciales o
exurajudiciales,

CAVELIER ABOGADOS @ambién podea
representarnos, con las  pusmas  facolades  aroba
tndicadus, ante cualesquicra cnudades o personas,
ejerzan o no jurisdiccidn, autoridades administatvas o
jurisdiccionales, wibunales de arbitramento, en asuntos
de naruraleza ovil, comercial, penal,  consuncional,
competencia, compelencia  desleal,  administauva,
contencioso administrativa, proteceion del consunuder,
vanedades vegetales, nombees de duminio, oposicivnes
u ohservaciones, cancelacién admunistaativa § judicial,
nulidad, medidas cautelares, concesidn de beeneis,
acapnes de wirels, la pmw:uién de seceetos industrialcs,
derecho regulatonio ¥ en general pars gue nos represense
en cualesquiers acciones y procesos que PIOMOYamos o
S8 D03 PLomuevan,

La representante podrd, en nuestro nombre, designar
apoderados pasa actuar ante sulondades administrativas
¥ judiciales, por  via  exuajudicial y también
procesakmente en nuesuo nombre, come demandantes,
como demandados, como lusconsories, como agenies
oficiosas, come tercecos, por Uumamuenio en garanua o
comu intervinientes ad  excludendum Dento de esta
autorzacion, la reprosentanie poddd facultar 3 los
apoderados que ella designe para transigie, concar,
admitir los heches del proceso, desistir, cancelar, recibir,

© CAVELIER ABQGADOS

L

Do heeby appont CAVELIER ABOGADOS, a
genenl pastnership omgamzed under the laws of the
Hepublic of Colombia by mieans ol Fubbe Deed Mo
6233 of September 10, 1974, granted at Notary Suxth of
the Bogota Circut, domiciled in Bogot D.C., with
Mercanule Registauon No. 00820237 and Taxpayer
Idenuficaton  MNumber 8600413067-1, doumicided at
Catrera 43 N® 72.35, Bogota, Coluombia, a5 out
representauve for sl Industmal Property matices with
faculey w receive nouficadons and appont atwoneys in
and out of Cout,

CAVELIER ADOGADCS may also represent us, with
the same ficuldes swated above, belorm any entities or
persons, with or withour junsiicuon, adminustrauve or
puisdictional authodtes, couns of wbimuen, in cvi,
commercial, erminal, constutional, compestan, uniur
compeouen, admirustratve, admunistiabyve Ccontenuous,
consumer protecuon, plant vaoeues, doman names,
oppasion of observanon matiers, admunismanyve and
Court cancellason, nullity, precauuonary measures,
licenssing, actun for weit mandamus, peotection of tade
secrets, cegubatory law and i general represens us in any
activns and suus insuruted by us or againse us.

The rtepresentative may, in our name, deugnate
atoeneys W act before admuusuadve and  judicial
authoritics, through our-ofcount chiannels, aad also
procedurally in our name 35 planulf, defendant, joint
liugant, represenatve without power of anurey, thud
party, when sumungned o Ippedr in Cowt of a3
intervener id excludendum. Uader thiz authonzauan,
the representative may ermpower the alloreys appouied
thereby to compromuise, conciliate, admit the facts of the
tase, desist, cancel, receive, resign and subsurure the

"C00 NOTARIA GEXTA DEL- CIACULD OE-B0GOTA
QUE LA FOTOCOPU COMCIOE

E8. 2000
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reaunciae ¥ susinnir ¢l poder que se le otorgue. Asi
mismo, 13 1opreseatante tendrd |a faculid para revocar
el poder a5i otorpado en e momenty que considere
pestinente. La representante ¢ toda caso podri ratificar

los aceos de agentes oficiosos.

power of ltorney granted thereto. Likewise, the
representaive shall have the faculty of revoking the
pewer uf attorney thus granted at any time it may deem
convenient. The representative may in any case ratify the
acts of eepresentanves without a power of attoraey.

Dado y firmado hog/Given and signed this 2nd day of November, 2000

Enfin  Tokyo

Par/by Kazuo Sato

General Manager, Intellectual Property

Firma/Signarure

Mora:
PARA SOCIEDADES

Ef documento de Representacidn deberi ser firmado
por ¢l representante legal de la compailia, sutenticado
ante MNotario Publico y legalizado®.

