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ANTICUERPQ 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 drgano dinamico gue es continuamente
remodelado por la formacion y resorcion 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 resorciéon de hueso
por osteoclastos, y la masa dsea se mantiene constante. Por el contrario, cuando
el equilibrio entre la formacion de hueso y |a resorcion 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 otfros para formar y mantener el hueso (WO 07/093042 y
Endocrinological Review, (1996) 17, pp. 308-332). Como un cambio en tgjido 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 hommonas sexuales y una anormalidad en los

receptores para las hormonas; variacion en expresion de citocina localmente en




hueso;, expresion de genes de envejecimiento; y falla de diferenciacion ©
disfuncion de osteoclastos u osteoblastos, y por lo tanto es dificil considerarlo
como un simple fendmeno fisiologico relacionado con la edad. La osteoporosis
primaria es dividida en gran medida en osteoporosis postmenopausica debido a
una disminucidon en secrecion de estrogeno y osteoporosis senil debido a
envejecimiento, pero el avance de la investigacion basica sobre los mecanismos
de regulacion de la formacion 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 celulas
madre hematopoyeticas, y por |la liberacion de iones de cloruro e iones de
hidrogeno sobre una superficie de hueso a la cual se adhieren [os osteoclastos,
los osteoclastos acidifican un espacio entre la superficie del hueso y los
osteoclastos y tambien 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, activacidn de proteasas acidas y degradacion de
proteinas de la matriz 6sea, dando por resultado resorcion de hueso.

Se ha encontrado que las células precursoras de osteoclastos se
diferencian en osteoclastos por estimulacion con RANKL (activador de receptor de
ligande NF-kB) expresado en la membrana celular de osteoblastos/células
estromaticas presentes en la superficie 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
membrana producida por osteoblastos/células estromaticas, su expresion es
regulada por un factor de resorcion de hueso, RANKL induce diferenciacion de
celulas 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, (1899) 397, pp. 315-323).

Como preparaciones farmacéuticas para tratar enfermedades del
metabolismo de hueso o acortamiento de la duracion 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 celulas inmunes son cubiertas con un
revestimiento denso de varios glicanos tales como glicanos sialilatados que son
reconocidos por varias proteinas de unién a glicano. Las lectinas similares a
inmunoglobulina de unién a acido sialico (de aquli 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 acido sialico de manera
similar presentes en las membranas celulares de células inmunes y regulan
interaccion celular o funcidén celular y se considera que estan implicadas en
respuestas inmunologicas (Nature Reviews Immunology, (2007) 7, pp. 255-2686).
Sin embargo, también existen muchas moléculas de siglec cuyas funciones
fisioldgicas no han sido dilucidadas adn. Siglec-15 (lectina similar a
inmunocglobulina de unién a acido sialico-15) es una molécula que se ha reportado

recientemente que pertenece a las Siglecs (vease, por ejempio, documento que no



es patente 10) y es idéntica a una molécula liamada 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 macréfagos de bazo hummano y nodos linfaticos. Ademas, como resultado de
una prueba de unidn usando una sonda de &cido sialico, también se ha
encontrado que Siglec-15 humana se une a NeuS5Aca2-8GalNAc y que Siglec-15
de raton se une ademas a NeuSAca2-3GalB1-4Glc, y similares (vease, por
ejemplo, Glycobiology, (2007) 17, pp. 838-846). Hasta recientemente, el papel
fisiolégico de Siglec-15 no habia sido revelado, sin embargo, se ha reportado que
la expresién de Siglec-15 incrementa con la diferenciacion y maduracion de
osteoclastos, y la diferenciacién 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 2008), 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 invencion

Un objeto de la invencién 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 diferenciacion y maduracion de osteoclastos y la actividad
de los mismos, y un agente terapéutico y/o preventivo para el metabolismo

anormal de hueso.



Medios para resclver los problemas

Los inventores de la presente estudiaron para dilucidar el mecanismo
de diferenciacion, 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 |a presente encontraron que
la expresion de gen de Siglec-15 incrementa con la diferenciacion y maduracion
de osteoclastos, y también encontraron que la diferenciacion de osteoclastos es
inhibida por un anticuerpo gue 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 invencidn.

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) ElI anticuerpo ¢ 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 CORH2 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
SEQID 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 porgue contiene una secuencia de regién
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 region variable de cadena ligera que comprende residuos de aminoacidos 21 a
132 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ 1D 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 quimerico.

(7) El anticuerpo ¢ 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 1D NO: 41 y una secuencia de cadena ligera
que comprende residuos de aminoacidos 21 a 237 de una secuencia de
aminodcidos representada por SEQ ID NO: 43.

(8) El 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
resorciébn 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
aminoacidos 20 a 140 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO: 83;

a3) una secuencia de aminodcidos que comprende residuos de
aminoacidos 20 a 140 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ 1D
NO: 85,

ad4) 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;

aB) una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 20 a 140 de una secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID
NO: 99,

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

NO: 101;

/O



a8) una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de por lo
menos 95% con cualquiera de las secuencias de aminoacidos seleccionadas de
al)aa?),

a9) una secuencia de aminoacidos gue tiene una homologia de por lo
menos 98% con cualquiera de las secuencias de aminoacidos seleccionadas de
alyaa?)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)a a7}, 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 representada por SEQ 1D
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;

b6) una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de



aminoacidos 21 a 133 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO: 71;

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

b8) una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 21 a 133 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ 1D
NO: 105;

b9) una secuencia de aminoacidos gue tiene una homologia de por lo
menos 95% con cualquiera de las secuencias de aminoacidos seleccionadas de
b1) a a8);

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,
delecion 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 regidén 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: 61.

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

&




conformidad con (10), caracterizado porgue 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 1D NO: 53 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: 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 aminoécidos representada por SEQ ID NO: 55 y una secuencia
de cadena ligera gue 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: 65.

(14) 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 regién variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminodacidos 21 a 133 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO: 67.

(15) 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 1D 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 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 |D NO: 58 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 1D
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 regidn 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 funcicnal del anticuerpo de
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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 1D NO: 101 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: 69.

(19) El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con (10), caracterizado porgue 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 regidn variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminodcidos 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 regidn variable de cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 20 a 140 de
una secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 89 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 aminodacidos representada por SEQ ID
NO: 105.

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

/Y



conformidad con (10), caracterizado porque contiene una secuencia de cadena
pesada gue 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 [D 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
aminoacidos 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 secuencia de
aminocacidos 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
gue 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 porgue 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




que comprende residuos de aminodcidos 21 a 238 de una secuencia de
aminoéacidos 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
aminoacidos 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 porgue contiene una secuencia de cadena
pesada que comprende residuos de aminoacidos 20 a 466 de una secuencia de
aminoécidos 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) 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
aminodacidos representada por SEQ ID NO: 101 y una secuencia de cadena ligera
que comprende residuos de aminoacidos 21 a 238 de una secuencia de
aminodcidos 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:; 992 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) El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
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conformidad con (10), caracterizado porque contiene una secuencia de cadena
pesada que comprende residuos de aminoacidos 20 a 466 de una secuencia de
aminodcidos representada por SEQ ID NO: 98 y una secuencia de cadena ligera
que comprende residuos de aminoacidos 21 a 238 de una secuencia de
aminoacidos representada por SEQ D NO: 105.

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

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

(33) Una composicion 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 D; activa, calcitonina y derivados de los
mismos, hormonas tales como estradiol, SERMs (moduladores de receptor de
estrégeno selectivos), ipriflavona, vitamina Kz (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 homona paratiroidea)
anticuerpos o fragmentos funcionales de los anticuerpos, antagonistas de receptor
de IL-1, anticuerpos anti-receptor de IiL-1 o fragmentos funcionales de los
anticuerpos, anticuerpos anti-RANKL o fragmentos funcionales de los anticuerpos,
y OCIF (factor inhibidor de osteoclastogénesis).

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

donde el metabolismo anormal de hueso se selecciona del grupo que consiste de
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osteoporosis, artritis reumatoide acompafiante de destruccidon de hueso,
hipercalcemia cancerosa, mieloma multiple o metastasis de cancer a hueso
acompafiante de destruccion de hueso, tumor de células gigantes, osteopenia,
pérdida de dientes debido a periodontitis, ostedlisis alrededor de una articulacion
prostética, destruccién de hueso en osteomielitis crénica, enfermedad de los
huesos de Paget, osteodistrofia renal, y osteogénesis imperfecta.

(36) La composicion farmacéutica de conformidad con (34),
caracterizada porque el metabolismo anormal de hueso es osteoporosis, artritis
reumatoide acompafante de destruccion de hueso, o metastasis de cancer a
hueso acomparnante de destruccién 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 la osteoporosis es osteoporosis postmenopausica,
osteoporosis senil, osteoporosis secundaria debido al uso de un agente
terapéutico tal como un esteroide 0 un inmunosupresor, o artritis reumatoide
acompanante de osteoporosis.

(38) Un método de tratamiento y/o prevencién 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 método de tratamiento yfo prevencion metabolismo anormal
de hueso, caracterizado por la administraciéon simultanea o sucesiva de por lo
menos uno de los anticuerpos o fragmentos funcionales de los anticuemos de
conformidad con (1) a (30) y por lo menos un miembro seleccionado del grupo que
consiste de bisbifosfonatos, vitamina D; 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 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).

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

(41) El método de tratamiento y/o prevencion 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 estercide o un inmunosupresor, o artritis reumatoide
acompanante de osteoporosis.

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

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

(45) El polinucledtido de conformidad con (44), caracterizado porque

20
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contiene una secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos 58 a 1410
de una secuencia de nucleodtidos representada por SEQ ID NO: 40 y una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos 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 polinucledtido seleccionado del grupo que consiste de las
siguientes secuencias de nucledtidos:

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

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

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

ad) una secuencia de nucledtidos que comprende los nucleétidos 58
a 420 de una secuencia de nucleotidos representada por SEQ |D NO: 56;

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

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

a7) una secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos 58
a 420 de una secuencia de nucleotidos representada por SEQ |D NO: 100;

a8) una secuencia de nucledtidos de un polinuclestido que hibrida a
un polinucledtido que comprende una secuencia de nucleétidos complementarios
a cualquiera de las secuencias de nucledtidos seleccionadas de al1) a a7) bajo
condiciones astringentes; y

a9) una secuencia de nucledtidos que incluye una sustitucion,
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delecion o adicion de uno a varios residuos de aminoacidos en cualquiera de las
secuencias de nucledtidos seleccionadas de a1) a a?); y

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

b1) una secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos 61
a 399 de una secuencia de nucledtidos representada por SEQ 1D NO: 60;

b2) una secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos 61
a 399 de una secuencia de nucledtidos representada por SEQ 1D NO: 62;

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

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

b5) una secuencia de nucleédtidos que comprende los nucleétidos 61
a 399 de una secuencia de nucledtidos representada por SEQ 1D NO: 68,

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

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

b8) una secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 61
a 399 de una secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 104,

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

b10) una secuencia de nucledtidos que incluye una sustitucion,
delecion o adicion de uno a varios nucledtidos en cualquiera de las secuencias de

nucledtidos seleccionadas de b1) a b8).
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(47) El polinucleétido de conformidad con (46), caracterizado porque
contiene un polinucledtido que comprende una secuencia de nuclettidos que
comprende los nucledtidos 58 a 420 de una secuencia de nucledtidos
representada por SEQ ID NO: 50, y un polinucledtido que comprende una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos 61 a 398 de una
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 60.

(48) E! polinucledtido de conformidad con (46), caracterizado porgue
contiene un polinuciedtido que comprende una secuencia de nucledtidos que
comprende los nucledtidos 58 a 420 de una secuencia de nucledtidos
representada por SEQ ID NO: 52, y un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos 61 a 399 de una
secuencia de nucleétidos representada por SEQ 1D NO: 62.

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

(50) El polinuciedtido 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 nucledtidos
representada por SEQ ID NO; 54, y un polinucledtidc que comprende una
secuencia de nuciedtidos que comprende los nucledtidos 61 a 399 de una
secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 66

(51) El polinucieétido de conformidad con (46), caracterizado porque
contiene un polinucledtido que comprende una secuencia de nucledtidos que

comprende los nucledtidos 58 a 420 de una secuencia de nucledtidos




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 nucledtidos representada por SEQ ID NO: 68.

(52) El polinucleétido de conformidad con (46), caracterizado porque
contiene un polinucledtido que comprende una secuencia de nucledtidos que
comprende los nucledtidos 58 a 420 de una secuencia de nucledtidos
representada por SEQ (D NO: 58, y un polinucledtido que comprende una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos 61 a 399 de una
secuencia de nucleédtidos representada por SEQ 1D NO: 70.

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

(54) El polinucledtido de conformidad con (46), caracterizado porgue
contiene un polinucledtido que comprende una secuencia de nucledtidos que
comprende los nucledtdos 58 a 420 de una secuencia de nucledtidos
representada por SEQ ID NO: 100, y un polinucledtidoc que comprende una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos 61 a 399 de una
secuencia de nucleodtidos representada por SEQ 1D NO: 68.

(55) E! polinucledtido de conformidad con (46), caracterizado porgue
contiene un polinucledtido que comprende una secuencia de nucleodtidos que
comprende los nucledtidos 58 a 420 de una secuencia de nucledtidos
representada por SEQ ID NO: 98, y un polinucledtido que comprende una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos 61 a 329 de una

secuencia de nucleétidos representada por SEQ 1D NO: 102.
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(56) El polinuciedtido de conformidad con (48}, caracterizado porque
contiene un polinucledtido que comprende una secuencia de nucledtidos que
comprende los nucledtidos 58 a 420 de una secuencia de nucledtidos
representada por SEQ 1D NO: 98, 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: 104.

(57) E! polinuclectido de conformidad con (46), caracterizado porque
contiene un polinucleétido que comprende una secuencia de nucledtidos que
comprende los nucledtidos 58 a 1410 de una secuencia de nucledtidos
representada por SEQ ID NO: 50, y un polinucledtido que comprende una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos 61 a 714 de una
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 80.

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

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

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

comprende los nucledtidos 58 a 1410 de una secuencia de nucledtidos
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representada por SEQ |D NO: 54, y un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucleétidos 61 a 711 de una
secuencia de nucledtidos representada por SEQ 1D NO: 66.

(61) El polinucleétido de conformidad con (48), caracterizado porque
contiene un polinucledtido que comprende una secuencia de nucledtidos que
comprende los nucledtidos 58 a 1410 de una secuencia de nucledtidos
representada por SEQ ID NO: 56, y un polinucledtidoc que comprende una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos 61 a 714 de una
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 68.

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

(63) El polinucledtido de conformidad con (46), caracterizado porque
contiene un polinucledtido que comprende una secuencia de nucledtidos que
comprende los nucledtidos 58 a 1398 de una secuencia de nucledtidos
representada por SEQ ID NO: 98, y un polinucledtido 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 polinucledtido que comprende una secuencia de nucleétidos que
comprende los nuclectidos 58 a 1398 de una secuencia de nucledtidos
representada por SEQ ID NO: 100, y un polinucledtido que comprende una
secuencia de nucleotidos que comprende los nucledtidos 61 a 714 de una

secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 68.
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(65) El polinucledtido de conformidad con (46), caracterizado porque
contiene un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que
comprende los nucledtidos 58 a 1398 de una secuencia de nucledtidos
representada por SEQ ID NO: 98, y un polinucledtido 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 nucledtidos gue
comprende los nucledtidos 58 a 1398 de una secuencia de nucledtidos
representada por SEQ ID NO: 98, y un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucleétidos que comprende los nucledtidos 61 a 714 de una
secuencia de nucleédtidos representada por SEQ ID NO: 104.

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

(68) Una célula hospedera transformada, que comprende cualguiera
de los polinucledtidos 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), v (10) a (30}, que comprende cuitivar 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 invenciéon, se puede obtener un agente
terapéutico y/o preventivo para el metabolismo anormal de hueso cuyo mecanismo

de accion es inhibir la diferenciaciéon 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 evaluacion de la pureza de
Siglec-15-His de raton purificada por cromatografia en columna HisTrap HP y
cromatografia en columna Resource Q a traves de electroforesis de SDS-
poliacrilamida y tincién con plata.

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

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

La figura 4 muestra los resultados de la prueba de la unién de un
anticuerpo monoclonal anti-ratébn Siglec-15 de rata a una placa que tenia Siglec-
15-Fc¢ de ratdn inmovilizado en el mismo por un método de ELISA. El simbolo (@)
denota anticuerpo #1A1, el simbolc (M) dencta anticuerpo #3A1, el simbolo (&)
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 IgG.

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

#32A1) sobre la diferenciacion de osteoclastos (estimulacion con RANKL} de
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células no adherentes de medula osea de raton. Incidentalmente, la IgG de control
de rata en el dibujo es un control negativo comun a las figuras 5 y 6.

La figura 6 muestra los resultados de la prueba del efecto de la
adicién de un anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata (#34A1, #39A1 o
#40A1) sobre diferenciacién de osteoclastos (estimulacion con RANKL) de células
no adherentes de médula 6sea de ratén. Incidentalmente, el anticuerpo policlonal
anti-raton 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 tincion con plata.

La figura 8 muestra los resultados de la evaluacion 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-F¢ humana inmovilizada sobre la misma por un método de ELISA. El simbolo
(#®) denota anticuerpo #1A1, el simbolo (W) 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 (L) denota control IgG.