El Notario deberd centificar: i) que la enmpadia existe;
if) que ejerce su objets socialy y iif) que la pervona que
firma estd autorizada pars otorgar exte documento.

®*La lepalizacidn poded ser por Apostilla si el pais del
ororgante hace parte de ls Convencidn de La Haya del
5 de octubre de 1961 o ante el Cénsul de Colombia en
€250 contrario.

IPARA PERSONAS NATURALES

Ef documento de Repeesentacidn deberd ser firmada
por el otargante: El Notario Piblico deberd certificar
que la persana que firma £s quien dice ser,

Posietiormente el documento de Representacion
deberd sce legalizado por Apostilla & el pals del
otorgante hace parte de la Convencidn de La Haya
del 5 de octubre de 1961 o ante el Coneul de
Colombia en caso contrario,

© CAVELIER ABOGADOS

Nate:
FOR CORPORATIONS

The Representstion document ought 1o be sipned by
the legal representative of the compnny, notarized and
legalized®.

The Notary Public must certify: i) that the company
legally exitts; ii) that it is in exercive of its corporate
purposes; and i) that the person who sipny the
Repeesentation document is suthorized to do so.

* Legalization may be made by Apontille if the itsuing
country is a member of the The Hague Conventlon of
October 5, 1961, o1 before the Colombian Consulate if
otherwire,

FOR INDIVIDUALS

The Representation should be vigned by the
prantor, The Notary Public should certify that the
persan signing s who he/she purports ta be

Subsequently, the Representation document should
be legalized by Apostille if the issuing country is a
member of the The Hegue Convention of October
5, 1961 or before the Colombian Consulate |f
otherwise,
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NOTARIAL CERTIFICATE Registration No /258

This is to certify that the signature on the foregoing docuwment
is genuine and authentic signature of

Hazuo Sato, General Manager. Intellectual Property of

DATICHI SANKYO COMPANY, LIMLTED,

a corporation existing and organized under the laws of Japan,
who has produced sufficient proof of his power to execute the

said instrument on behalf of the above-mentioned corporation.
NOV -2 2009

S

A N
T0RY0 LEcAL ArFaRs Bupead
NOTARY ¢

2-2-2, UCHISAIWAICHO 7
CHIYODA-KU

TOKYQ JAPAN
.

Y. ,4, _
AHIKO MITSUDA
NOTARY
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APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)
1. Country: JAPAN
This public document
2. has been signed by TADAHTNO MITSUDA
3. acting in the capacity of Notary of the Tokyo Legal Affairs Bureau
4. bears the seal/stamp of TADAHIKO MITSUDA, NOTARY

Certified

. at Tokyo 6. NOV - 2 20[]9

5

7. by the Ministry of Foreign Affairs
8. 0%- N9 002049
9

. Seal/stamp: 10. Signature

Vd &M;‘

Kazutoyo OYABE

For the Minister for Foreign Alfairs
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TéADUCCION OFICIAL 34272009 DE UN DOCUMERTC EN IDICME INGLES
REALIZADA PCR EDUARDD' CALADO MNOGUERA, TRADUCTOR CFICIAL
APROBACO POR RESOLUCION 541 DEL 27 DE FEBRERO D& 15876
EXPEDICA POR EL MINISTERIO DE JUSTICIA DBE COLOMEBIAR Y
DEBIDARMENTE REGISTRADO ANTE EL MINISTERZIO DE RELACIONES
EXTERIORES DE COLOMBIA, POR EL CUAL DAIICHI SANKYO COMPANY,
LIMITED. DOMICILIACAZ ENW 3-5-1, NIHOMBASHI HGMNCHO, CHUO-KU,
TOKIC 103-8426, JAPON, OTORGA REPRESENTACION 2N ASUNTCS
RELACIONADOS CON PROPIEDAD INDUSTRIAL A CAVELIER ABOGADOS,
DADO Y FIRMADO HQY Z DE NOVIEMBRE DE 20C% EN TCKIO PGR XKRZUO
SATO, GERENTE GENERAL, PROPIEDAD INTELECTUAL, FIRMA:
ILEGIBLE.