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

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

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

La figura 12 es una grafica que muestra la inhibicion de la actividad
de resorcion de hueso osteoclastos humanos nomales mediante la adicion 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-ratén Siglec-15 de rata se administro a ratas ovanectomizadas
durante 4 semanas; y la figura 13B es una grafica que muestra el efecto de
disminuir excrecién urinaria de desoxipiridinolina cuando un anticuerpo monoclonal
anti-raton Siglec-15 de rata se administré a ratas ovariectomizadas durante 4
semanas.

La figura 14 es una grafica que muestra que un anticuerpo
monoclonal anti-raton 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 ratdn por ELISA competitiva.

La figura 16 muestra graficas que ilustran, por la actividad enzimatica
de TRAP, la inhibicion de formacioén de osteoclastos de raton mediante la adicién
de un anticuerpo monoclonal anti-raton Siglec-15 de rata (anticuerpo #32A1) y un
anticuerpo quimérico del mismo (N=3).

La figura 17 muestra fotomicrografias que ilustran, mediante tincién

de TRAP, la inhibicion de formacién de osteoclastos gigantes a partir de células

30



28

precursoras de osteoclastos humanos normales mediante la adicién 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-raton Siglet-15 de rata se unen a proteina Siglec-15 de ratén de
una manera dependiente de la concentracién de anticuerpo por un método de
ELISA usando una placa que tenia Siglec-15-Fc de ratdn inmovilizada en la
misma.

La figura 19 es una vista en la cual se ha confirmado que 6 tipos de
anticuerpos anti-raton Siglet-15 de rata se unen a proteina Siglec-15 humana de
una manera dependiente de la concentracion de anticuerpe 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 tincion
de TRAP, la inhibicién de formacién de osteoclastos de ratén gigantes bajo
estimulacién con TNFa mediante la adicién de un anticuerpo monoclonal anti-ratén
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 inhibicién de formacion de osteoclastos de ratdon bajo
estimulacién con TNFa mediante la adicién de un anticuerpo monoclonal anti-ratén
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 inhibicion de formacién de osteoclastos de rata mediante
la adicidbn de un anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata (#8A1 o
anticuerpo #32A1) (N=3).

La figura 23 muestra una secuencia de nucledtidos clonada de una

cadena pesada de #32A1 de rata y una secuencia de aminoéacidos de la misma.
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La figura 24 muestra una secuencia de nucledtidos clonada una
cadena ligera #32A1 de rata y una secuencia de aminoacidos de la misma.

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

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

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

La figura 28 muestra una secuencia de nucledtidos 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-T5H y
una secuencia de aminoacidos 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 nucledtidos de h#32A1-T1L y
una secuencia de aminoéacidos de la misma.

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

La figura 34 muestra una secuencia de nucledtidos de h#32A1-T3L y
una secuencia de aminoacidos de la misma.

La figura 35 muestra una secuencia de nucledtidos 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 amincacidos de h#32A1-T10H,
h#32A1-T11H, y h#32A1-T12H.

La figura 40 muestra secuencias de aminoacidos de h#32A1-T7L,
h#32A1-TBL, h#32A1-TIL, 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 ratén mediante la adicion
de un anticuerpo anti-ratén Siglec-15 de rata humanizado (h#32A1-T1, h#32A1-
T2, 0 h#32A1-T3). Incidentalmente, el anticuerpo #32A1 de rata en el dibujo es un
control positivc comun a las figuras 44 y 45.

La figura 45 muestra graficas que ilustran, por la actividad enzimatica
de TRAP, la inhibicién de formacién de osteoclastos de ratén mediante la adicidn
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 formacion de osteoclastos de ratdon mediante la adicion

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

La figura 47 muestra graficas que ilustran, por la actividad enzimatica
de TRAP, la inhibicién de formacién de osteoclastos de ratén mediante la adicién
de un anticuerpo anti-raton Siglec-15 de rata humanizado (h#32A1-H1-1/L.2-16 o
h#32A1-H-1/L2-15).

La figura 48 muestra gréficas que ilustran la inhibicion de la actividad
de resorcion de hueso osteoclastos humanos nomales mediante la adicion de un

. anticuerpo anti-raton Siglec-15 de rata humanizado (h#32A1-T1, h#32A1-T2,
h#32A1-T3, h#32A1-T4, h#32A1-T5, o h#32A1-T6). Incidentalmente, el anticuerpo
#32A1 de rata y el anticuerpo qumeérico humano #32A1 en el dibujo son controles
positivos comunes a [as figuras 48 y 49.

La figura 49 muestra graficas que ilustran la inhibicion de la actividad
de resorcion de hueso osteoclastos humanos normales mediante la adicién de un
anticuerpo anti-raton Siglec-15 de rata humanizado (h#32A1-H1-1/L5, h#32A1-
HS5/LS, h#32A1-H1-1/L2-16, o h#32A1-H1-1/L12-5).

La figura 50 es un termograma obtenido para determinar la
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/L12-5.

La figura 53 es un termograma obtenido para determinar la
estabilidad térmica del anticuerpo h#32A1-H1-1/L.2-16.

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 nucledtidos de h#32A1-HS y
la secuencia de aminoacidos de la misma.

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

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

y la secuencia de aminoacidos de la misma.

Modo para llevar a cabo la invencién

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

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

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

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

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

El termino “Siglec-15", como se usa aqui, se usa con el mismo
significade 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 término “fragmento funcional de un anticuerpo”, como se usa aqui,
se refiere a un fragmento parcial de un anticuerpo que tiene una actividad de union

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



anticuerpos poliespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpo, y
similares. El término también abarca Fab’ que es un fragmento monovalente en
una regién variable de un anticuerpo obtenido mediante tratamiento de F(ab')2
bajo condiciones reductoras. Sin embargo, el término no se limita a estas
moleculas 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 ¢on 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 0 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 inmunoensayo. Sin embargo, por
ejemplo, se puede utilizar el siguiente metodo. Se producen varias estructuras
parciales de Siglec-15. En la produccion 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 recombinacion 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

36




especificar los residuos de aminoacidos de Siglec-15 adyacentes al anticuerpo por
un andlisis de ratyos X. Si un segundo anticuerpo anti-Siglec-15 se une a un
péptido parcial 0 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 confirnar que el
segundo anticuerpo anti-Siglec-15 compite con el primer anticuerpo anti-Siglec-15
por la union 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 o
estructura de un epitope especifico no ha sido determinada. Ademas, cuando el
primer anticuerpo y el segundo anticuerpe se unen al mismo epitope y tambien 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 region 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 esta descripcion, 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

S



35

determinan la especificidad para un antigeno al cual se une el anticuerpo.

La frase “hibridacidn se realiza bajo condiciones astringentes”, como
se usa aqui, se refiere a hibridacion que se realiza bajo condiciones bajo las
cuales la identificacién se puede lograr al realizar hibridacion a 68°C en una
solucion 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 solucion (1 x SSC
de solucion 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 expresadc en tumores de células gigantes y también han
encontrado que el nivel de expresion 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 invencion, Siglec-15
es directamente purificado a partir de monocitos o células de médula ésea de un
humano, mamifero no humano (tal como cobayo, rata, ratén, conejo, cerdo, oveja,
ganado vacuno o mono) o pollo y se usa, o una fraccidn de membrana celular de
las células antes mencionadas se prepara y se puede usar. Ademas, Siglec-15 se
puede obtener por sintesis in vifro de la misma o produccién de la misma en una
célula hospedera a través de ingenieria genética. En la produccidn por ingenieria
genética, 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

transcripcién y traduccion, u ofra célula hospedera procaribtica o eucariética es
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transformada para expresar Siglec-15, por o que se puede obtener |a proteina.

La secuencia de nucleétidos de ADNc de Siglec-15 humana ha sido
registrada en GenBank con un nomero 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 nucleotidos de ADNc de Siglec-15 de ratén ha sido registrada en
GenBank con un namero 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 ¢l listado de secuencias. La Siglec-15 humana
madura de la cual ha sido removida la secuencia de sefial corresponde a una
secuencia de aminoacidos que comprende residuos de aminodcidos 21 a 328 de
la secuencia de aminoacidos representada by SEQ ID NO: 2. Ademas, Siglec-15
de raton de la cual ha sido removida la secuencia de sefial corresponde a una
secuencia de aminoacidos que comprende residuos de aminodacidos 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, vy todos estos representan la
misma molécula.

E! 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
gue expresa ADNc de Siglec-15 como unma plantila y iniciadores que
especificamente amplifica ADNc de Siglec-15 (Saiki, R. K., et al., Science, (1988)
239, 487-49).

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

secuencia de nucledtidos seleccionada de las secuencias de nucledtidos
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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 bioldgica
comparable con la de Siglec-15 es también considerada como ADNc de Siglec-15.
Ademas, un polinucleétido que es una variante de empalme transcrita del locus de
Siglec-15 de humano o ratén o un polinucieétido 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 tambien
considerada como ADNc de Siglec-15.

Ademas, una proteina que comprende una secuencia de
aminoacidos que incluye substitucion, delecidon ¢ adicibn 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 0 una secuencia de aminoacidos obtenida al remover la secuencia de
sefal de cualquiera de estas secuencias y tiene una actividad bioldgica
comparable con la de Siglec-15 es tambien 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, delecion o adicién 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. Deteccidn del metabolismo anomal de hueso

Un anadlisis del nivel de expresion del gen de Siglec-15 en un grupo
de muestras de prueba de varios tejidos 6seos humanos mostré que el nivel de
expresion del gene significativamente incrementa en tumor de células gigantes
(GCT) que es un tumor de huesc con un gran numero de células gigantes

multinucleadas similares a osteoclastos que se producen y se caracteriza por

U4



hallazgos clinicos de destruccién osteolitica de hueso (Bullough et al., Atlas of
Orthopedic Pathology 22. edicién, pp. 17.6-17.8, Lippincott Wiliams & Wilkins
Publishers {1992)).

También se encontré que el nivel de expresion del gen de Siglec-15
incrementa cuando una linea de células derivadas de monocitos es diferenciada
en osteoclastos.

Por consiguiente, se considera que Siglec-15 esta asociada con
patologias humanas tales como GCT en las cuales la resorcion de hueso es
incrementada. En otras palabras, 1a medicién del nivel de expresion del gen de
Siglec-15 y/o Siglec-15 en cada céiula y/o cada tejido permite la determinacion del
estado de metabolismo anormal de hueso acompariado por la sobreexpresion de
Siglec-15. El metabolismo 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 ¢ un inmunosupresor, o artritis
reumatoide acompanante de osteoporosis), artritis reumatoide acompafante de
destruccion de hueso, hipercalcemia cancerosa, mieloma multiple acompafiante
de destruccion de hueso o metdstasis de cancer a hueso, tumor de células
gigantes, osteopenia, pérdida de dientes debido a periodontitis, ostedlisis
alrededor de una articulacién prostética, destruccion de hueso en osteomielitis
cronica, enfermedad de los huesos de Paget, osteodistrofia renal y osteogénesis
imperfecta.

En la invencion, 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 6sea, hueso, prostata, testiculos, pene, vejiga,

ritdn, cavidad oral, faringe, labios, lengua, encias, nasofaringe, esdfago,
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estébmago, intestino delgado, intestino grueso, colon, higado, vesicula biliar,
pancreas, nariz, puimon, tejido blando, piel, mama, utero, ovario, cerebro, tiroides,
nodo linfatico, misculo, tejido graso o similar, o sangre, un fluido corporal, una
excrecion, o similar obtenido de un sujeto de prueba, un espécimen clinico, etc.,
sin embargo, en la invencion, la sangre o médula 6sea es mas preferida.

En cuanto a RANKL que se sabe que estda asociado con
diferenciacion de osteoclastos, se ha producido un ratén 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 raton knockout
desprovisto de Siglec-15 de la misma manera que antes, se puede analizar el

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

3. Produccion de anticueroo anti-Sialec-15

El anticuerpo de la invencion, que es contra Siglec-15, se puede
obtener inmunizando a un animal con Siglec-15 ¢ un polipéptido arbitrario
seleccionado de la secuencia de aminodcidos de Siglec-15, y recolectando y
purificando el anticuerpo producido in vivo de conformidad con un procedimiento
comun. La especie biologica 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 derivado
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 a! Siglec-
15 heterdlogo 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. 495497:
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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 ¢l gen, y despues 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 aiadir una secuencia dada de aminoacidos o
vehiculo para el mismo.

Siglec-15 puede ser purificado directamente de tejidos tumorales o
celulas tumorales humanos y puede ser usado. Ademas, Siglec-15 se puede
obtener sintetizandolo in vitro o haciendo que una celula 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 solucion que contiene una enzima, un sustrato, y
una sustancia de energia requerida para transcripcién y traduccion, u otra célula
hospedera procariética o eucaridtica es transformada para expresar Siglec-15, por
lo que se puede obtener el antigeno.

Ademas, el antigeno también se puede obtener como una proteina
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secretora al expresar una proteina de fusién obtenida ligando el dominio
extracelular de Siglec-15, que es una proteina de membrana, a la region constante
de un anticuerpa en un sistema hospedero-vector apropiado.

El ADNc de Siglec-15 se puede obtener, por ejempio, por un
denominado método de PCR en el cual una reaccion 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) 238, pp. 487-489).

Como la sintesis in vifro 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 procariotico 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 replicacion 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 eucaridtica include celulas 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. Scl. 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-16858), 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.



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 cominmente 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 meétodos de separacion conocidos
utilizando la propiedad fisica y quimica de la 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 (fitracion de gel),
cromatografia de adsorcién, cromatografia de intercambio de iones, vy
cromatografia de afinidad, didlisis, 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 upa columna de afinidad de niguel
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 faciimente producido en rendimiento alto y

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

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

La produccién 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 inyeccién del antigeno, recolectar la sangre, probar su ftitulo 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;

() dividir los hibridomas en clones de células individuales {clonaciony,

(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
biolégica y especificidad de union, 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.



(a) Purificacién de antigeno

Como el antigeno, Siglec-15 preparado por el método como se
describio 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 invencién
quimicamente sintetizado por un método conocido por ios expertos en la técnica

también se puede usar como el antigeno.

(b) Preparacion de ceélulas 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 inmundgeno para inmunizar un animal
experimental. Como el animal experimental, cualquier animal usado en un metodo
de produccién de hibridoma conocido se puede usar sin ningtn 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 celulas de mieloma para ser fusionadas con
las células productoras de anticuerpo extraidas, un ratdon o una rata es
preferiblemente usado como el animal que ha de ser inmunizado.

Ademas, la cepa de raton o rata que se ha de usar no esta
particularmente 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

z



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

Entre éstos, en consideracién de compatibilidad de fusioén con ¢élulas
de mieloma como se describe mas adelante, en el caso de un ratén, 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 consideracion de homologia antigénica entre humanos y
ratones, también se prefiere usar un ratén que tiene funcién biolégica disminuida
para remover autoanticuerpos, es decir, un raton con una enfermedad
autoinmune.

La edad del ratén o rata en el tiempo de inmunizacién 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 ejempio, un método conocido descrito en detalle en, por ejemplo, Weir,
D. M., Handbook of Experimental Immunology Vol. I II. lll., Blackwell Scientific
Publications, Oxford (1987), Kabat, E. A. y Mayer, M. M., Experimental
Immunochemistry, Charles C Thomas Publisher Springfield, lllinois (1964), o
similar se puede usar.

Entre estos métodos de inmunizacién, un método especifico
preferido en la invencién 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 combinacion de ambas vias de administracion es
preferida para incrementar la eficiencia de Iinmunizacién, y cuando Ila

administracién intradérmica se realiza en la primera mitad y administracion
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intraperitoneal se realiza en la dltima mitad o solo en la dltima dosificacion, la
eficiencia de inmunizaciéon 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
administracién del antigeno es 3 a 4 veces y el intervalo de dosificacion 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, ia dosis
generalmente se fiia a 0.05 a 5 mg, preferiblemente aproximadamente 0.1 2 0.5
mg.

Una inmunizaciébn de refuerzo se realiza 1 a 6 semanas,
preferiblemente 2 a 4 semanas, muy preferiblemente 2 a 3 semanas después de la
administracién del antigeno como se describid antes.

La dosis del antigeno en el tiempo de realizar la inmunizacion de
refuerzo varia dependiendo del tipo o tamafo del animal o similar, sin embargo, en
el caso de un ratén, la dosis es generalmente fijada a 0.05 a 6 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 despues de la
inmunizacién 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



subsecuente se puede llevar a cabo de manera mas eficiente.

Ejemplos del método de medir el titulo de anticuerpo para usarse
aqul 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 titulo
de anticuerpo en la invencién 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 solida 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 ratdbn) como un anticuerpo primario para permitir
gue 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 anade y se deja unir al anticuerpo de
ratén. 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
medicion.

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), 268, p. 550; Walsh,
Nature (1977), 266, p. 495).

Por ejemplo, en el caso de células de! bazo, un método general en el
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cual las células productoras de anticuerpo son separadas al homogeneizar el bazo
para obtener céluias 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) Preparacién de células de mieloma (de aqui en adelante referida
como "mieloma")

Las células de mieloma que se han de usar para fusion de células no
son particularmente limitadas y células adecuadas se pueden seleccionar de
lineas de células conocidas. Sin embargo, en consideracién 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 seleccién 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), MPC1145.6TG1.7(45.6TG), FO,
$149/5XX0, y BU.1 derivada de ratones; 210.R8Y3.Ag.1.2.3(Y3) derivada de
ratas; y U266AR(SKO0-007), GM1500-GTG-A12(GM1500), UC728-6, 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 (Depésito 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 medic obtenido al afadir 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




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 10’

células en el dia de fusién de células.