RTIF

CERTIFICACION NCOTARIA

it

REGISTRC NO 1755

Por la presente certifico que la firma sobre &l documento
precedente es la firma genuina y auténtica de KRZUO SATO
gerente general, Propiedad Intelectual de DAIICHI SANKYO
COMPANY, LIMITED, una sociedad ceonstituida y existente de
conformidad con las leyes del Japén, quien ha presentado
prueba suficiente de su poder para firmar dichc documento a

nombre de la sociledad arriba

2009. Firmado: TADAHIKC MITSUDA, notaric

SELLC: OFICINA DE ASUNTOS JURIDICCS DE TOH

NOTARIO. 2-2-2, UCHISAIWAICHO, CHIYODA-KU,
APOSTILLA
(CONVENCION DE LA HAYA DEL S DE OCTUBRE DE 1561)

1. PAIS: JaAPON




2. Este documento publico ha sido firmado por TADAHIKO
MITSUDA

3. quien actia en su calidad de notario de la oficina de
asuntos juridicos de TOKIO.

4. lleva el sello/estampilla de TADAHIKO MITSUDA, NOTARIO

CERTIFICADQ

L

En TOKIO 6. el 2 de noviembre de 2009

7. Por el Ministeric de Relaciones Exteriores

B. 09- No. 002049

9. Sello/estampilla: MINISTERIO DE RELACICONES EXTERIORES,
JAPON

10. Firma: KAZUTOYO OYABE, A  NOMBRE DEL MINISTRO ODE
RELACIONES EXTERIORES

COLO-15869-841-017-8

ECN\ECN\ID-162614\WPCL0O02G

Bogota, 14 de diciembre de 20009.

o SEXTA'DEL Ty 0 DF BOGB}D
EL ORIGMAL: Ore. i FPTDCORA COINCIDE

AD.CE

QUELHE TENO A" s
REPL A 0 A VST,

CiCHES

Mitlabeon ur
r

REL



IR

8 &8 § =

LU

CAMARA DE COMERCIO DE BOGOTA

SEDE CHAPINERO
17 DE DICIEMBRE DE 2009 HORA 11:11:00

R027136832 PAGINA: 1 de 3

i ¥ k * * * k k Kk x Kk k * &k k Kk * *k K * * * *

e e e

CERTIFICADO DE EXISTENCIA Y REPRESENTACION LEGAL O INSCRIPCION DE
DOCUMENTOS

CERTIFICA:
NOMBRE : CAVELIER ABOGADOS
N.I.T. : B60041367-3
DOMICILIO : BOGOTA D.C.
' CERTIFICA:
NO: 00820237
CERTIFICA:
CONSTITUCION : QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. 0006233 DE NOTARIA

SEXTA DE BOGOTA D.C. DEL 10 DE SEPTIEMBRE DE 1974 , INSCRITA EL
26 DE SEPTIEMBRE DE 1974 BAJO EL NUMERO 00021234 DEL LIBRO 1X, SE
CONSTITUYO LA SOCIEDAD CIVIL DENOMINADA: CAVELIER PERDOMO Y
CAVELIER.
CERTIFICA

QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. 0001000 DE NOTARIA SEXTA DE BOGOTA
D.C. DEL 10 DE MARZO DE 1983 , INSCRITA EL & DE ABRIL DE 1983
BAJO EL NUMERO 00130769 DEL LIBRO IX, LA SOCIEDAD CAMBIO SU
NOMBRE DE : CAVELIER PERDOMO Y CAVELIER. POR EL DE : CAVELIER
ABOGADOS

CERTIFICA:
QUE POR ESCRITURA PUBLICA NUMERO 1.000 OTORGADA EN LA NOTARIA 6A.
DE BOGOTA EL 10 DE MARZO DE 1.983, INSCRITA EN ESTA CAMARA DE
COMERCIO EL 5 DE ABRIL DE 1.983 BAJO EL NUMERO 130769 DEL LIBRO
IX, LA SOCIEDAD CAMBIO SU NOMBRE DE: CAVELIER PERDOMO Y CAVELIER,
POR EL DE: CAVELIER ABOGADOS, E INTRODUJO OTRAS REFORMAS.