(d) Fusién de células

La fusion entre las células productoras de anticuerpo y las celulas de
mieloma se puede realizar apropiadamente de conformidad con un método
conocido (Weir, D. M. Handbook of Experimental Immunology Vol. |. {l. Il
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 meétodo, un metodo quimico en el cual las celulas
productoras de anticuerpo y las células de mieloma se mezclan en una solucién
que contiene un polimero tal como polietilenglicol a una concentracion alta, un
método fisico que usa estimulacion eléctrica, o similar se puede usar.

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

Es decir, en el caso en donde polietilenglicol se usa en la solucién
que contiene un polimero a una concentracion aita, las celulas productoras de
anticuerpo y las células de mieloma se mezclan en una solucién 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) Seleccion de un arupo de hibridomas
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El método de seleccionar hibridomas obtenidos por la fusién de

células antes mencionada no es particularmente limitado. Usuaimente, un método
de seleccion de HAT (hipoxantina, aminopterina, timidina) (Kohler et al., Nature
(1975), 256, p. 495; Milstein et al., Nature (1977), 266, p. 530) se usa.

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

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

sobrevivan y proliferen.

() 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 difucion limitante se pueden 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 dilucion limitante.

En este método, una cepa de células de fibroblasto derivadas de un
feto de ratdbn o células alimentadoras tales como células de bazo de raton
normales, 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 anade a cada pozo y el cultivo se continta
durante aproximadamente 2 semanas mientras se reemplaza aproximadamente

1/3 de la solucion de cultivo con medio fresco a intervalos de tiempo



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 anticuerpe monoclonal anti-Siglec-15.

Ejemplos de la cepa de hibridoma asi clonada incluye hibridoma
#32A1 descrita en WO 09/48072. El hibridoma #32A1 se depositd en el
[nternational Patent Organism Depositary de la National Institute of Advanced
Industrial Science and Technology (Depdsito Internacional de Organismos de
Patente del Intituto Nacional de Ciencia y Tecnologia Industrial Avanzada,
localizado en Central 6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, 305-8566, Japén)
el 28 de agosto de 2008, y se ha dado un numero de acceso de FERM BP-10999
bajo el nombre de Hibridoma #32A1 anti-Siglec-15. Incidentalmente, en esta
descripcion, 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 aminoacidos 20
a 167 de SEQ ID NO: 28 en el listado de secuencias. Ademas, un fragmento
parcial que contiene la secuencia de region 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.

{a)} Preparacién 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 metodo
conocido.

La medicion del titulo de anticuerpo en la invencion 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 clonacion, 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
monocional que se une especificamente a la proteina de la invencion se puede
obtener por purificacién usando un método conocido por los expertos en la técnica
tal como filtracién en gel.

Ademas, el hibridoma es inyectado en la cavidad abdominal de un
ratobn de la misma cepa que el hibridoma (por ejemplo, el BALB/c antes
mencionadeo) 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 invencién.

En el caso en donde el hibridoma es administrade 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 raton de la misma pieza que el hibridoma para inactivat
las células T. 20 dias después, 10° a 107 células de clon de hibridoma se
suspenden en un medio libre de suero (0.5 ml), y la suspensién es inyectada en la
cavidad abdominal del ratén. En general, cuando el abdomen es expandido y
llenado con los ascitos, los ascitos se recolectan del ratén.

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

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

Es decir, ejemplos del método incluyen un metodo 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 purificacién de anticuerpo monoclonal comercialmente disponible (por
ejemplo, MAbTrap Gll Kit fabricado por Pharmacia, Inc.} ¢ 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 metodo



de Ouchterlony, un metodo de ELISA y un método de RlIUn.

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

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

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

Ademas, la determinacion 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/ml].

{3} Otros anticuerpos

El anticuerpo de la invencion incluye no solo el anticuerpo
monoclonal antes mencionado contra Siglec-15, sino también un anticuerpo
recombinante obtenido por modificacion artificial para el proposito de reducir la
antigenicidad heteréloga 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 quimeérico, 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 region 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

>4




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 aminocacidos 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 regién 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 método
de injerto de CDR (WO 90/07861). Como un ejemplo del anticuerpc humanizado
de un anticuerpo de rata #32A1, se puede ejemplificar una combinacion 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 |D 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 aminodacidos 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
que comprende residuos de aminodacidos 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 aminodcidos 21 a 133 de SEQ ID NO: 689, 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 aminodacidos 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
residuocs de aminoacidos 20 a 140 de SEQ ID NO: §1 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 region 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 regién variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 20 a 140 de SEQ [D 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 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
aminodcidos 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 133 de SEQ (D 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: 58 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: 71, un anticuerpo que comprende una cadena pesada gue 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:
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 regién 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
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: 99 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:
103, o un anticuerpo que comprende una cadena pesada que contiene una regién

variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que
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comprende residuos de amincacidos 20 a 140 de SEQ ID NO: 99 y una cadena
ligera que contiene una regidén 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
aminoacidos 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 aminodacidos gue 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 aminoéacidos 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 amincacidos 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 1D NO: 52 y una cadena ligera que tiene una

secuencia de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 21 a 238 de
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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 gue 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 gque 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 formacién de osteoclastos.
Incidentalmente, la regién variable de cadena pesada del anticuerpo #32A1 tiene
CDRH1 (DYFMN) que comprende una secuencia de aminoacidos representada
por SEQ D 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 CDRHZ representada por SEQ |D NO: 45 es de conformidad

con la definicion 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 definicién
de Kabat. En la secuencia de cadena pesada gue contiene esta CDRHZ2, 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 heterdlogo. Ademas, la region 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.

Ademads, el anticuerpo de la invencién incluye un anticuerpo humano.
Un anticuerpo anti-Siglec-15 humano se refiere a un anticuerpo humano que tiene
sblo una secuencia de gen de un anticuerpo derivado de un cromosoma humano.
El anticuerpo anti-Siglec-15 humano se puede obtener por un méetodo que usa un
ratén productor de anticuerpe 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 (1897) 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 raton productor de anticuerpo humano se puede crear
especificamente como sigue. Un animal genéticamente modificado en el cual loct
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
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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
eucaridticas, preferiblemente células de mamifero tales como celulas CHO,
linfocitos o células de mieloma.

Ademas, también se conoce un meétodo para obtener un anticuerpo
humano derivado de despliegue de fagos determinado selectivamente de una
genoteca de anticuerpo humanc (véase Wormstone, |. 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. 427431, etc.).

Por ejemplo, se puede usar un metodo de despliegue de fagos en el
cual una regiobn 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 uniébn a un
antigeno, se puede determinar una secuencia de ADN que codifica la regién
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



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 83/11236, 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 cuando 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 temperatura de punto medio de desnaturalizacion termica
(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 sabe que la estabilidad al
almacenamiento de los anticuerpos muestra alguna correlacién 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 agregacién 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 Immunclogy (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 (1893) 363 (6428) 446-8). Se
puede entender que los anticuerpos antes mencionados son tipos de fragmentos
funcionales del anticuerpo de conformidad con la invencion.

Ademas, al controlar la glicosilacién en la cual un glicanc se une al
anticuerpo de la invencion, es posible incrementar la actividad citotdxica 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 estos.

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 apropiade. Ejemplos especificos del gen de anticuerpo incluyen una
combinacion de un gen que codifica una secuencia de cadena pesada de un
anticuerpo descrita en esta descripcidn 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 expresidon por separado. En casos en donde se usan ceélulas
eucaridticas como el hospedero, se pueden usar células animales, células
vegetales y microorganismos eucaridticos. 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 (1880) 77, pp. 4126-4220) de células
COS de simio (Gluzman, Y., Celi, (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 sublilis 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
facilimente producido como un compuesto farmaceutico al usar el rendimiento
como un indice entre los anticuerpos que tienen una actividad de unién
comparable.

No hay limitacion sobre el isotipo del anticuerpo de la invencion, y
ejemplos de los mismos incluyen I1gG (IgG1, 19G2, IgG3, 1gG4), IgM, IgA (IgA1,
igA2), IgD e IgE, y ejemplos preferidos de los mimos incluyen IgG e IgM, vy
ademas, ejemplos mas preferidos de los mismos incluyen 1IgG1 e IgG2.

Ademads, el anticuerpo de la invencién 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 ilamar un fragmento
funcional del anticuerpo. Como las funciones de! anticuerpo, generalmente una
actividad de unién a antigeno, una actividad de neutralizacion de la actividad de un
antigeno, una actividad de incremento de la actividad de un antigeno, una
actividad citotéxica dependiente de anticuerpo, una actividad citotoxica
dependiente de complemento y actividad citotéxica 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 del 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 apropiado, 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.

Ademas, el anticuerpo de la invencion 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 aqgui,
incluye un anticuerpo que tiene especificidad para dos o mas (por ejempio, tres)
antigenos.

El anticuerpo poliespecifico de la invencion puede ser un anticuerpo



de longitud completa o un fragmento de dicho anticuerpo (por ejemplo, un
anticuerpo biespeclfico F(ab')2). E! 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 regién variable de cadena pesada y |a regién 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, 5,091,513, 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. 5879-5883). En el
scFv, la regién 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




usando un ADN que codifica la secuencia entera de aminoacidos, 0 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 regién 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 amplificacion 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 expresion se puede obtener de conformidad con procedimientos
comunes. Ademads, 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 describid antes.

El anticuerpo de la invencion 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
multimerizacion del anticuerpo, se puede ejemplificar la unién del dominio CH3 de
IgG a dos moléculas de scFv, unién a estreptavidina, introduccién de un motivo de
hélice-vuelta-hélice y similares.

El anticuerpo de la invencion 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 anticuerpc unido a
cualquiera de varios tipos de moléculas tales como polietilenglicol (PEG) tambien.

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 material radioactivo 0 un compuesto que tiene una
accion farmacoldgica (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, filtracién por filtro, ultrafiltracién, 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 metodo 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



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 gue contiene anticuerpo anti-Sialec-15

De los anticuerpos anti-Siglec-15 obtenidos por el método descrito en
el anterior punto “3. Produccién de anticuerpo anti-Siglec-157, se puede obtener un
anticuerpo que neutraliza la actividad biolégica de Siglec-15. Dicho anticuerpo que
neutraliza la actividad biologica de Siglec-15 inhibe la actividad biolégica de
Siglec-15 in vivo, es decir, la diferenciacion y/o maduracion 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 perdida neta de hueso
(osteopenia u ostedlisis). En general, el tratamiento y/o prevencion por el
anticuerpo anti-Siglec-15 sonfes aplicado a un caso en donde la inhibicion de
resorcién de hueso es requerida. Ejemplos del metabolismo anormal de hueso que
se puede tratar y/o prevenir por el anticuerpo anti-Siglec-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 acompafnante de osteoporosis), artritis
reumatoide acompafante de destruccion de hueso, hipercalcemia cancerosa,
mieloma multiple acompanante de destruccidn de hueso o metastasis de cancer a

hueso, tumor de células gigantes, osteopenia, pérdida de dientes debido a



periodontitis, osteoclisis alrededor de una articulacién 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 acompartada por
pérdida neta de hueso causada por osteoclastos. Ejemplos dei 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 anticuerpe 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 péptido parcial especifico de
Siglec-15. Ademas, también se puede determinar que si un cierto anticuerpo anti-
Siglec-15 compite con el anticuerpo #32A1 para union a Siglec-15, estos
anticuerpos comparten el mismo epitope.

La actividad in vitro del anticuerpo anti-Siglec-15 de neutralizar la
actividad bioldgica de Siglec-15 se puede determinar, por ejemplo, por la actividad
de inhibir la diferenciacién 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 diferenciacion en
osteoclastos por estimulacion con RANKL o TNF-o se puede determinar. Ademas,
el anticuerpo anti-Siglec-15 se anade a células cultivadas primarias derivadas de
médula dsea a varias concentraciones, y la actividad de inhibir la diferenciacion en
osteoclastos por estimulacion con RANKL, TNF-a, o vitamina Da activa se puede

determinar. Ademas, el anticuerpo anti-Siglec-15 se aflade 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 diferenciacién en osteoclastos por
estimulacion con RANKL o M-CSF se puede determinar. Dicho efecto inhibidor
sobre la diferenciacion de osteoclastos se puede determinar usando la inhibicion
de al actividad de la fosfatasa &cida resistente a tartrato (TRAP) de osteoclastos
como un indice. Ademas, el efecto inhibidor sobre la diferenciacion de
osteoclastos también se puede detemminar usando la inhibicion de formacion de
osteoclastos multinucleados TRAP-positivos, es decir, la inhibicion de fusion
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 resorcién de
hueso por osteoclastos se puede determinar afadiendo 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 resorcion de huesoc por osteoclastos, es
también posible usar una placa revestida con colageno humano conjugado a
europio. El efecto terapéutico o preventivo in vivo 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 o 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 (til como un agente farmacéutico, particulammente como una
composicion farmacéutica para tratar o prevenir el metabolismo anormal de hueso
tales como osteoporosis, artritis reumatoide acompafante de destruccion de

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

En el tratamiento de artritis reumatoide (RA), un problema mayor es
pérdida de hueso que acompana la ocurrencia de la enfermedad. Se ha reportado
gue en esta pérdida de hueso que acomparia RA, los osteoclastos juegan un
papel primario. Las citocinas consideradas como las mas importantes para
induccion de osteoclastos (diferenciacién y maduracion} y la activacion y como la
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 formacion de osteoclastos inducida por RANKL pero no inhibe la
formacion de osteoclastos inducida por TNF-a. Por otra parte, el anticuerpo anti-
Siglec-15 de conformidad con la invencién efectivamente inhibié la formacion de
osteoclastos inducida por RANKL y TNF-u. Por lo tanto, se espera que el
anticuerpo anti-Siglec-15 de la invencion 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 ¢ prevencion de metabolismo
anomal de hueso, el anticuerpo anti-Siglec-15 se puede administrar sola o en
combinacién con por io menos otro agente terapeutico para una enfermedad
relacionada con huesoc. Como otro ejemplo, el anticuerpo anti-Siglec-15 se puede
administrar en combinacion 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 estrogeno selectivos), ipriflavona,

vitamina K: (menatetrenona), preparaciones de calcio, PTH (homona

il



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 osteoclastogénesis). 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 pueden 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 terapeutico
proteindceo para una enfermedad de los huesos y un gen del anticuerpo anti-
Siglec-15 se pueden insertar hacia el extremo 3' de la misma region 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 ¢ 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 propdsito, otra molécula distinta al
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anticuerpo, cualquier fragmento 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 invencién, 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. Gamet “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 0 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
conjugade 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 scluble en agua. La conjugacién del anticuerpo (¢ un fragmento del
mismo) a un agente terapéutico para una enfermedad de los huesos ¢ un vehiculo
de farmaco tal como un lipesoma o un polimero soluble en agua se puede efectuar

por un método conocido por los expertos en la técnica tal como el método descrito



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 incorporacion de un agente
terapéutico para una enfermedad de los huesos en un liposoma se puede efectuar
por un metodo 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 terapeutico
proteinaceo para una enfermedad de los huesos {0 un fragmento del mismo)
puede ser producido por métodos conocido por los expertos en la técnica a traves
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 invencion también provee una composicibn farmaceutica 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 enfermedad 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 Di 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 (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 osteoclastogenesis).

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

La composicion farmaceutica de la invencién puede contener una
sustancia para uso farmacéutico que es capaz de cambiar 0 mantener el pH,
presion osmotica, viscosidad, transparencia, color, isotonicidad, condicion
aséptica, estabilidad, solubilidad, velocidad de liberacion, velocidad de absorcion,
y permeabilidad de la misma. Ejemplos de dicha sustancia para uso farmaceéutico
incluyen, pero no se limitan a, aminoacidos tales como glicina, alanina, glutamina,
asparagina, arginina y lisina; agentes antimicrobianos; antioxidantes tales como
acido ascorbico, 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 sorbico y perdxido de hidrogeno; solventes tales como glicerina,
propilenglicol y polietilenglicol;, alcoholes de azucar tales como manito! 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; agentes de transporte; excipientes; y/o
adyuvantes farmacéuticos. La cantidad de estas sustancias anadidas 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 preparacion dependiendo de la
enfermedad a la cual se aplica la compaosicion, la via de administracion, o similar.
El excipiente o vehiculo en la composicién farmacéutica puede estar
en forma de un liquido o un sélido. Un excipiente o vehiculo apropiado puede ser
agua inyectable, solucién salina fisiologica, un fluido espinal cerebral artificial, u
ofra sustancia comunmente usada para administracion parenteral. Ademas, la
solucién salina fisiologica neutra o solucién salina fisioldgica que contiene
albumina de suero también se puede usar como un vehiculo. La composicidon

farmacéutica puede contener un regulador de pH Tris de pH 7.0 a 85, un



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 composicion farmacéutica que contiene el anticuerpo anti-Siglec-15 y una
composicion farmacéutica que contiene el anticuerpo anti-Siglec-15 y por lo 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 invencion se puede preparar para
administracion parenteral o para absorcién gastrointestinal a través de
administracién oral. La composicion y concentracion de una preparacion se puede
determinar dependiendo del método de administracion. Mientras mas alta es la
afinidad del anticuerpo anti-Siglec-15 contenido en la composicion farmacéutica de
la invencién es para Siglec-15, es decir, mientras mas baja es la constante de
disociacién (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, Ia dosis de la composicién farmaceutica de la invencion
para humanos también se puede determinar con base en esta consideracion. 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 composicidén 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. |a invencién no se limita a la misma.
Notese 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 indigue otra cosa.

EJEMPLO 1

Produccién de constructo de expresion de proteina Sialec-15 soluble de

raton

Una secuencia parcial de nucleotidos que codifica el dominio
extracelular de proteina Siglec-15 de raton esta representada por SEQ ID NO: 5
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 ratén se puede producir en un

sobrenadante de cultivo de una célula animal o similar.

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

Como iniciadores para amplificar el ADN¢ del dominio extracelular de

&2
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Siglec-15 de raton por PCR, un oligonucledtido que tiene una secuencia de 5'-
ggggacaagt ftgtacaaaa aagcaggett caccATGGAG GGGTCCCTCC AACTC-3
(mSiglec-15-ECD-F: SEQ ID NO: 7 en el listado de secuencias); y un
oligonucledtido que tiene una secuencia de 5'-ggggaccact ttgtacaaga aagctgggtc
TCCGGGGGCG CCGTGGAAGC GGAAC-3' (mSiglec-15-ECD-R: SEQ ID NO: 8
en el listado de secuencias) se sintetizaron de conformidad con un procedimiento
comun. Incidentalmente, estos iniciadores se disefiaron como iniciadores de
amplificacién 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
afiade a mSiglec-15-ECD-R. El PCR se realizé usando esta combinacion de
iniciadores y un polinucledtido que contiene una secuencia de marco de lectura
abierta del ratén 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, sequido por calentamiento a 68°C durante 5 minutos e incubando

a4°C.

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

Un cion 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 recombinacion especifico del sitio de fago lambda fue
producido por el siguiente método. Primero, una reaccién de BP que usa BP
Clonase se realizé entre el producto de PCR que tiene una secuencia de atiB 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 reaccién, Escherichia coli DH10B fue transformada, PCR de colonia se realiz6
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para clones resistentes a farmacos, y el tamafio de insertos fue confirmado.
Después, para un clon que se confirmo que tenia un inserto con el tamafio
correcto, se realizé 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: 5 en el listado de

secuencias) gue 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 ratén 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 reaccion 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 diseftados de tal manera
que una etiqueta de epitope V5 y una etiqueta 6 x His se aftaden al C terminal del
inserto: y phigFc disefiado de tal manera que una etiqueta F¢ humana se afiade al
C terminal del inserto se usaron. Al usar la solucion de reaccion obtenida por la
reaccion LR, Escherichia coli DH10B fue transformada, y PCR de colonia se
realizé para los clones resistentes a farmaco obtenidos, y el tamafio de los
insertos fue confirmado. Después, para un clon que se confimd gue tenia un
inserto con el tamarfio correcto, se realizo un analisis de secuencia de ambos

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

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

y

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

Como resultado de la analisis de secuencia, se obtuvieron los clones
de expresién (Siglec-15/pDONM soluble de ratén y Siglec-15/phigFc soluble de
ratén) en el cual la recombinacién correcta ocurrid tanto para pDONM como para

. phigFc¢, 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 tiene 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
ARNm 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
raton} que tiene una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 14

en el listado de secuencias.
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EJEMPLO 2

La preparacidon a gran escala de solucién de cultivo que contiene
proteina Siglec-15 soluble de ratén con el uso de celulas 293-F

Los dos tipos de vectores de expresion (Siglec-15/pDONM soluble de
ratdén y Siglec-15/phigFc soluble de ratén) obtenido en et ejemplo 1 se preparé en
una cantidad de aproximadamente 5 mg, respectivamente. Incidentalmente, en la
purificacién de plasmidos de Escherichia coli cultivados a gran escala, se uso
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 filtracién, 10 ml de un reactivo de
transfeccion 293fectin (fabricado por Invitrogen, Inc.) se anadié a la misma, y la
mezcla resultante se incubo 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
alcanzé 1.1 x 108 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
concentracién de CO; de 8.0% durante 96 horas (4 dias) a 37°C, la solucion de
cultivo se recolecté y se centrifugé para preparar un sobrenadante de cultivo. Se
considera que en el sobrenadante de cultivo asi preparado, una proteina en la cual
una etigueta de epitope V5 y una His tag 6x se han afiadido al lado C-terminal del
dominio extracelular Siglec-15 de ratén (Siglec-15-His de ratdn) y una proteina en
la cual una etiqueta Fc humana se ha afiadido al lado C-terminal del dominio
extracelular Siglec-15 de raton (Siglec-15-Fc de raton) se expresan,

respectivamente.
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EJEMPLO 3

Purificacion de Siglec-15-His de ratén

a) Cromatoarafia 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 imidazot, pH 8.0) se afiadi6, y la mezcla resultante
se agitd bien y se filtré a través de un filtro Sterivex-GV (fabricado por Millipore
Co., Ltd.). Esta solucion de cultivo se aplicé a una velocidad de flujo de 2 mi/min a
una columna que comprendia tres columnas de HisTrap HP 5 ml (fabricada por
Amersham Biosciences, Inc.) conectadas en serie y se tratdé anteriormente con un
agente removedor de pirdgeno PyroCLEAN (fabricado por ALerCHEK, Inc.) y se
lavd con agua destilada para inyeccién. Después de que la columna se lavé con
80 ml 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 eluy6
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 mi/min. El producto eluido fue
fraccionado a 1 ml por fraccién en tubos mini-sorp (fabricado por Nunc, Inc.) a los
cuales se habia afadido previamente 10 ul de 10% Tween 20. Despues de
aproximadamente 20 ml de una solucién obtenida al combinar las fracciones
(fracciones 14 a 20) y que contenia la proteina eluida se concentré a 2.5 mi 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
solucién salina regulada en su pH con fosfato que contenia 0.01% Tween 20 (T-
PBS), segquido por elucion con T-PBS, por lo que se obtuvo 3.5 ml de una muestra

cuyo solvente fue reemplazado por T-PBS.



b} Cromatoarafia 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-HCI (pH 7.5} que contenia 0.1% CHAPS se afadio y
la mezcla resultante se agité. Después, la mezcla se centrifugd a 4°C durante 30
minutos a 3,000 rpm y el precipitado fue removido. Después de que el
sobrenadante resultante se filtrd a través de un filtro Millex-GV (fabricado por
Millipore Co., Ltd.), el filtrado se aplicé a una velocidad de fiujo 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)
gue contenia 0.1% CHAPS. Por lo tanto, la columna se lavd con este regulador de
pH a una velocidad de flujo de 1 mi/min y una fraccién de proteina que no fue
adsorbida a la columna fue recolectada. Una proteina adsorbida a la columna se
eluyé 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 fraccion
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 centrifugacidn fue crioconservado a
-80°C hasta usarse. El procedimiento de purificacion antes mencionado
{cromatografia en columna HisTrap HP y cromatografia en columna Resource Q)

se realizo al repetirio dos veces.

c) Deteccién y prueba de pureza de Siglec-15-His purificada de ratén

Al usar una muestra preparada por el procedimiento de purificacion

antes mencionado (cromatografia en columna HisTrap HP y cromatografia en




columna Resource Q), se realizé electroforesis de SDS-poliacrilamida bajo
condiciones reductoras y tincién con plata. Es decir, a 5 |l de cada una de las
muestras purificada por los pasos de purificacion respectivos, se anadié una
cantidad equivalente de una solucién de tratamiento de SDS, y la mezcla
resultante se traté térmicamente a 95°C durante 10 minutos. 0.3 ul de cada una de
jlas muestras térmicamente tratadas se usé para electroforesis de SDS-
poliacrilamida. Como un gel para electroforesis, se usé un gel de gradiente de
poliacriiamida de B-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 realizé 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 raton) fue
eficientemente purificada y concentrada en la fraccion de proteina que no fue
adsorbida a la columna Resource Q.

La electroforesis se realizé 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 fa 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

ambiente durante 1 hora. A esta solucién de blogueo, 10 ul 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 agitdé suavemente a temperatura
ambiente durante 1 hora adicional. La membrana de PVDF se lavé 4 veces al
agitarlo suavemente en 50 mL de fosfato-regulador de solucidn salina reguiada en
su pH con fosfato (PBS) que contenia 0.01% Tween 20 durante 5 minutos.
Después del lavado, la membrana de PVDF se tratd de conformidad con el
protocolo que acompafié 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)} Medicion de concentracion de proteina de Siglec-15-His purificada

de ratén

Para la Siglec-15-His purificada de ratén (la fraccién 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 purificacion dos veces.

CUADRO 1
Concentracion de Volumendela | Total de proteina
. proteina (mg/ml) muestra. (ml) (mg) |

17 0.475 2.0 0.95
2° 0.354 2.0 0.71

Total 1.66




EJEMPLO 4

Purificacion de Sialec-15-Fc de raton

a) Proteina en columna HiTrap Protein A

1.8 L de la soluciéon de cultivo de células 233F que expresan Siglec-
15-Fc¢ de ratdn preparada en el ejemplo 2 se filtré a traves de un filtro Sterivex-GV
(fabricado por Millipore Co., Lid.), 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 ml/min. Después de que la columna
se lavo con D-PBS a una velocidad de flujo de 5 mi/min, una proteina adsorbida a
la columna se eluy6é 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 eluide se fracciond a & ml por
fraccién en tubos mini-sorp (fabricado por Nung, Inc.), e inmediatamente después,
1.3 ml de 1 M Tris se afiadi6é al mismo para neutralizar el material eluido. Después
de que una solucion obtenida al combinar las fracciones (fracciones 1y 2) en la
cual la protelina eluida fue detectada se concentré a 2.5 ml con un concentrador de
membrana centrifuga Amicon Ultra-15 (fabricado por Millipore Co., Ltd.), el
concentrado se aplico 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.) que 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-

SH



SS se obtuvo. Esta muestra fue crioconservada a —80°°C hasta usarse. Al usar 2.9
L de una solucién de cultivo de células 293F, el mismo procedimiento de

purificacion se realizo al repetirlo una vez mas.

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

Al usar una muestra preparada por el procedimiento de purificacion
antes mencionado, se realizaron electroforesis de SDS-poliacriiamida 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 solucion de tratamiento de SDS se afiadio, 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 témmicamente tratadas a 1/300 6 1/900 con una
concentracion media de la solucion de tratamiento de 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 de raton
descrita en c¢) del ejemplo 3. Los resultados se muestran en la figura 3 junto con
los resultados del examen de condiciones de purificacién preliminar a escala
pequeiia (el pH de la solucién de cultivo aplicada fue 8.9 6 7.0). Se mostro que
una proteina que tenia un peso molecular de aproximadamente 55 kDa (Siglec-15-
Fc de ratén) fue eficientemente purificada y concentrada en la fraccién de proteina

que se eluyé de la columna de HiTrap Protein A.

c) Medicion de concentracién de proteina de Sialec-15-Fc¢ purificada

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

kit de prueba de proteina DC (fabricado por Bio-Rad Laboratories, Inc.) usando




90

albuimina 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.

>0
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CUADRO 2
Concentracionde |  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 anticuerpc monoclonal anti-

raton Siglec-15 de rata

a) Preparacitn 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 afiadio 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 us6 solo para la primera inmunizacién, y adyuvante incompleto de Freund
(FICA, fabricado por Difco Laboratories, Inc.) se us6 para la segunda 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 emulsion obtenida
en a) se inyectdé subcutaneamente e intradémmicamente usando una aguja de
inyeccién de 27 G de tal manera que |a cantidad del antigeno fue 50 ng por rata.
La inmunizacién se realizé un total de 4 veces cada 7 dias después de la primera
inmunizacién. Una pequefia cantidad (200 pl) de la sangre fue recolectada de la
vena de la cola después de 7 dias desde la fecha de ia 4% inmunizacion, y se

preparé un antisuero. Para confirmar el titulo de anticuerpo del antisuero, ELISA

)
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que usaba la proteina Siglec-15-His de ratén que se habia usado como el
antigeno, la proteina Siglec-15-Fc de ratén producida en el ejemplo 4, o albumina
de suero de bovino (BSA), cada una de las cuales fue inmovilizada, se realizd.
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, [a rata No. 2 gue mostré el titulo de anticuerpo mas alto

fue sometida a un procedimiento de fusién celular.

c) Fusion celular

Se realiz6 fusién celular de conformidad con un método comun de
fusidén de células de bazo de raton {rata) con células de mieloma. L.a 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 ratén
fueron sometidas a fusién 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
anadié a las mismas, y después, las células se cultivaron durante 7 a 10 dias. El
sobrenadante de cultivo fue recolectado de 61 pozos en los cuales la
supervivencia de hibridomas obtenidos por fusidon celular fue confirmada.
Después, el titulo de anticuerpo fue evaluado por ELISA usando la proteina Siglec-
15-His de ratdn que se habia usado como el antigeno, la proteina Siglec-15-Fc de
ratén producida en el ejemplo 4, o BSA, cada upa de las cuales fue inmovilizada, e
hibridomas productores de anticuerpo monocional anti-Siglec-15 de ratén se

determinaron selectivamente. A partir de los resultados de la determinacién
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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

clonacién.

d) Clonacion de hibridoma

Para el hibridoma asi seleccionados, se realizd6 un primer paso de
clonacion por un método de dilucién limitante. Después de fa dilucién limitante, los
hibridomas se cultivaron durante 2 semanas, y el titulo de anticuerpo en el
sobrenadante de cultivo fue confirmado por ELISA usando fa proteina Siglec-15-Fc
de raton 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 realizo
un segundo paso de clonacién (de fa misma manera que el primer paso de
clonacion), por lo que 10 clones de los hibridomas productores de anticuerpo
monoclonal anti-Siglec-15 de ratén (#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 niimero de acceso de FERM BP-10999 bajo el

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

EJEMPLO 6

Preparacion de anticuerpo monoclonal anti-raton Sialec-15 de rata

a) Preparacion de ascitos de ratén sin belo

Los hibridomas establecidos en el ejemplo 5 se cultivaron usando

medio TIL Media | (fabricado por Immuno-biological Laboratories Co., Lid.) que
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contenia 10% FCS. El subcultivo de las células se llevé a cabo al realizar un
pracedimiento 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 mifraton)
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
implantacién, los ascitos fueron recolectados cuando se observo 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 midi6, y Ios 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
o Cantidad de ascitos L Cantidad de ascitos |

o gl iz recolectados (ml) jiforidoma recolectados (ml)

#1A1 12.5 #34A1 8.2

#3A1 8.0 #39A1 14.5

#8A1 6.0 #40A1 20.3

#24A1 7.8 #41B1 110.5

#32A1 5.5 #61A1 [12.3

b) Purificacién de anticuerpo

La cantidad total de los ascitos recolectados se sometié a purificacion
de igG usando una columna de 20 ml Protein G (fabricado por GE Healthcare,
Co., Ltd.). La IgG purificada se prob6 para pureza por analisis de filtracion en gel
(cromatografia en columna Superdex 200), y alguncs de los anticuerpos fueron

sometidos a concentracion de membrana centrifuga. Es decir, entre los
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anticuerpos monoclonales anti-ratén Siglec-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
rom 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 alblimina de suero de bovino (BSA) como
una muestra estandar. Mediante procedimiento antes mencionado, se preparo el

anticuerpo anti-ratén Siglec-15 monocional.

EJEMPLO 7

Evaluacién de propiedad de unién de anticuerpo monocional anti-ratén

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

La propiedad del anticuerpo monoclonal anti-raton Siglec-15 de rata
que se une a proteina Siglec-15 de raton fue evaluada por un método de ELISA.
La proteina Siglec-15-Fc de raton producida en el ejemplo 4 se diluy6é a 5 pg/mi
con regulador de pH de carbonato de sodio 0.1 M (pH 9.5), y la solucién resultante
se afadi® a una placa de 96 pozos (fabricada por Nalge Nunc International, Inc.,
Cat. No. 430341) a 100 p/pozo. Después de que |a placa se dejd a temperatura
ambiente durante 1 hora, [a 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
anadiéd a 300 pl/pazo y después se removio. Después de este procedimiento de
lavado se realizé una vez mas, solucion 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,
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por lo que se realizé bloqueo. El liquido fue removido, y la placa se lavo dos veces

con 300 pl/pozo del regulador de pH de lavado. Después, cada uno del anticuerpo
monocional anti-ratén Siglec-15 de ratas preparado en el ejemplo 6 o IgG de
control de rata (fabricada por R&D Systems, Inc.) se diluyd a una concentracion
final de 1.28 a 20,000 ng/ml (serie de dilucion 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 solucién de anticuerpo diluida resultante se
afiadid 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 lavd 3 veces con
300 pl/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 dejoé 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 acompaniaba 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 raton 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 observo la unién a la proteina Siglec-15 de raton.

EJEMPLO 8

Preparacion de células no adherentes de médula osea de raton




El fémur y tibia se extirparon de un raton ddY macho de 5 a 8
semanas de edad y los tejidos blandos se removieron. Ambos extremos del fémur
o tibia se cortaron, y D-PBS se inyectd usando una jeringa con una aguja de
inyeccion de calibre 25 para extraer células de médula dsea, que fueron
recolectadas en un tubo de centrifuga. La centrifugacion se realizé a temperatura
ambiente durante 5 minutos a 100 g, y el sobrenadante fue removido. A la pastilla
de células resultante, se afnadié 1 ml de un regulador de pH hemolitico (Red Blood
Cell Lysing Buffer (regulador de pH de lisis de globulos rojos), fabricado por Sigma
Co., Ltd.) para suspenderlo, y la suspension resultante se dejo a temperatura
ambiente durante 5 minutos. 20 ml de D-PBS se afiadié¢ a la misma, y la
suspension se centrifugd a temperatura ambiente durante 5 minutos a 100 g, y el
sobrenadante fue removido. A la pastilia de células resultante, se afiadio 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 suspension resultante se hizo pasar a través de un
colador de células (40 pm 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 union de células adherentes) y se cultivaron durante la noche
en una incubadora con CQO;. 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 dsea de ratén.