CERTIFICA:

CERTIFICA :
QUE POR E.P.NO. 2.034 DE LA NOTARIA 6 DE SANTAFE DE BOGOTA DEL 18
DE ABRIL DE 1.995, INSCRITA EL 27 DE ABRIL DE 1.995 BAJO EL NO.
5.937 DEL LIBRO XIII,LA SOCIEDAD TRASLADO SU DOMICILIO DE LA CIU-
DAD DE SANTAFE DE BOGOTA D.C. AL MUNICIPIO DE TABIO ( CUNDINAMAR-
CA ) vms

CERTIFICA:
QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. 7710 DE LA NOTARIA SEXTA DE BOGOTA
DEL 10 DE OCTUBRE DE 1984, INSCRITA EL 15 DE NOVIEMBRE DE 1984
BAJO EL NO. 1559 DEL LIBRO XIII, LA SOCIEDAD CAMBIO SU
NATURALEZA JURIDICA DE SOCIEDAD COMERCIAL A SOCIEDAD CIVIL

CERTIFICA:
REFORMAS :
ESCRITURAS NO. FECHA NOTARIA INSCRIPCION
842 10=V~-1.9777 18. BTA. 27-V-1.977-NO. 46.204
3.430 1-VII-1.980 6L, BTA. 3-IX-1.980-NO. 839.582 M
4.844 10-IX-1.980 6A. BTA. B-X-1.980-NO. 81.261

432 10-II-1.983  6A. BTA. 1-III-1.983-N0.129.337 -




r

7,710 10-X-1.984 6A. BTA. 15-XI-1.984-NO. 1.559
: ©7.305 77 0 7 21-X-1.9857 TBAI BTA. T 1B-XI-1T9B5INO. T ilsos T

2.567 29-1V-1.987 6A. BTA. 7-V- 1.987-NO. 2.386

4,278 3-VII-1.987 6A. BTA. 23-VII-1987 NO.215.652

2.657 25- IV-1.988 6A. BTA. 18- V -1988-NO. 2,740

9.033 21-XII-1.990 6A. BTA. 10- I - 1991-NO. 3.786

25 3- I -1.991 6A. BTA. 10- I - 1991-NO. 3.787

1.608 8-III-1.991 6A. BTA. 14-IITI- 1951-NO. 3.841

2.155 2-IV- 1.991 6A. BTA. 8-IV - 1991-NO. 3.862

797 7-1I -1.991 6A. BTA. 7-V  -1991-NO. 3.882

1.739 14-III-1.991 6A. BTA. 7- v -1991-NO. 3.881

5.886 21-VIII-1.991 6A. BTA 27-VIII-1991 NO. 4.019

B.596 4-XITI -1.991 6A. BTA 16-IIT -19%2 NO. 4.430

1.494 10-III -1.992 6A. BTA. 19-III -1992 NO. 4.436

4,205 8 -VII -1.992 6L, BTA. 15-VII -1992 NO. 4.554

B.829 16-XII -1.992 6A. BTA. 24-XIT -1992 NO. 4.819

12 5-1 -1.993 6 STAFE BTA 13-I -1993 NO. 4.850

4,877 29-VI -1.993 6 STAFE BTA 7-VII -1993 NO. 5.065

5.216 12-VIT -1.993 6 STAFE BTA 16-VII -1993 NO. 5.077

ACTA NO.71 2-IX- 1.993 JUNTA DE SOCIOS 29-IX- 1993 NO. 5.174

2.034 18-IV- 1.995 6 STAFE BTA 27- IV -1995 NO. §5.937

2287 25-IV-1.995 6 STAFE BTA 18-VIII-1,995 NO. 6.092

7.594 12-XII-1.995 6 STAFE BTA 19- XII-1.995 NO. 6.294

676 11- II-1.997 6 STAFE BTA 14- II -1.997 NO. 6.873

CERTIFICA:
REFORMAS:

E.P. NO. FECHA NOTARIA CIUDAD FECHA NO.INSC.
0004506 1997/07/28 0006 BOGOTA D.C. 1997/09/02 00007115
0002103 1998/04/08 0006 BOGOTA D.C. 1998/04/21 00007426
0005326 1998/08/06 0006 BOGOTA D.C. 1998/08/13 00007544
0005538 1998/08/14 0006 BOGOTA D.C. 1998/08/27 00007564
0007760 1998/11/10 0006 BOGOTA D.C. 1998/11/12 00007644
0006709 1997/11/04 0006 BOGOTA D.C. 2000/12/04 00008481
0003034 2003/05/30 0006 BOGOTA D.C. 2003/06/04 00882729
0003786 2004/07/16 0006 BOGOTA D.C. 2004/07/28 00009703
0001432 2005/03/18 0006 BOGOTA D.C. 2005/04/07 00009917
0004818 2005/08/22 0006 BOGOTA D.C. 2005/08/26 00010008
0005506 2007/07/17 0006 BOGOTA D.C. 2007/07/24 00010841

. gﬂﬁ 5453 2000/10/19 0005 BOGOTA D.C. 2009/10/21 00012243
- COMO: 3 3 o CERTIFICA:

3 IEDAD NO SE HALLA DISUELTA. DURACION HASTA EL
{ 2024

CERTIFICA:
OCIEDAD TENDRA POR OBJETO : EL EJERCICIO DE LA
TONAL DE ABOGADOS. EN DESARROLLO DE ESTE OBJETO
DQUIRIR, CONTRAER OBLIGACIONES Y CELEBRAR TODA

4 ARG/ DIRECTAMENTE RELACIONADOS Y SUBORDINADOS AL
MISMO INCLUSIVE L.OS DE ARRENDAMIENTO, HIPOTECA, MUTUO CON O SIN
INTERES, MANDATO CIVIL Y COMERCIAL, Y SOCIEDAD, ASI  COMO
PARTICIPAR EN ASOCIACIONES CIENTIFICAS, GREMIALES O PROFESIONALES
SIN ANIMO DE LUCRO.

CERTIFICA:

CAPITAL Y SOCIOS: $10,000.00 DIVIDIDO EN 10,000.00 CUOTAS CON VALOR
NOMINAL DE $1.00 CADA UNA, DISTRIBUIDO ASI
- S50CIO CAPITALISTA (S) i
ASOCIACION CAVELIER DEL DERECHO N.I.T. 000008001722568
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NO. CUOTAS: 8,800.00 VALOR: $8,800.00
GAUDEBERT DE CAVELIER AGNES JEANNE C.E. 000000000131100
NO. CUQTAS: 1,200.00 VALOR: $1,200.00
- SOCIO INDUSTRIAL (8)
CHAVARRO JORGE C.C. 000000016209380
NO. CUOTAS: 0.00 VALOR: $0.00
SUAREZ DE PAEZ LUZ CLEMENCIA C.C. 000000035456344
NO. CUOTAS: 0.00 VALOR: $0.00
PENA VALENZUELA DANIEL C.C. 000000079518915
NO. CUOTAS: 0.00 VALOR: $0.00
MARIN RUALES GERMAN HUMBERTO C.C. 000000079155665
NO. CUOTAS: 0.00 VALOR: $0.00
TOTRALES
NO. CUQOTAS: 10,000.00 VALCOR: $10,000.00
CERTIFICA:

QUE POR ESCRITURAS PUBLICAS NO. 001431 ¥ 001432 DEL 18 DE MARZO
DE 2005 DE LA NOTARIA 06 DE BOGOTA D.C., INSCRITA EL 07 DE ABRIL
DE 2005 BAJO EL NO. 0009918 Y 0009917, RESPECTIVAMENTE DEL LIBRO
XIII, DE LAS MIL DOSCIENTAS ( 1200 ) PARTES DE INTERES SOCIAL
RADICADAS EN CABEZA DE AGNES GAUDEBERT DE CAVELIER, SEISCIENTAS
(600) PARTES ESTAN GRAVADAS O AFECTADAS EN PROPIEDAD FIDUCIARIAZ A
FAVOR DE LAS SIGUIENTES PERSONAS : GERMAN CAVELIER FRANCO,
ERNESTO CAVELIER FRANCO, JORGE CAVELIER FRANCO, 1INES CAVELIER
FRANCO, GUILLERMO CAVELIER FRANCO, ELENA CAVELIER FRANCQO,
ALEJANDRO CAVELIER FRANCO, BEATRIZ CAVELIER FRANCO, Y LUCIA
CAVELIER FRANCO.