EJEMPLO 8

Evaluacién de actividad biolégica de anticuerpo monoclonal anti-ratén

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

Al usar todas las 10 muestras de prueba de los anticuerpos
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monoclonales anti-ratén Siglec-15 producidos en el ejemplo 6, un efecto sobre
diferenciacion de osteoclastos de células no adherentes de médula 6sea de raton
se examino. Las células no adherentes de médula 6sea de raton preparadas por el
método del ejemplo 8 se preparé a 1.5 x 10° células/ml en medio a-MEM que
contenfa 10% de FBS y 10 ng/ml de M-CSF (fabricado por R&D System, Inc.}, y Ia
preparacion de células resultante se sembré 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 con CO,. La solucién de cultivo viejo en la placa de 96 pozos fue
removida, y 100 pi de medio MEM-a se anadi6 a cada pozo, los 100 pl 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/mi, respectivamente. A la solucién de cultivo de células, cada
uno de los anticuerpos monoclonales anti-raton Siglec-15 de ratas producido en el
ejemplo 6, una muestra obtenida al remover azida de sodio de 19G 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 concentracién de 32 a 1,000 ng/ml, y las
células se cultivaron durante 3 dias adicionales en una incubadora de CO,.
Incidentalmente, el anticuerpo policlonal (No. 3) es un anticuerpo que ya se ha
confirmado que inhibe la formacion de osteoclastos en el sistema experimental
descrito en este ejemplo. Después de completarse el cultivo, la actividad de
fosfatasa 4cida resistente a tartrato (TRAP) de los osteoclastos formados se midio
por un procedimiento descrito mas adelante. La solucién de cultivo en cada pozo
de la placa de 86 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 pl de una solucion de sustrato (50 mM
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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 ul de una solucién de
hidréxido de sodio 1 N se afadié a cada pozo de la placa de 96 pozos para
detener la reaccion enzimatica. Después de detener la reaccién enzimatica, una
absorbancia de cada pozo a 405 nm se midi6, 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
lgG de control de rata comercialmente disponible. Por otra parte, una inhibicidn
significativa de actividad de TRAP se observé en el caso del anticuerpo #32A1
anadido en el intervalo de 32 ng/ml a 1000 ng/mi, y el anticuerpo #8A1 y el
anticuerpo policlonal No. 3 de conejo purificado en cuanto a afinidad afadido en el
intervalo de 63 ng/mt a 1000 ng/ml. También en el caso del anticuerpo #3A1,
anticuerpo #34A1 y anticuerpo #39A1, una inhibicién de actividad de TRAP
dependiente de la dosis se observé a una concentracion relativamente alta de 500
ng/m! o superior. No se observo inhibicion de formacion de osteoclastos de raton
por lo otros anticuerpos. De los resultados anteriores, los anticuerpos que inhiben
fuertemente la formacion de osteoclastos de raton (diferenciacion y maduracion de
osteoclastos) se encontraron entre el anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15
de ratas preparado. Ademas, como una propiedad comun al anticuerpo #3A1,
anticuerpo #8A1, anticuerpo #32A1, anticuerpo #34A1, y anticuerpo #39A1, la
actividad de inhibir ta formacién de osteoclastos a una concentracion de 1000

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

EJEMPLO 10

Produccién de constructo de expresion de proteina Sialec-15 humana

soluble
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Una secuencia parcial de nucledtidos que codifica el dominio
extracelular de proteina Siglec-15 humana esta representada por SEQ 1D NO: 15
en el listado de secuencias y la secuencia de aminoacidos de la misma esta
representada por SEQ D 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) Amplificacién de gen de Siglec-15 humano soluble por PCR

. Como iniciadores para amplificar el ADNc extracelular det dominio de
Siglec-15 humano por PCR, un oligonucledtido 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
oligonucledtido que tenia una secuencia de 5’-ggggaccact ttgtacaaga aagctgggtc
CCCGCTGGCG CCATGGAAGC GG-3' (hSiglec-15-ECD-R: SEQ ID NO: 18 en &l
listado de secuencias) se sintetizaron de conformidad con un procedimiento
comun. Incidentalmente, estos iniciadores fueron disefiados, como iniciadores de
amplificacion para producir un clon de entrada de Gateway, de tal manera que una
secuencia de attB1 se arfiade a hSiglec-15-ECD-F y una secuencia de attB2 se
aflade a hSiglec-15-ECD-R. La PCR se realizé usando esta combinaciéon de
iniciadores y un polinucledtido que contenia una secuencia de lectura abierta de la
Siglec-15 humana como una plantila de conformidad con un procedimiento
comun. La soluciéon de reaccion de PCR resultante fue purificada usando Purelink

PCR Purificacién Kit (fabricado por Invitrogen, inc.).

b) Produccién de clon de entrada por reaccién de Gateway BP

Un clon de entrada en el cual el ADNc extracelular del dominio de
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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. Primero, una reaccion de BP usando BP
Clonase se realizé 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 solucion de
reaccion, Escherichia coli TOP10 fue transformada, se realizé PCR de colonia
para clones resistentes a farmacos, y el tamario de los insertos fue confirmado.
Después, para un clon que se confirmé que tenia un inserto con el tamano
correcto, se realizé un andlisis 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 expresion por reaccion de Gateway LR

Un clon de expresién 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 sitioc 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 reaccion 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
que una etiqueta de epitope V5 y una His tag 6x se afaden al C terminal del
inserto; y phlgFc disefiados de tal manera que una etiqueta Fc humana se ahade

al C terminal del inserto, se usaron. Al usar la solucion de reaccioén obtenida por la

reaccion LR, Escherichia cofi TOP10 fue transformada, y un analisis de secuencia

/04/




102

se realiz6 para los clones resistentes a farmacos resultantes para confirmar si
ocurrié recombinacidn correcta.

Como resultado del andlisis de secuencia, se obtuvieron clones de
expresion (Siglec-15/pDONM humano soluble y Siglec-15/phigFc humano soluble)
en el cual ocurrié recombinacion correcta tanto para pDONM como para phlgFc,
respectivamente. Al transfectar el Siglec-15/pDONM humano soluble en una célula
animal o similar, ARNm gue 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 solucion de cultivo gue contiene soluble

proteina Siglec-15 humana usando células 293-F

a) Preparacién de solucion de cultivo que contiene Siglec-15-His

humana

La Siglec-15/pDONM humana soluble obtenida en el ejemplo 10 se
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

plasmido asi preparado se mezclé con Opti-MEM (fabricado por Invitrogen, Inc.),
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50 ml de reactivo de transfeccion 293fectin (fabricado por Invitrogen, Inc.} se
afiadié al mismo, y la mezcla resultante se incubo a temperatura ambiente durante
20 minutos. Esta mezcla se anadié 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 10°
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 solucidon de cultivo se recolectd 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 aue contenia Sialec-15-Fc¢

humana

La Siglec-15/phigFc humana soluble obtenida en el ejemplo 10 se
preparé en una cantidad de aproximadamente 5§ mg. Incidentalmente, en la
purificacion de plasmidos de Escherichia coli cultivada a gran escala, se uso 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 esterilizacion en filtro. Después, 10 ml de un reactivo de transfeccion
293fectin {fabricado por Invitrogen, Inc.} se afiadid al mismo, y la mezcla resultante
se incubd a temperatura ambiente durante 20 minutos. Esta mezcla se afadié a
células FreeStyle 293-F (fabricado por Invitrogen, Inc.) cultivadas en matraces

Erlenmeyer de tal manera que la densidad de células alcanzd 1.0 a 3.0 x 10°
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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 agitacién (125 rotaciones/min) a una concentracion de CO; de 8.0%
durante 96 horas (4 dias) a 37°C, la solucion de cultivo se recolectd y se centrifugo
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
afadido al lado C-terminal del dominio extracelular Siglec-15 humano (Sigiec-15-

Fc humana) es expresada.

EJEMPLO 12

Purificacién de proteina Siaglec-15 humana soluble

a) Purificacion de Siglec-15-His humana soluble

a-i) Cromatografia en columna HisTrap HP

A 12 L de la solucion 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 afnadib, y la mezcla
resultante se agitdé bien y se filtr6 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 mi de regulador de pH Tris-
HCI 50 mM (pH 8.0) que contiene 300 mM NaCl a una velocidad de flujo de 8
mL/min, una proteina adsorbida a la columna se eluy6 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
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de una solucion NaCl 5 M se aradidé a aproximadamente 40 ml de una fraccion
que contenia la proteina eluida, seguida por agitacién, y después la mezcla
resultante se concentré a aproximadamente 20 ml con un concentrador de
membrana centrifuga Amicon Ultra-15 (fabricade por Millipore Co., Ltd.). El
material insoluble generado durante [a concentracion fue removido por
centrifugacion a 3000 rpm durante 30 minutos a 4°C, y 2.5 ml del sobrenadante
resultante se aplicé a una columna de desalacion PD-10 (fabricada por Amersham
Biosciences, Inc.) que previamente habia sido equilibrada con solucion salina
regulada en su pH con fosfato que contenia 1 M NaCl (N-PBS), seguido por
elucion con N-PBS, por lo que 3.5 ml de una muestra cuyo solvente fue
reemplazado por N-PBS se obtuvo. Este procedimiento se realizé repitiendolo 7
veces mas, y se obtuvo aproximadamente 28 ml de una solucién de Siglec-15-His
humana parcialmente purificada.

a-ii) Cromatoarafia 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-HC| 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 Miliex-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 Tris-HCI 50 mM
(pH 7.5) que contenia 0.1% CHAPS. Por lo tanto, la columna se lavo 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
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0.1% CHAPS y NaCl 1 M a una velocidad de flujo de 1 ml/min. Después de que
26.5 ml de la fraccién 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 rom durante 10
minutos a 4°C y el precipitado fue removido. 2.5 mi del sobrenadante resultante se
aplicd 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 contiene clorhidrato de arginina 50 mM (pH 7.0, A-PBS),
seguido por elucién con 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 afadi¢ a fin de prevenir Siglec-15-His humana soluble a
parir 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-il Deteccién v _prueba de pureza de Siglec-15-His humana

purificada

Al usar una muestra preparada por el procedimiento de purificacion
antes mencionado (cromatografia en columna Ni-Sepharose HP y cromatografia
en columna Resource Q), se realizé electroforesis de SDS-poliacritamida bajo
condiciones reductoras y tincion con plata. Es decir, a 5 ul de cada una de las
muestras purificada por los pasos de purificacién respectivos, una cantidad
equivalente de una solucién de tratamiento de SDS se anadid, 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 usd para electroforesis de SDS-

poliacrilamida. El procedimiento de electroforesis se realizé de la misma manera
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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 realizo 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 mostré que una
proteina que tenla un peso molecular de aproximadamente 35 kDa (human Siglec-
15-His) fue eficientemente purificada y concentrada en la fraccién de proteina que

no fue adsorbida a la columna Resource Q.

a-iv) Medicién de concentracién _de proteina de Siglec-15-His

humana purificada

Para la Siglec-15-His humana purificada (|a fraccién de proteina que
no fue adsorbida a la columna Resource Q), la concentracion de proteina se midi6
con un kit de prueba de proteina DC (fabricado por Bio-Rad Laboratories, Inc.)
usando albimina de suero de bovino como una muestra estandar. Al realizar el
procedimiento de purificacién dos veces, se obtuvo un total de 1.66 mg de Siglec-

15-His humana purificada.

b) Purificacién de Siglec-15-Fc humana soluble

b-i) Proteina en_columna HiTrap Protein A

1.5 L de la solucion de cultivo de células 293F que expresan Siglec-
15-Fc humana preparada en b) del ejemplo 11 se filiré a través de un filtro
Sterivex-GV (fabricado por Millipore Co., Ltd.), y después el filtrado se aplicé a una
velocidad de flujo de 5 ml/min a una columna HiTrap Protein A & ml (fabricado por
Amersham Biosciences, Inc.) que previamente habla sido equilibrada con PBS de
Dulbecco (D-PBS, fabricado por Invitrogen, Inc.). Después de que la columna

habla sido lavada con 70 m| de D-PBS a una velocidad de flujo de 5 ml/min, una

Vo
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proteina adsorbida a la columna se eluy6é 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 fraccion6 a 1.2 ml por fraccién 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 elucién con A-PBS, por lo que se obtuvo 3.5 ml de una muestra cuyo
solvente fue reemplazado por A-PBS. Este procedimiento se realizé al repetirlo
dos veces. El clorhidrato de arginina en el solvente se afiadié para evitar que
Siglec-15-F¢ humana soluble se precipitara. 2.5 ml de la solucién restante de las
fracciones de proteina eluidas (fracciones 5 a 9) se aplicd 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 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 Ia_muestra preparada se afnadi¢ 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.

b-ii) Deteccidon_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

/7/



condiciones reductoras y tincién 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 solucibn de tratamiento de SDS se afiadio, y la mezcla
resultante se calenté a 85°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 concentracién de la soluciéon de tratamiento con SDS se usé 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 human
descrita en a-iii). Los resultados se muestran en la figura 8. Se mostré que una
proteina que tenia un peso molecular de aproximadamente 55 kDa (Siglec-15-Fc¢
humana) fue eficientemente purificada y concentrada en la fraccién de proteina

que se eluyd de |la columna de HiTrap Protein A.
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b-iiy Medicidn _de concentracién 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 estandar. 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 purificacion dos veces.

CUADRO 4

Concentracién 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 |26 35 9.1
Total : 25.2
EJEMPLO 13

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

rata que se une a proteina Siglec-15 humana

La propiedad del anticuerpo monoclonal anti-ratdn Siglec-15 de rata
que se une a proteina Siglec-15 humana se evalub por un metodo de ELISA. La
proteina Siglec-15-Fc humana (sometida a reemplazo con A-PBS) producida en b)
del ejemplo 12 se diluybé a 5 pg/ml con un regulador de pH de carbonato de sodio
0.1 M (pH 9.5), y la solucidn resuitante se afadi6 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,
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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 anadio a 300 pl/pozo y
después se removié. Después de que este procedimiento de lavado se habia
realizado una vez mas, la solucion salina regulada en su pH con fosfato que
contenia 25% de BlockAce (fabricado por Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.)
se afiadié a 200 pl/pozo, y la placa se dejé a temperatura ambiente durante 1
hora, por lo que se realizé el blogueo. El liquido fue removido, y la placa se lavo
dos veces con 300 pl/pozo del regulador de pH de lavado. Después, cada uno del
anticuerpe monoclonal anti-ratén Siglec-15 de ratas preparado en el ejemplo 6 o
IgG de control de rata (fabricado por R&D Systems, Inc.} se diluyé 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 (solucién 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 afiadi® a la placa a 100 ul/pozo. Después de que la placa se dejo a
temperatura ambiente durante 1 hora, el liquido fue removido, y la placa se lavé 3
veces con 300 ulpozo 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 afiadi® a 100 pl/pozo, y la placa se dejo 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 Kit.
Después de revelar el color, una absorbancia a 492 nm se midio usando un lector
de microplaca (fabricado por Nihon Molecular Devices Corporation). Como
resultado, se confiroé que todas ias 10 muestras de prueba examinadas del

anticuerpo monoclonal anti-raton Siglec-15 de ratas se unen a la proteina Siglec-
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15 humana de una manera dependiente de la concentracién de anticuerpo (figura
9). En particutar, 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 observo la unién a la proteina Siglec-15
humana. De los resultados anteriores, se mostré que el anticuerpo monoclonal
anti-ratén Siglec-15 de ratas preparado en el ejemplo 6 se une no sélo a Siglec-15
de ratén, sino también a Siglec-15 humana, y ademas, se encontré que algunos

anticuerpos se unen fueriemente a Siglec-15 humana.



EJEMPLO 14

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

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

precursoras de osteoclastos humanos normales (evaluacién de actividad

biologica in vitro)

Puesto que se confirmd 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 adicion 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 acompana 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 conjuntc 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: 66 ng/ml), M-CSF
humana (concentracion final: 33 ng/ml), y similares. Al sobrenadante de cultivo
resultante, cada uno del anticuerpo monoclonal anti-ratéon Siglec-15 de ratas
preparado en el ejemplo 6 o IgG de control de rata (fabricado por R&D Systems,

Inc.) se anadid para dar una concentracién final de 30 ug/ml, y las células se
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cultivaron durante 4 dias en una incubadora de CO,. Después del cultivo, el
sobrenadante fue removido, y 10% de formalina neutra se afadid 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 (fabricado por
Sigma Co., Ltd.), 1% de dimetilformamida, 50 mM tartratoc de sodio, 0.1 M
regulador de pH de acetato de sodio (pH 5.0)) se afiadid a 100 ul/pozo, y una
reaccion se dejé proceder a temperatura ambiente durante 5 minutos. Después de
la reaccidn, las células se lavaron dos veces con agua destilada, y despues 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 adicién 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 monaoclonal anti-ratén Siglec-15 de ratas
(el anticuerpo #1A1 y otros) y la IgG de control de rata, no se observd la inhibicion
significativa de osteoclasto de fusion celular. De esta manera, se reveld 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-ratén Siglec-15

de rata (#32A1) sobre la fusién celular_de osteoclastos a partir de células

precursoras de osteoclastos humanos normales (tincion TRAP)

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

Lid., 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 acompana las células. Como el
medio, se usd un medio esencial minimo para células precursoras de osteoclastos
(OPBM, compradas de Sankc 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 (concentracion final: 68.4 ng/ml), M-
CSF humana (concentracion final: 33 ng/ml), y similares. Al sobrenadante de
cultive resultante, el anticuerpo monoclonal anti-raton Siglec-15 de rata (anticuerpo
#32A1) preparado en el ejemplo 6 se afadié 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 afadio para fijar [as células. Después de fijar las células, las células se
lavaron dos veces con agua destilada, una solucion de tincion 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 dimetilformamida, 56 mM
tartrato de sodio, 0.1 M regulador de pH de acetato de sodio (pH 5.0)) se afadi6 a
100 pl/pozo, y una reaccion se dejé proceder a temperatura ambiente durante 5
minutos. Después de la reaccion, las células se lavaron dos veces con agua
destilada, y después se observaron por microscopia (figura 11). Como resultado,
la formacion de osteoclastos multinucleados TRAP-positives fue inhibida de una
manera dependiente de |a concentracion de anticuerpo #32A1 dentro del intervalo

de 0.3 ug/ml a 3 pg/ml.

c) Efecto de la adicion de anticuerpo monoclonal anti-raton Sialec-15

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

de osteoclastos humanos normales (Evaluacién usando placa revestida con

colaaeno)
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Se sabe que los osteoclastos liberan una proteasa tal como
catepsina K y degradan coladgeno de tipo | que es un componente constitucional
de tejido dseo. E! OsteolLyse 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 cultivo de células de 96 pozos OsteolLyse), y es posible
evaluar la actividad de resorcion de hueso de osteoclastos in vitro al medir la
cantidad de fragmentos de colageno fluorescente liberados en el schrenadante
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 OsteolLyse a 1 x 10* células/pozo de
conformidad con de conformidad con el protocolo que acomparnia las células.
Como el medio, se usé un medio esencial minimo para células precursoras de
osteoclastos (OPBM, compradas de Sanko Junyaku Co., Lid., 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 (concentracion final: 68.4 ng/mi), M-
CSF humana (concentracién final: 33 ng/mi), y similares. Al sobrenadante de
cultivo resultante, el anticuerpo monoclonal anti-raton Siglec-15 de rata (anticuerpo
#32A1) preparado en el ejemplo 6 se afnadié para dar una concentracién final de
0.1, 0.3, 1 6 3 pg/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 liberacion de fluordforo incluido en el OsteoLyse Assay Kit se
anadid al mismo, y una intensidad de fluorescencia se midié (Excitacion: 340 nm,
Emision: 615 nm) usando un lector de placa 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 colagenc fluorescente
incrementada mediante la adicion de RANKL fue reducida por el anticuerpo #32A1
de una manera dependiente de la concentracion 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 anticuerpc monoclonal

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

EJEMPLO 15

Evaluacién de actividad bioldgica de anticuerno 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 administracién de anticuerpo monoclonal anti-raton Siglec-
15 de rata #8A1; y un grupo de administracion de anticuerpoc monoclonal anti-ratén
Siglec-15 de rata #32A1. Ademas, un grupc se prepar¢ como un grupo de
operacioén simulador. En los grupos de administracion 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 administracién de vehiculo y el grupo de operacion simulador, PBS que
contenia 0.01% de Tween 20 se administrd intraperitonealmente como el vehiculo.
A 4 semanas después del inicio de la administracion, la orina fue recolectada

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

orina, las ratas fueron sacrificadas, y la espina lumbar se extirpé 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 6% 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 densitémetro de hueso (DCS-600EX, fabricado por Aloka Co., Ltd.). Los
resultados se muestran 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 comparé con el grupo de operacion simulador, sin
embargo, en los grupos de administracion de anticuerpo #8A1 y #32A1, una
disminucién en densidad de minerales de hueso debida a ovariectomla fue

significativamente inhibida.

c} Medicion excrecion de desoxioiridinelina

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

La muestra de orina crioconservada fue descongelada, y el material
insoluble se precipité 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 calculd la cantidad de desoxipiridinolina corregida para creatinina. Los
resultados se muestran en la figura 13(B). La excrecion de desoxipiridinolina
urinaria fue significativamente increentada en el grupo ovariectomizado en
comparacién con el grupo simulador, y por lo tanto, se indicé que en las ratas
ovariectomizadas, 1a resorcion osteoclastica de hueso es incrementada. Por otra
parte, en los grupos de administracion de anticuerpo #8A1 y #32A1, un incremento
en excrecion de desoxipiridinolina debido a ovariectomia fue inhibido de tal
manera que el nivel de excrecion de desoxipiridinolina fue comparable con el del
grupo de operacion de simulacion. 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 indicd fuertemente que debido al efecto inhibidor sobre la resorcién de hueso,
una disminucion en densidad de minerales en hueso de la espina lumbar en las

ratas ovariectomizadas fue inhibida.

EJEMPLO 16

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

raton Siglec-15 de rata

a) Expresion y purificacién 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 nimero 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 cuitivo, 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 §5/60 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 malecular de 14 kDa se obtuvo por electroforesis.

b) Purificacién de Siglec-15-F¢ 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 v anticueroo

moncoclonal anti-raton Sialec-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., numero de modelo:; 109-005-098) (1.25 ug/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 favd dos veces con PBS, 100 ul de la Siglec-15-Fc
humana soluble (1 pg/ml) se afadié a cada pozo e inmovilizada a temperatura
ambiente durante 1 hora. Por lo tanto, 300 ul de una solucién al 5% de leche
descremada/PBS se anadio 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-raton Siglec-15 de rata #32A1 se mezclé con una cantidad
equivalente de 0, 0.032, 0.16, 0.8, 4 ¢ 20 pg/ml del dominio Siglec-15 V-set
humano, y una reaccion se dejo 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-raton
Siglec-15 de rata #32A1 y el dominio Siglec-15 V-set humano se anadié al mismo,
y una reaccion se dejo proceder a temperatura ambiente durante 1 hora. Después
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 “solucion de PBST"), 100 ul de un anticuerpo anti-
rata 1gG de cabra marcado con HRP (Beckman Coulter, Inc, Cat. No. 732664,
diluidas a 2000 veces) se afadid a las mismas, y una reaccion se dejo proceder a
temperatura ambiente durante 1 hora. Después de que la placa habia sido |avada
5 veces con la solucion, 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
afiadi6 a ia misma, y una reaccién se dej6 proceder durante 30 minutos. Después,
100 pl de una solucién de detencion de reaccién se anadid a la misma, y una
absorbancia a 405 nm se midid. Los resultados de ELISA competitiva mostré que
la unién del anticuerpo monoclonal anti-raton 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 concentracién. Por consiguiente, se mostrd 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

Amplificacion de ADNc aue codifica la reaion variable de anticuerpo

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

bases de la misma

a) Preparacién de ARNm

El hibridoma #32A1 fue cultivada de conformidad con a) del ejemplo
6. De 4 x 107 células del hibridoma #32A1, aproximadamente 65 ug de ARNm se
preparé 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.).

¢) Amplificacién de ADNc de regién 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 oligonucleétido 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 diseiid a partir de la secuencia de la regién constante de cadena pesada de
rata (IgG2a) en la base de datos y sintetizados de conformidad con un

procedimiento comun.
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Ei ADNc de la regién variable del gen de cadena pesada #32A1 fue
amplificado por 5-RACE PCR usando esta combinacion 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 térmmico se establecieron como sigue: después de calentar un 84°C
durante 1 minuto, un ciclo de temperatura de “94°C durante 0.5 minutos y 72°C
durante 3 minutos” se repitid 5 veces, entonces 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 por incubacién a 4°C.
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d) Amplificacién de ADNc de reqién variable de gen de cadena ligera

#32A1 por 5'-RACE PCR

Como iniciadores para amplificar el ADNc de la regién variabie 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-CATGCTGTACGTGCTGTCTITGCTGTCCTGATCAG-
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 regién constante de cadena ligera de rata

. (cadena x) en la base de datos y sintetizada de conformidad con un procedimiento
comun.

E! ADNc de la regidn variable de gen de cadena ligera #32A1 fue
amplificado por 5-RACE PCR usando esta combinacioén de iniciadores y el ADNc
sintetizado en b) (5-RACE-Ready cDNA) como una plantilla. La PCR se realizo
usando Advantage 2 PCR Kit (Clontech Co., Ltd.}, y las condiciones para un
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 repitid 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 repitid 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
incubacion a 4°C.

e) Determinacién de_secuencias de ADNcs de base de cadena

regiones variables pesada v ligera

El ADNc de la region variable de cadena pesada amplificada en c)
fue purificado usando el MinElute PCR Purification Kit (QIAGEN Inc.), y después

se realizd el analisis de secuencia de la secuencia de ADN. Como un iniciador de
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secuenciacién, un ologinucleétidoc que tiene una secuencia de 5'-
CTCCAGAGTTCCAGGTCACGGTGACTGGC-3' (RG2AR3: SEQ ID NO: 25 en el
listado de secuencias) se disefd 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.

E! ADNc de la regién variable de cadena ligera amplificada en d) fue
purificada usando el MinElute PCR Purification Kit (QIAGEN Inc.), y despues el
analisis de secuencia de la ADN secuencia se realiz6. Como un iniciador de
secuenciacion, un oligonucledtido que tiene wuna secuencia de 5-
TCCAGTTGCTAACTGTTCCG-3' (sqRK: SEQ ID NO: 26 en el listado de
secuencias) se disefid a partir de la secuencia de la regién constante de cadena
ligera de rata (cadena x) en |a 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
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 numeros 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 region varnable
de cadena pesada, y la secuencia de aminoacidos representada por los
aminoacidos ndmeros 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 |a
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secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 46. Ademas, el ADNc
que contiene la regién variable de cadena ligera tiene una secuencia de bases
representada por SEQ ID NO: 29 en el listado de secuencias y codifica la
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 30 en el listado de
secuencias. La secuencia de aminodcidos representada por los aminoacidos
numeros 1 a 20 de SEQ ID NO: 30 corresponde a una sefial secretora, la
secuencia de aminoacidos representada por los aminoacidos numeros 21 a 132
de la misma corresponde a una region variable de cadena ligera, y la secuencia de
aminoacidos representada por los aminoacidos nimeros 133 a 139 de la misma
corresponde a una regién 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

aminodcidos representada por SEQ ID NO: 49.

EJEMPLO 18

Produccién de constructo de expresion de gen de anticuerpo quimeérico

humano de anticuerpo monoclonal anti-raton Siqlec-15 de rata #32A1

a} Produccion de vectores de expresion_universales pEF1/FCCU-1 y

pEFSKCL

a)-i} Construccion de vector de exoresion de cadena ligera humana

pEFBKCL
Al realizar PCR usando un plasmido pEF6/\/5-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
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fragmento de ADN que contiene origen de replicacion 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 D
NO: 32)

El fragmento A obtenido y un fragmento de ADN (SEQ ID NO: 33, de
aqul en adelante referido como “fragmento B”) que contiene una secuencia de
ADN que codifica una senal secretora de cadena k humana, una regién constante
de cadena x humana, y una sefial adicional poli-A humana fueron ligadas por PCR
de traslape. El fragmento de ADN asi obtenido en el cual el fragmento A vy 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 ligé a un plasmido
pEF6/\5-HisB (Invitrogen) que fue digerido con las enzimas de restriccion Kpnl y
Smal, por lo que un vector de expresién de cadena ligera humana pEF6KCL que
tenia una secuencia de sefial, un sitio de clonacién, una regién constante de
cadena k humana, y una secuencia de sefal adicional poli-A humana hacia el

extremo 3’ del promotor EF1 se construyé.

a)-ii) Construccion de pEF 1/KCL
Un fragmento de ADN obtenido al digerir el pPEFEKCL 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) Construccidon_de vector de expresién de cadena pesada

humana pEF1/FCCU-1
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Un fragmento de ADN (SEQ ID NO: 34 en el listado de secuencias)
que contiene una secuencia de ADN que codifica una secuencia de senal de 1gG1
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 o que un vector de expresion de cadena pesada
humana pEF1/FCCU-1 que tenia una secuencia de sefial, un sitio de clonacion,
una region constante de cadena pesada humana, y una secuencia de sefial

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

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

de anticuerno auimérico humango

Como iniciadores para amplificar el ADNc de la regién variable de
cadena pesada #32A1 por PCR, un oligonucledtido que tiene una secuencia de
5'-aaagctgagcGAGGTGCAAATTTTGGAGACTGGAGGAGGC-3' (32A1HF: SEQ
ID NO: 35 en el listado de secuencias) y un oligonucleétido que tiene una
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 gque una secuencia de
reconocimiento para la enzima de restriccion Blpl se anadié. El PCR se realizé de
conformidad con un procedimiento comun usando esta combinacion de iniciadores
y el ADNc de la region 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

/3)




129

la enzima de restriccién Blpf, 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 andlisis de secuencia. Como un iniciador para
secuenciacion, un oligonucledtido que 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

denomin¢ “32ATH/PEF1/FCCU".

¢) Produccién de cadena_ligera de constructo de expresion de

anticuerpo guimeérico humano #32A1

Como iniciadores para amplificar el ADNc de la region variable de
cadena ligera #32A1 por PCR, un oligonucleétido que tiene una secuencia de 5'-
aaacatatggcGACATTGTCTTGACCCAGTCTCCTGCTTTGG-3' (32A1LF: SEQ D
NO: 38 en el listado de secuencias) y un cligonucledtido que tiene una secuencia
de 5-aaacgtacgTCTCAATTCCAGCTTGGTGCCTCCAGCG-3' (32A1LR SEQ ID
NO: 39 en el listado de secuencias) se sintetizaron de conformidad con un
procedimiento comuan.

Incidentalmente, para integrar un producto de PCR a pEF6KCL,
estos iniciadores fueron disefiados de tal manera que una secuencia de
reconocimiento para {a enzima de restriccion Ndel se afiadié a 32A1LF, y una
secuencia de reconocimiento para la enzima de restriccion 8siWl se afiadio a
32A1LR. La PCR se realizé de conformidad con un procedimiento comudn usando
esta combinacion de iniciadores y el ADNc de la region variable de cadena ligera
purificado en e) del ejempio 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 et producto de PCR con las enzimas de
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restriccién Ndel {TaKaRa Bio, Inc.) y BsiWl (NEW ENGLAND BIOLABS, Inc.) se
inserté en el pEFBKCL 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 construyé. La secuencia del inserto fue confirmada por un analisis de
secuencia. Como un iniciador para secuenciacion, se usé un iniciador F11
representado por SEQ 1D NO: 37 en el listado de secuencias. Un vector de
expresion en el cual el inserto podria ser insertado correctamente se denomin6
“32A1L/pEFBKCL".

El gen de cadena pesada de anticuerpo quimérico humano #32A1
producido en b) tiene la secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID 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 senal secretora, la secuencia de aminoacidos representada por
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 quimerico
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 sefial secretora, la secuencia de aminoacidos
representada por los aminoacidos nimeros 21 a 132 de la misma corresponde a
una regién variable de cadena ligera, y la secuencia de aminoacidos representada

por los aminoacidos numeros 133 a 237 de la misma corresponde a una region
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constante de cadena ligera.

EJEMPLO 19

Preparacién de anticuerpo quimérico humano de anticuerpo monocional

anti-raton Siglec-15 de rata #32A1

a) Produccion de anticuerpo guimérico humano

3 x 107 células de células 293 FreeStyle en fase de crecimiento
fogaritmica se sembré en 30 mi de medio de expresién FreeStyle 293 fresco
(Invitrogen, Inc.) (se prepararon cuatro lotes, en el cual el cultivo de 30 ml se tomé
como un lote) y se someti6 a cultive en agitacion {125 rpm) a 37°C en una
incubadora con 8% de CO,, 300 ug de polietilenimina (fabricada por Polyscience,
Inc. #24765) se disolvié en 1 ml de medio Opti-Pro SFM (fabricado por Invitrogen,
inc.), y la solucién resuitante se dejé a temperatura ambiente durante 5 minutos. Ef
vector de expresion de cadena pesada de anticuerpo quimérico humano #32A1,
32A1H/PEF1/FCCU y el vector de expresion cadena ligera de anticuerpo
quimeérico humano #32A1, 32A1L/pEFBKCL producida en el ejemplo 18 se prepard
usando el PureLink HiPure Plasmid Kit (Invitrogen, Inc.). The 32A1H/pEF1/FCCU
(15 ng) y el 32A1L/pEFEKCL (45 wg) fue suspendido en 1 mi 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 dejé a temperatura
ambiente durante 5 minutos adicionales. Subsecuentemente, 2 mi del liquido mixto
de polietileniminallos vectores de expresién/Opti-Pro SFM se anadio a cada lote
de la suspension de celulas 293 FreeStyle, y el cultivo en agitacion se continua.
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.
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b) Purificacion de anticuerpo auimérico humano

90 ml del sobrenadante de cultivo (para tres lotes) obtenido
anteriormente se filiré 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 anadio al filtrado, y la mezcla resultante
se agité durante la noche a 80 rpm y 10°C. El dia siguiente, el vehiculo fue
recolectado y lavado con PBS, y posteriormente, el anticuerpo se eluyd con
solucién 1 M de arginina (pH 4.0). El material eluido se aplicd a una columna PD-
10 (fabricado por GE Healthcare Bio-science Co., Ltd., #17-0851-01) para
reemplazar el liquido con PBS, y despues se concentré 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
calculé de la medicion a 280 nm obtenida usando Hitachi Diode Array

BioPhotometer U-0080D.