CERTIFICA:
REPRESENTACION LEGAL: EL REPRESENTANTE LEGAL ES EL DIRECTOR. EL S0OCIO
FUNDADOR GERMAN CAVELIER GAVIRIA TENDRA EL CARACTER DE PRESIDENTE
DIRECTOR VITALICIO, PARTICIPARA POR DERECHO PROPIO EN EL CONSEJO
SUPERIOR Y EN EL CONSEJO DIRECTIVO Y LLEVARA LA REPRESENTACION LEGAL
DE LA SOCIEDAD CUANDO LO ESTIME PERTINENTE SIN LIMITACION ALGUNA.
IGUAL PARTICIPACION Y ATRIBUCIONES TENDRA SU SUPLENTE AGNES GAUDEBERT
DE CAVELIER CUANDO OCUPE EL CARGO, EN CASQO DE FALTA ABSOLUTA DE GERMAN
CAVELIER GAVIRIA. LOS SOCIOS COLECTIVOS ESTAN AUTORIZADOS PARA EJERCER
LA REPRESENTACION DE LA SOCIEDAD EN CUALQUIER TIEMPO, SIN PERJUICIO DE
LAS DELEGACIONS CONFERIDAS A LOS ORGANOS CREADOS POR LOS PRESENTES
ESTATUTOS

CERTIFICA:

** NOMBRAMIENTQS #%

QUE POR NO. 12 DE JUNTA DE SOCIOS DEL 14 DE AGOSTO DE 2009, INSCRITA |

EL 24 DE SEPTIEMBRE DE 2009 BAJO EL NUMERO 00012200 DEL. LIBRQ-XIIT,"
FUE (RON) NOMBRADO (8): ) : :

NOMBRE IDENTIFICACION |
PIRECTOR (REPRESENTANTE LEGAL DE LA ASOCIACION CAVELIER DEL DERECHO)
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GALLON GIRALDO CARLOS _ _ C.C. 000000019066425
QUE "“POR ESCRITURA PUBLICA NO. 0004818 DE NOTARIA 6 DE BOGOTA D.C. DEL
22 DE AGOSTO DE 2005, INSCRITA EL 26 DE AGOSTO DE 2005 BAJO EL NUMERO

00010008 DEL LIBRO XIII, FUE (RON) NOMBRADO (S):
NOMBRE

IDENTIFICACION
PRESIDENTE DIRECTOR VITALICIO
CAVELIER GAVIRIA GERMAN C.C. 000000002877524
SUPLENTE DEL PRESIDENTE DIRECTOR VITALICIO
GAUDEBERT DE CAVELIER AGNES JEANNE C.E. 000000000131100
CERTIFICA:

FACULTADES DEL REPRESENTANTE LEGAL: APARTE DE LAS FACULTADES Y
DEBERES QUE DE TIEMPO EN TIEMPO SE LE ASIGNEN POR EL CONSEJO
SUPERIOR, EL DIRECTOR TENDRA LAS SIGUIENTES FUNCIONES : A) LA DE
REPRESENTAR LEGALMENTE A LA SOCIEDAD ANTE LAS AUTORIDADES DE
CUALQUIER ORDEN O NATURALEZA Y ANTE OTRAS PERSONAS NATURALES O
JURIDICAS, CON FACULTADES PARA NOVAR, TRANSIGIR, COMPROMETER Y
DESISTIR Y PARA COMPARECER EN JUICIOS INCLUSIVE EN ' AQUELLOS EN
DONDE SE DISPUTE LA PROPIEDAD DE BIENES INMUEBLES; B) CUMPLIR Y
HACER CUMPLIR LOS ESTATUTOS Y REGLAMENTOS DE LA SOCIEDAD; Y C )
CREAR O SUPRIMIR TODOS LOS EMPLEOS QUE SEAN NECESARIOS DE ACUERDO
CON EL CONSEJO SUPERIOR PARA EL BUEN FUNCIONAMIENTO DE LA
SOCIEDAD, ASIGNARLES FUNCIONES, FIJAR SUS SALARIOS Y NOMBRAR LAS
PERSONAS QUE DEBAN DESEMPENARLOS, ASI COMO RETIRARLOS Y
REEMPLAZARLOS CUANDO HAYA LUGAR. CUANDO CUALQUIERA DE LOS ACTOS
INDICADOS EN LA CLAUSULA ANTERIOR SE REFIERA A OPERACIONES CUYO
MONTO EXCEDA DE LA SUMA EQUIVALENTE A CIENTO OCHENTA ( 180 )
. SALARIOS MINIMOS MENSUALES, SU CELEBRACION REQUERIRA LA
APROBACION PREVIA DEL CONSEJO SUPERIOR.