EJEMPLO 20

Evaluacién de propiedad de anticuerpo guimérico humano de anticuerpo

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

15 de ratén

La inhibicidn competitiva del anticuerpo #32A1 de rata contra el
anticuerpo quimérico humano purificado preparado en el ejemplo 19 se determind
por el siguiente método. El Siglec-15-Fc de raton purificado en el ejemplo 4 fue
dituido a 1 pg/ml con PBS, la solucién diluida se suministré a 100 pl/pozo en una
inmunoplaca (fabricada por Nunc, Inc., #437111), y la placa se dejé reposar

durante la noche a 4°C, por lo que la proteina fue adsorbida a la placa. El dia
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siguiente, cada pozo se lavé dos veces con una solucion PBS-T (PBS, 0.05%
(viv) Tween 20), una solucién obtenida por dilucion de leche descremada
(fabricado por Morinaga Milk Industry Co., Lid.) 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 lavo 3 veces con la solucion de
PBS-T. Por lo tanto, una solucién mixta (una solucion de PBS que contiene leche
descremada a una concentracion final de 0.5%) que contenia el anticuerpo
quimérico humano a 0.25 pg/m! y el anticuerpo #32A1 o un IgG de control de rata
anticuerpo (fabricado por R&D Systems, inc., #6-001-A) a una concentracion
diferente (0 ug/ml, 0.016 pg/mi, 0.05 pg/ml, 0.16 pg/mi, 0.5 pg/ml, 1.66 ug/mlo 5
ug/ml) se suministré a 100 plipozo, y la placa se dejo 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., #108-055-097) diluido a 2500
veces con una solucién de TBS-T (TBS, 0.05% (v/v) Tween 20) se afadio a 100
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 solucion de sustrato fluorescente (fabricado por Roche
Co., Ltd., #11681982001) se afadi6 a 100 pllpozo, y una reaccién de
fluorescencia se dejé proceder. A 10 minutos después de la adicion de la solucion
de sustrato fluorescente, la intensidad de fluorescencia se midié usando un lector
de placa. Como resultado, se mostré que el anticuerpo #32A1 inhibe la unién del
anticuerpo quimeérico humano al Siglec-15-Fc de ratobn de una manera
dependiente de fa concentracién. Ademas, cuyo el anticuerpo #32A1 y el
anticuerpo quimérico humano se mezclaron a la misma concentracidon (1:1),
aproximadamente 40% de inhibicion competitiva se exhibio. Por lo tanto, se

considera que el anticuerpc #32A1 y el anticuerpo guimeérico humano tiene
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sustancialmente la misma afinidad para el Siglec-15-Fc de ratén. Por otra parte, la

IgG de contro! de rata no mostré inhibicion competitiva (figura 15).

EJEMPLO 21

Evaluaclén de actividad bioldgica de anticuerpo gquimérico humano de

anticuerno monoclonal anti-raton Siglec-15 de rata #32A1 con base en

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

de osteoclastos humanos

a) Prueba para formacion de osteociastos 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
diferenciacién de osteociastos de células no adherentes de médula 6sea de raton
se examind. Células de médula ¢sea no adherentes de ratdn preparadas por el
método del ejempio 8 se preparé a 1.5 x 10° células/ml en un medio a-MEM que
contiene 10% FBS y 10 ng/ml de M-CSF (fabricado por R&D Systems, Inc), la
preparacién de células resultante se sembré 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 con CQ,. La solucién de cultivo vieja en la placa de 96 pozos fue
removida, y 100 pl de medio MEM-a se afadio a cada pozo, los 100 pl de medio
MEM-a que contenia 10% de FBS al cual RANKL humano (RANKL, fabricado por
Peprotech, Inc.) y M-CSF se habia afadido 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 #32A1 producido en el ejemplo
6 o0 el anticuerpo quimérico humano del anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15
de rata #32A1 preparado en el ejemplo 19 se afiadié a una concentracion de 3 a

100 ng/ml, y las células se cultivaron durante 3 dias adicionales en una incubadora
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con CO,. Después de completarse el cultivo, la actividad de fosfatasa acida
resistente a tartrato (TRAP) de los osteoclastos formados se midid por el método
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 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 observé a una
concentracién 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 mostrd que el anticuerpo quimérico humano del
anticuerpo monoclonal anti-raton Siglec-15 de rata #32A1 tiene una actividad de
inhibir la formacién de osteoclastos (diferenciacion de osteoclastos y maduracion)

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

b} Evaluacion usando células precursoras de osteoclastos humanos

normales (tincion de TRAP)

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 unide a las células. Como el medio,
se us6é 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 (concentracién 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 afiadic a una
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concentracion final de 0.3, 1, 3, o 10 ug/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 afadi¢ para fijar las células. Despues de
fijar las células, las células se lavaron dos veces con agua destilada, una solucion
de tincién de TRAP {0.27 mM fosfato de naftol AS-MX o (fabricado por Sigma Co.,
Ltd.), 1.6 mM de sal de LB rojo vicleta resistente (fabricado por Sigma Co., Ltd.),
1% de dimetiformamida, 50 mM de tartrato de sodio, 0.1 M de regulador de pH de
acetato de sodio {pH 5.0)) se afiadié at 100 pl/pozo, y a reaccion se dejé proceder
a temperatura ambiente durante 5 minutos. Después de la reaccion, las celulas se
lavaron dos veces con agua destilada, y después se observaron por microscopia
(figura 17). Como resultado, la formacién de osteociastos multinucleados TRAP-
positivos fue inhibida mediante la adicién del anticuerpo quimérico humano de

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

EJEMPLO 22

Disefc de anticuerpo humanizado de anticuerpo monoclonal anti-ratén

Siaiec-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 realiz6 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 humana registrada en el
Protein Data Bank (Banco de Datos de Proteinas) (Nuc. Acid Res. 35, D301-D303

(2007)) se compararon con la region variable de #32A1 determinada
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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 delecién similar en el marco de trabajo. Ademas, 1ADO
se selecciond como teniendo ia homologia de secuencia mas alta con la region
variable de la cadena pesada de #32A1. La estructura tridimensional de ia region
del marco de trabajo se generd al obtener el “modelo de marco de trabajo’
combinando las coordenadas de 1LK3 y 1ADO correspondientes a ias cadenas
ligera y pesada de #32A1. Las CDRs de #32A1 se clasificaron de conformidad con
la clasificacién de Thomton et al. (J. Mol. Biol., 263, 800-815, (1986)) 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 (1896)). Despues, 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
variable de #32A1 en términos de energia, un célculo de energia se realiz6 para
excluir contacto interatomico desventajoso. El procedimiento anterior se realizod
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) Disefio de secuencia de aminoacidos de #32A1 humanizado

Un anticuerpo humanizado #32A1 se construyd de conformidad con
un método generalmente conocido como injerto de CDR (Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 86, 10029-10033 (1989)). Un anticuerpo aceptor se selecciono en dos formas
basadas en la homologia de aminoacido dentro de la regidn del marco de trabajo.

La secuencia de la region del marco de trabajo de #32A1 se comparé con la
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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
seleccioné como un aceptor basado en una homologia de secuencia de 73% en la
region de marco de trabajo. Los residuos de aminoacidos en |a region de marco de
trabajo de M37GO37'CL se alinearon con los residuos de aminodcidos 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 region de marco de trabajo de #32A1 se comparo
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
regién de marco de trabajo. En cuanto a la cadena H, CAF31288 se selecciono
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 regidon 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,
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secuencias #32A1 humanizadas se construyeron como se describe en los

siguientes ejemplos.

b)Y Humanizacién de cadena pesada #32A1

b)-it Cadena pesada tioo h#32A1-T1H:

Una cadena pesada #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
nimeros de aminoacido 23 (isoleucina), 24 (leucina), 26 (treonina), 32 (lisina), 43
{treonina), 61 (acido glutamico), 89 (valina), 95 (acido aspartico), 96 (serina), 97
(acido glutdmico), 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 denominéd “cadena pesada
tipo h#32A1-T1H".

La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada tipo h#32A1-T1H
esta representada por SEQ ID NO: 51 en el listado de secuencias. 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 amincacidos 20 a
140 de la misma, y la secuencia que comprende residuos de aminoacidos 141 a
470 de la misma comesponde a la secuencia de sefal, |la region variable de
cadena pesada, y la regién constante 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 nucledtidos 58 a 420 de la

misma, y la secuencia que comprende los nucleotidos 421 a 1410 de la misma

lwp
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codifica la secuencia de sefial, la secuencia de region variable de cadena pesada,
y la secuencia de regién constante de cadena pesada, respectivamente. La
secuencia de nucledtidos 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
nimeros de aminoacido 23 (isoleucina), 24 (leucina), 26 (treonina), 32 (lisina), 43
(treonina), 95 (acido aspartico), 96 (serina), 97 (acido glutdmico), 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".

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 sefal, la region variable de
cadena pesada, y la regioén constante de cadena pesada, respectivamente. Una
secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NQO: 53 esta representada por SEQ ID NO: 52 en el listado de secuencias. La
secuencia que comprende los nucledtidos 1 a 57 de la secuencia de nucledtidos
de SEQ ID NO: 52, la secuencia que comprende los nucledtidos 58 a 420 de la

misma, y la secuencia que comprende los nucledtidos 421 a 1410 de la misma
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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 nucledtidos 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
nimeros 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 aminodacidos 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 12 de la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 55, 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 region variable de
cadena pesada, y la region constante de cadena pesada, respectivamente. La
secuencia de nucledtidos 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 nucledtidos 1 a 57 de la secuencia de nuclectidos
de SEQ ID NO: 54, la secuencia que comprende los nuclectidos 58 a 420 de la
misma, y la secuencia que comprende los nucledtidos 421 a 1410 de la misma
codifica la secuencia de sefial, 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: 54 y la secuencia de aminoacidos de
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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
nameros de aminoacido 23 (isoleucina), 24 (leucina), 26 (treonina), 32 (lisina), 61
(&cido glutdmico), 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, freonina, metionina, asparagina, valina, treonina, leucina y
serina, respectivamente, se denominé “cadena pesada tipo h#32A1-TSH".

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 NQO: 57, 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 region variable de
cadena pesada, y la region constante de cadena pesada, respectivamente. Una
secuencia de nucledtidos 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 nucleétidos 1 a 57 de la secuencia de nucledtidos
de SEQ ID NO: 56, la secuencia que comprende los nucleétidos 58 a 420 de la
misma, y la secuencia que comprende los nucledtidos 421 a 1410 de la misma
codifica la secuencia de sefal, la secuencia de regiéon 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.
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b)-v) Cadena pesada tipo h#32A1-T6H.:

Una cadena pesada #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
numeros 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 (leucina) 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 denomind “‘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 {a 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
cadena pesada, y la region constante de cadena pesada, respectivamente. Una
secuencia de nucleétidos 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 nucledtidos
de SEQ ID NO: 58, la secuencia que comprende los nucledtidos 58 a 420 de la
misma, y la secuencia que comprende los nucledtidos 421 a 1410 de la misma
codifican una secuencia de sefal, 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: 58 y la secuencia de aminoacidos de

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

bi-vi) Cadena pesada tino h#32A1-T7H:
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Una cadena pesada #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
ndmeros de aminoacido 23 (isoleucina), 24 (leucina), 26 (treonina), 32 (lisina), 43
(treonina), 89 (valina), 95 (acido aspartico), 96 (serina), 97 (4cido 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, fenilalanina, asparagina, alanina, lisina, asparagina,
leucina, metionina, asparagina, valina, alanina, treonina, leucina y serina,
respectivamente, se denominé “cadena pesada tipo h#32A1-T7H".

La secuencia de aminodacidos 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 regidn variable de cadena pesada y la regién
constante de cadena pesada, respectivamente. La secuencia de aminoacidos de

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
nameros de aminoécido 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 sering,

respectivamente, se denominé “cadena pesada tipo h#32A1-T8H".

/Cé;



145

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 aminodacidos 122 a
451 de la misma corresponden a [a 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
numeros 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), 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, valina, alanina, treonina, leucina y serina
respectivamente, se denominé “cadena pesada de tipo h#32A1-T9H".

La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo h#32A1-
T9H 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 regidon 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:
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Una cadena pesada #32A1 humanizada disefiada al reemplazar |os
numeros de aminoacido 23 (isoleucina), 24 (leucina), 26 (treonina), 32 (lisina), 43
(treonina), 95 (acido aspartico), 96 (serina), 97 (acido glutdmico), 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 denomin¢ “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 region variable de cadena
pesada y la region constante de cadena pesada, respectivamente. La secuencia
de aminodacidos de SEQ ID NO: 75 también se muestra en la figura 38.

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

Una cadena pesada #32A1 humanizada disefada 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-

/¢S
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T11H estd 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 comprende residuos de
aminoacidos 122 a 451 de la misma corresponden a la region variable de cadena
pesada y la regién constante de cadena pesada, respectivamente. La secuencia

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

bi-xiY Cadena vesada de tioo h#32A1-T12H:

Una cadena pesada #32A1 humanizada disefada al reemplazar
residuos de aminoacidos 23 (isoleucina), 24 (leucina), 26 {treonina), 32 (lisina), 43
(treonina), 61 (4cido glutamico), 95 (Acido aspartico), 86 (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, glicina, asparagina, alanina, lisina, asparagina, leucina,
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
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: 77 también se muestra en la figura 39.

c) Humanizacién de cadena ligera #32A1

c)-iY Cadena liaera de tipo h#32A1-T1L:

(§y 2
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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 glutdmico, valina, valina, tirosina, glicina,
valina, isoleucina, lisina, y treonina, respectivamente, se denominé “cadena ligera
de tipo h#32A1-T1L".

La secuencia de aminodcidos de la cadena ligera de tipo h#32A1-
T1L estd 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
aminoacidos 21 a 133 de ia 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 region constante de cadena ligera,
respectivamente. Una secuencia de nucledtidos 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 nucledtidos 1 a 60 de la
secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 60, ia secuencia que comprende los
nucleétidos 61 a 399 de la misma, y la secuencia que comprende los nucledtidos
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: 60 y la secuencia

de aminodacidos de SEQ ID NO: 61 también se muestran en la figura 32.
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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 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), 127 (leucina), 129 (leucina), 130
(arginina), y 132 (alanina) de la cadena ligera #32A1 representada por SEQ D
NO: 30 en el listado de secuencias con metionina, acido aspartico, serina, acido
glutdmico, prolina, valina, serina, serina, leucina, acido glutamico, valina, valina,
valina, isoleucina, lisina, y treonina, respectivamente, se denominé “cadena ligera
de tipo h#32A1-T2L".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo h#32A1-
T2L estad 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
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 sefal, ia
region variable de cadena ligera, y la region constante de cadena ligera,
respectivamente. Una secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 63 esta representada por SEQ 1D NO: 62 en el
listado de secuencias. La secuencia que comprende los nucleétidos 1 a 60 de la
secuencia de nucledtidos de SEQ 1D NO: 62, la secuencia que comprende los
nucleétidos 61 a 399 de la misma, y la secuencia que comprende los nucledtidos
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 nucleédtidos de SEQ ID NO: 62 y la secuencia
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de aminoacidos de SEQ ID NO: 63 también se muestran en la figura 33.

c}-iii} Cadena ligera tivo h#32A1-T3L:

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar (0s
numeros de aminodcido 29 (alanina), entre 29 y 30 {es decir insercion 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 4cido aspartico, serina, acido
glutamica, serina, serina, leucina, acido glutamico, valina, valina, isoleucina, lisina,
y treonina, respectivamente, se denominé “cadena ligera de tipo h#32A1-T3L".

La secuencia de aminodcidos de la cadena ligera de tipo h#32A1-
T3L esta representada por SEQ D 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
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
regién variable de cadena ligera, y la regién constante de cadena ligera,
respectivamente. Una secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 65 estd representada por SEQ ID NO: 64 en el
listado de secuencias. La secuencia que comprende los nucledtidos 1 a 60 de la
secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 64, la secuencia que comprende los
nucledtidos 61 a 399 de la misma, y la secuencia que comprende los nucledtidos
400 a 714 de la misma codifica la secuencia de senal, la secuencia de regién
variable de cadena ligera, y la regidon constante de cadena ligera secuencia,
respectivamente. La secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 64 y la secuencia

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

(53
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c)-iv) Cadena ligera de tipo h#32A1-T4L.