CERTIFICA:
*+ REVISOR FISCAL **
QUE POR ACTA NO. 0000071 DEL 2 DE SEPTIEMBRE DE 1993, INSCRITA EL 29

DE SEPTIEMBRE DE 1993 BAJO EL NUMERO 00005175 DEL LIBRO XIII, FUE
(RON) NOMBRADO (S):

NOMERE IDENTIFICACION
REVISOR FISCAL
RINCON FANDINO MIGUEL ALFONSO C.C. 000000002877024
CERTIFICA:

DE CONFORMIDAD CON LO ESTABELECIDC POR LA LEY 962 DE 2005, LOS ACTOS DE
REGISTRO AQUI CERTIFICADOS QUEDAN EN FIRME CINCO (5} DIAS HABILES

DE INSCRIPCION, SIEMPRE QUE NO SEAN OBJETO DE
HBERNATIVA.

ERTIFICADO NO CONSTITUYE PERMISO DE X~k
IONAMIENTO EN NINGUN CASO * X

A DE COMERCIO,
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VAIOR : $ 3,500
DE CONFORMIDAD CON EL DECRETO 2150 DE 1595 Y LA AUTORIZACION IMPARTIDA
POR LA SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO, MEDIANTE EL OFICIO

DEL 18 DE NOVIEMBRE DE 1996, LA FIRMA MECANICA QUE APARECE &
CONTINUACION TIENE PLENA VALIDEZ PARA TODOS LOS EFECTOS LEGALES

s, 5100 §




IMPRESO EN DICIEMHRE 1 DE 2008 POR POLYPRINT EDITORIAL LTOA - NIT 8300209595

-

iy :

77700004

33595
legalizado

Presente el sefior CARLOS ALBERTO GALLON
GIRALDO, domiciliado en Bogota, identificado como
aparece al pie de su firma y manifestdé que esta conforme

con el contenido de esta escritura publica y que en

consecuencia revoca la escritura nimero seis mil setecientos noventa y seis
(6796) del diecisiete (17) de Diciembre de dos mil nueve (2009) otorgada ante esta
misma notaria. . e
HASTA Aq'ig_f__; LA MINUTA PRESENTADA
OTORGAMIENTO Y AUTORiZACIO_N: LEIDA la presente escritura por los

comparecientes y habiéndoseles hecho las advertencias sobre los tramites y
formalidades de rigor le impartieron su aprobacion y para constancia la firman
ante mi el NOTARIO QUE AUTORIZA :

DERECHOS NOTARIALES: $ 85-?20-0:: T TSNS W S e R S e S

IVA 16% $ BARals o5 SRS B S S o ————

PAPEL NOTARIAL: esta escritura ha quedado extendida en las hojas de papel

sellado notarial nameros:

EN BLANCOi.. EN BLANCO

OTORGANTE

s
CARLOS ALBERTO GALLON GIRALDO

ce (9 066 424 Pic
TEL 247 361

REPRESENTANTE LEGAL DE CAVELIER ABOGADOS

AMPARO QUINTERO ARTURO
NOTARIA SEXTA (6a) DE BOGOTA D.C.

T1063/10.PG ANGELIK

PAPEL DE USO EXCLUSIVC DEL PROTOCOLO NOTARIAL . NO TIENE COSTO PARA EL USUARIC



ES FIEL Y DECIMA SEGUNDA COPIA { FOTOCOPIA ) TOMADA DE LA
ESCRITURA PUBLICA NMUMERO 1029 DE FECHA FEBRERO 25 DE 2010.

QUE EXPIDO CON DESTINO AL INTERESADO. EN 08 HOJAS RUBRICADAS
EN SUS MARGENES CONFORME ALALEY.

BOGOTAD.C.JUNIO 28 DE 2011

RESOLUCION 01 DE 2008

NOTARIA SEXTA.




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

e
Al ¢ ' RECIBO DE CAJA No. 14 - 0021750
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Febrero 25 de 2014 - 16:49:03
RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS NI 860.041.367
*** Soporte del Pago ***
TIPQ PAGQO BANCO CUENTA Na PAGO FECHA PAGQ VR PAGQO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 651483932 25/02/2014 19.213.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT._RENTISTICO CONCEPTO Vr UNDITARIQ _ Vr CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1603 INVOCAR LA NOTORIEDAD D DENTRO 464.000.00 464.000.00
- DE UN TRAMITE DE OPOSICION 5464.000.00

\ b b )

SON: "CUATROCIENTDéSENTA Y CUATRO MIL PESOS MONEDA CORRIENTE"**
)
/

N
Res‘gonsable / |

Recibo de Caja Aphcado@pedlente No.

SUPERINT EMNDE MCIA DU INDUS I RIA Y COMERCIO
AR lllml Il Ul.ﬁ*lhﬂl ﬁﬁ | ||-.||-!IHI

No. 11-085127- -
Fecha: 201402277 14 5/ 46 | r-; 26240 D{R NUEVASCR
Tra. 11 FATENIEZiYil Eve /8 FASENACIONALI
Act 851 InVISIONAL Folios 388

SUPERINTENDE NC 1A DL INDUSTIRIA
I

L M Ly I!MIIIM IM ”H

Fecha: f1|4 ] .? 1
Tra 11 imuwwdh ”5 15’” “‘J U DFR NUEVASCR

Act 411 PRESENTACION E*’;m&sﬁ FASENACIONAL]

. - 2
Uare) SCCE A

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3.4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Canmutader; (571) 5870000 Fax: {571) 5870284 Linea: 018000-310165 Call Center: (571) 6513240

. Febrero 25 de 2014 - 16:48:18
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA' Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2 ng

ads

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 14 - 0021987

Bogota D.C., Febrero 26 de 2014 - 12:21:23

RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS

NI 860.041.367

RE

*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGQ BANCO CUENTA Nao PAGO EECHA PAGO VR PAGQO
RECIBO DE CA 999999999 14796 07/02/2014 1.000.00
RECIBO DE CA 999898999 14797 07/02/2014 1.000.00
RECIBO DE CA 989999999 16092 12/02/2014 5.000.00
RECIBO DE CA 999999999 16083 12710272014 5.000.00
RECIBO DE CA 999999999 20793 24/02/2014 422.000.00

CANT. RENTISTICO
14 50005-01-01 SOLICITUDES

*** Conceptos Pagados

ok

CONCEPTO Vr.UNDITARIO Vr.CONCEPTO
1807 REWINDICACION PATENTE UNITARIA 31.000.00 434.000.00

$434.000.00

SON: **CUATROCIENTOS TREINTA Y CUATRO MIL PESOS MONEDA CORRIENTE*™

\

Res_Eonsable:
-i- "k **..

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

. Febrero 26 de 2014 - 12:21:23

[T

Folios 388

Fecha: 2014-02-27 14
Tra 11 PATL *-l_T!_—'.r.I
Act. 851 DIVISIONAL

SURERIMTENDE NCIA DI INDUSTRIA Y COMERCIO

AN ML AR AR

No. 14-041955- -00000-0000

Fecha 2014-02-27 1457 46 Dep 2020 DIRNUEVASCR
Tra 11 PATENTEIYI Fve 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION IFolios 388

(o) V56~ SO (-2

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C,.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador; (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: [5T1) 6513240