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
nimeros de aminodacido 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 aminoéacidos de la cadena ligera de tipo h#32A1-
T4L esta 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 senal, la
regibn variable de cadena ligera, y la regién constante de cadena ligera,
respectivamente. Una secuencia de nuclettidos que codifica la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NOQO: 67 esta representada por SEQ ID NQ: 66 en el
listado de secuencias. La secuencia que comprende los nuctestidos 1 a 6Q de (a
secuencia de nucledtidos de SEQ |ID NO: 66, la secuencia que comprende los
nucledtidos 61 a 396 de la misma, y la secuencia que comprende los nucledtidos
400 a 711 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: 66 y la secuencia

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

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

Y
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Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
nameros de aminoacido 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), 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 glutamico, 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 est4 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
aminoacidos 134 a 238 de la misma corresponde a la secuencia de sefial, la
regién variable de cadena ligera, y la regién constante de cadena ligera,
respectivamente. Una secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 69 esta representada por SEQ 1D NO: 68 en el
listado de secuencias. La secuencia que comprende los nucledtidos 1 a 60 de la
secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 68, la secuencia que comprende los
nucledtidos 61 a 399 de la misma, y la secuencia que comprende los nucleotidos
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 nucledtidos de SEQ ID NO: 68 y la secuencia

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

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

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefada 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 {Jeucina), 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 denomin¢ "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
aminoacidos 134 a 238 de la misma corresponde a la secuencia de sefal, 1a
regiéon variable de cadena ligera, y la region constante de cadena ligera,
respectivamente. Una secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NOQO: 71 esta representada por SEQ ID NO: 70 en el
listado de secuencias. La secuencia que comprende los nucledtidos 1 a 60 de la
secuencia de nuclettidos de SEQ ID NO: 70, la secuencia que comprende los
nucleédtidos 61 a 399 de la misma, y la secuencia que comprende los nucleotidos
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: 70 y la secuencia

de aminoacidos de SEQ ID NO: 71 tambien se muestran en la figura 37.
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cl-vii} Cadena ligera de tinpo 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, sefina, 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
aminoacidos de SEQ ID NO: 78 y la secuencia que comprende residuos de
aminoacidos 114 a 218 de la misma corresponden a la region 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 liaera 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
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aspartico, serina, acido glutdmico, asparagina, prolina, valina, serina, serina,
leucina, acido glutamico, vaiina, valina, tirosina, glicina, valina, isoleucina, lisina, y
treonina, respectivamente, se denomino “cadena ligera de tipo h#32A1-T8L".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo h#32A1-
TBL 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 region constante de cadena ligera, respectivamente. La secuencia de

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

ci-ix} Cadena liaera de tipo h#32A1-T9L:

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
niimeros 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), 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, glicina, valina, iscleucina, lisina, 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 estd representada por SEQ |D 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

aminodcidos 114 a 218 de la misma corresponden a la region variable de cadena

15y



ligera y la regién 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 tioo h#32A1-T10L:

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
niimeros de aminodacido 24 (leucina), 29 (alanina), entre 29 y 30 (es decir insercidn
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 glutamico, asparagina, prolina, lisina,
valina, serina, serina, leucina, acido glutdmico, valina, valina, tirosina, valina,
isoleucina, lisina, y treonina, respectivamente, se denominé “cadena ligera de tipo
h#32A1-T10L"

La secuencia de aminoacidos de |la cadena ligera de tipo h#32A1-
T10L esta representada por SEQ ID NO: 81 en 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 region variable de cadena
ligera y la regibn constante de cadena ligera, respectivamente. La secuencia de

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

c)-xi} Cadena ligera de tino h#32A1-T11L.

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), 66
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(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 €l listado de secuencias con metionina, acido
aspartico, serina, acido glutamico, 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-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 residuos 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

aminodcidos de SEQ 1D NQ: 82 también se muestra en la figura 40.

c)-xii) Cadena ligera de tipo h#32A1-T12L:

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
numeros de aminoacido 24 (leucina), 29 (alanina), entre 29 y 30 (es decir insercidn
de un residuc 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 denomind “cadena ligera de tipo h#32A1-T12L".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo h#32A1-
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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 D NO: 83 y la secuencia que comprende residuos de
aminoacidos 114 a 218 de la misma corresponden a |a regidn variable de cadena
ligera y la region constante de cadena ligera, respectivamente. La secuencia de

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

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

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), B1 (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, prolina, lisina, valina, sefina,
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
amino4cidos de SEQ ID NO:. 84 y la secuencia que comprende residuos de
aminodacidos 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: 84 también se muestra en la figura 41.

¢)-xiv) Cadena ligera de tino h#32A1-T14L:
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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), 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 giutamico, asparagina, prolina, valina, serina, serina, leucina, acido
glutamico, valina, valina, glicina, valina, isoleucina, lisina, y treonina,
respectivamente, se denomino "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 listado de secuencias. La
secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 113 de |a secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 85 y la secuencia que comprende residuos de
aminodacidos 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: 85 también se muestra en |a figura 41.

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

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), 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 glutdmico, asparagina, prolina, valina, serina, serina, leucina, acido
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glutamico, valina, valina, tirosina, valina, 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 regién variable de cadena
ligera y la region constante de cadena ligera, respectivamente. La secuencia de

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

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

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), 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 |a cadena ligera #32A1 representada
por SEQ ID NO: 30 en el listado de secuencias con metionina, acido aspartico,
serina, acido glutdmico, asparagina, prolina, lisina, valina, serina, serina, leucina,
acido glutamico, valina, valina, valina, isoleucina, lisina, y treonina,
respectivamente, se denominod “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 de aminoacidos 1 a 113 de la secuencia de
aminoacidos de SEQ 1D NO: 87 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
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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 disefada 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), 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 giutamico, 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
secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 113 de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 88 y la secuencia que comprende residuos de
aminodcidos 114 a 218 de la misma corresponden a la regidn variable de cadena
ligera y la region constante de cadena ligera, respectivamente. La secuencia de

aminoacidos de SEQ D NO: 88 también se muestra en la figura 42,

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

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefada al reemplazar los
numeros de aminoacido 24 (leucina), 29 (alanina), entre 29 y 30 (es decir insercion
de un residuo faltante dei 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
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(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, 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
aminodcidos de SEQ ID NO: 88 y la secuencia que comprende residuos de
aminoacidos 114 a 218 de la misma corresponden a la region variable de cadena
ligera y la regién constante de cadena ligera, respectivamente. La secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 89 también se muestra en {a figura 42.

c)-xix) Cadena liagera de tino h#32A1-T19L:

Una cadena ligera #32A1 humanizada diseftada al reemplazar los
nimeros de aminoacido 24 (leucina), 29 (alanina), entre 29 y 30 (es decir insercidn
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, acido
glutdmico, valina, valina, valina, isoleucina, lisina, y treonina, respectivamente, se
denominé “cadena ligera de tipo h#32A1-T19L".

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

aminoéacidos 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
nameros 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
glutdmico, asparagina, prolina, valina, serina, serina, leucina, acido glutamico,
valina, valina, valina, isoleucina, lisina, y treonina, respectivamente, se denomind
“"cadena ligera de tipo h#32A1-T20L".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo 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 corresponden a la regidén variable de cadena
ligera y la regién constante de cadena ligera, respectivamente. La secuencia de

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

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

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
ndmeros de aminoéacido 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
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(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 glutdmico, metionina, treonina, serina, leucina, prolina, acido glutamico,
leucina, alanina, serina, serina, leucina, acido glutdmico, prolina, acido glutamico,
fenilalanina, leucina, tirosina, glicina, glutamina, valina, isoleucina, lisina, y
treonina, respectivamente, se denominé ‘cadena ligera de tipo h#32A1-T21L".

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

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 disenada 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 glutdmico, leucina, alanina, serina, serina,
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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 regién variable de cadena
ligera y fa regién constante de cadena ligera, respectivamente. La secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO: 93 también se muestra en |a figura 43.

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

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
nimeros 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
(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 1D 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
denomind “cadena ligera de tipo h#32A1-T23L".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo h#32A1-
T23L estd 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
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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: 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
nameros de aminoacido 21 (acido aspartico), 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 e! listado de secuencias con acido glutamico,
treonina, serina, leucina, prolina, acido glutamico, leucina, alanina, serina, serina,
leucina, acido giutamico, prolina, acido glutamico, fenilalanina, leucina, tirosina,
glicina, glutamina, valina, isoleucina, lisina, y treonina, respectivamente, se
denomind “cadena ligera de fipo 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 region variable de cadena
ligera y la regidon constante de cadena ligera, respectivamente. La secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO: 95 tambien se muestra en la figura 43,

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

Una cadena ligera #32A1 humanizada disenada al reemplazar los
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numeros 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 giutamico, 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 estd 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 reslduos 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: 96 también se muestra en la figura 43.

EJEMPLO 23

Produccion de gen de anticuerpo humanizado de anticuerno monoclonal

anti-ratén Sialec-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-TSL 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 numeros 1 2 133 de SEQ ID NO: 61 en el listado de secuencias; los




aminoacidos numeros 1 a 133 de SEQ ID NO: 63; los aminodacidos numeros 1 a
133 de SEQ ID NO: 65; los aminoacidos nimeros 1 a 132 de SEQ ID NO: 67; los
aminoacidos ntimeros 1 a 133 de SEQ ID NO: 68; 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 restriccion
Nhel y BsiW! se inserté en un vector de expresion de cadena ligera de anticuerpo
humanizado universal (pEF6KCL) 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 expresidén asi obtenidos se
nombraron “pEFEKCL/W#32A1-T1L", “pEF6KCL/N#32A1-T2L", "pEFEKCL/W#32A1-
T3L", “pEF6KCL/M#32A1-T4L", ‘pEF6KCL/M#32A1-T5L", y “pEF6KCL/h#32A1-

T6L”, respectivamente.

b) Construccién de vectores de expresion 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 [os
aminoacidos numeros 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 digestidén de los ADNSs sintetizados con la enzima de restriccion Blpl se inserté
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,
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h#32A1-T3H, h#32A1-TS5H y h#32A1-T6H. Los vectores de expresion asi
obtenidos se nombraron “pEF1/FCCUM#32A1-T1H", “pEF1/FCCU/MN#32A1-T2H",
“pEF1/FCCU/M#32A1-T3H", "pEF1/FCCU/N#32A1-TSH", y “pEF1/FCCU/M#32A1-

T6H", respectivamente.

EJEMPLO 24

Preparacién de anticuerpo humanizado de anticuerpo monoclonal anti-raton

Siglec-15 de rata #32A1

a) Produccion de anticuerno humanizado

1.5 x 10° células de células 293 FreeStyle en fase de crecimiento
logaritmica se sembroé en 100 mi de medio de expresion FreeStyle 293 fresco
(Invitrogen, Inc.) y se sometid a cultivo en agitacion (125 rpm} a 37°C en una
incubadora con 8% de CO2. 1 mg de polietilenimina (fabricado por Polyscience,
Inc. #24765) se disolvio en 4 ml de medio Opti-Pro SFM (fabricado por Invitrogen,
Inc), y la solucion resultante se dejé a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Un plasmido de expresion de cadena pesada (0.05 mg) y un plasmido de
expresion de cadena ligera (0.15 mg) preparados usando Purelink HiPure
Plasmid Kit {Invitrogen, Inc.) fue suspendido en 4 ml de medio Opti-Prc 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 hablia dejado a temperatura ambiente durante 5 minutos, y la
mezcla resultante se dejo a temperatura ambiente durante 5 minutos adicionales.
Subsecuentemente, 8 m! de |la polietilenimina/los plasmidos de expresién/liquido
mixto de Opti-Pro SFM se afadio 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.
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b} Purificacion de anticuerno 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 tapén de 500 mi, y 1 m! de una suspension (50% de
suspension) de MabSelect SuRe (fabricado por GE Healthcare Bio-science Co.,
Ltd.) equilibrado con PBS se afiadi6 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 aplicoé a Zeba Spin Column
vacia de 5 mL (PIERCE, Inc.). Después de que se vacio toda la resina en la
columna, la columna se lavd con 10 ml de NaCl 1 M. Subsecuentemente, 1 ml de
solucion de arginina 1 M (pH 4.0) se aplicé a la columna, y una fraccion que
contenia el anticuerpo fue recolectada. La fraccion se afadié a un dispositivo de
filttro 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
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 pEF6KCL/W#32A1-T1L y pEF1/FCCU/M#32A1-T1H se denomind “h#32A1-T17;
un anticuerpe humanizado de #32A1 obtenide por una combinacion de
pEF6KCL/hW32A1-T2L y pEF1/FCCU/N#32A1-T2H se denominc "h#32A1-T2"; un
anticuerpo humanizado de #32A1 obtenido por una combinacién de
pEFBKCL/h#32A1-T3L y pEF1/FCCU/h#32A1-T3H se denominé "h#32A1-T3"; un
anticuerpo  humanizade de #32A1 obtenide por una combinacion de
PEF6KCL/h#32A1-T4L y pEF1/FCCU/h#32A1-T3H se denomind “h#32A1-T4"; un
anticuerpo  humanizado de #32A1 obtenidc por una combinacién de

pEFEKCL/W#32A1-T5L y pEF1/FCCU/M#32A1-TSH se denomind “h#32A1-T5"; y
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un anticuerpo humanizado de #32A1 obtenido por una combinacion de

pEFEKCL/W#32A1-T6L y pEF1/FCCU/N#32A1-T6H se denomind “h#32A1-T6".




EJEMPLO 25

Evaluacién de propiedad de unién de anticuerpo humanizado de anticuerpo

monocional anti-ratén Siglec-15 de rata #32A1 a proteina Siglec-15 de ratén

La propiedad de unién de los anticuerpos humanizados de anti-raton
Siglec-15 #32A1 T1 a T8 de rata a Siglec-15-Fc de raton y Siglec-15-Fc humana
fue evaluado por el siguiente método. La Siglec-15-Fc de ratén purificada en el
ejemplo 4 o la Siglec-15-F¢ humana purificada en el ejemplo 12 se diluy6 a 1
ug/ml con PBS, y la solucion diluida se suministré a 100 pl/fpozo sobre una
inmunoplaca (fabricada por Nunc, Inc., #437111), y la placa se dejo reposar
durante la noche a 4°C, por lo que cada proteina fue adsorbida a la placa. El dia
siguiente, cada pozo se lavd 5 veces con una solucién de PBS-T (PBS, 0.05%
(v/v) Tween 20), y una solucion obtenida al diluir leche descremada (fabricada 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 lavo 5 veces con la solucion de PBS-T. Por lo
tanto, cada uno de los anticuerpo humanizados purificados de la antl-raton Siglec-
15 #32A1 T1 a T8 de rata preparados en el ejemplo 24 o el anticuerpo quimérico
humano preparado en el ejemplo 19 se diluyd a una concentracion final de 1 a
0.004 pg/mi (series de dilucion de 4 veces) con una solucién de PBS que contiene
0.5% leche descremada, la solucion diluida se suministré a 100 pl/pozo, y 1a placa
se dejo reposar a temperatura ambiente durante 2 horas. En este tiempo, la
concentracion de cada anticuerpo se determind al realizar medicién 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
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fosfatasa alcalina (fabricada por Jackson ImmunoResearch, Inc., #109-055-097)
se diluyd a 2500 veces con una solucion de TBS-T (TBS, 0.05% (v/v) Tween 20)
se anadid a 100 plipozo, y la placa se dejd reposar a temperatura ambiente
durante 1 hora. El liquido en cada pozo fue removido, y cada pozo se lavo 5 veces
con la solucién de TBS-T. Por lo tanto, una soluciéon de sustrato fluorescente
(fabricado por Roche Co., Ltd., #11681982001) se afadié a 100 wl/pozo, y una
reaccién de fluorescencia se dej6é proceder. Después de 10 minutos de la adicion
de la solucién de sustrato fluorescente en el caso de la placa que tenia el Siglec-
16-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
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 adicion de anticuerpo quimérico de anticuerpo monoclonal anti-

ratén Sialec-15 de rata #32A1 sobre la diferenciacién de osteoclastos de

células adherentes de médula 6sea de ratdn {estimulacion con FNTa)

Usando el anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata #32A1
preparado en el ejemplo 6 y el anticuerpo quimérico del anticuerpo monocional
anti-raton Siglec-15 de rata #32A1 preparado en el ejemplo 18, se examind un
efecto sobre la diferenciacion de osteoclastos de células no adherentes de médula
dsea de raton por estimulacion con FNTa. Las células no adherentes de medula
dsea de raton preparadas por el método del ejempio 8 se prepard a 1.5 x 10°

células/ml en medic a-MEM que contenia 10% de suero de bovino fetal (FBS), 10
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ng/mi de M-CSF, y 2 ng/ml de TGF-p (fabricado por R&D Systems, Inc.), la
preparacion de células resultante se sembré en cada pozo de una placa de 96
pozos en una cantidad de 200 ul 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 afiadid a cada pozo, los 100 pl de medio
MEM-a que contenia 10% de FBS al cual se habia afiadido 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 monocional anti-ratén Siglec-15 de rata #32A1
preparado en el ejemplo 9 o el anticuerpo quimerico del anticuerpo monocional
anti-ratén Siglec-15 de rata #32A1 preparado en el ejempio 19 se anadié a una
concentracion de 0.125 a 4 ug/ml, y las células se cultivaron durante 3 dias
adicionales en una incubadora de CO;. Al mismo tiempo, un pozo en el cual las
células se cultivaron anadiendo OCIF/OPG humano recombinante preparado por
el método descrito en la descripcidon de la publicacién de solicitud de patente No.
WO 96/26217 a una concentracion de 100 ng/ml también se preparé. Después de
completarse el cultivo, se realizé tincién 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 observd la formacion de osteoclastos multinucleados TRAP-
positivos. Como resultado, la formacién de osteoclastos multinucleados gigantes
TRAP-positivos fue inhibida mediante la adicién del anticuerpo policlonal anti-ratén
Siglec-15 (figura 20). Aunque los osteoclastos mononucleares pequefios se
formaron incluso en el caso en donde el anticuerpo monocional anti-ratén Siglec-
15 de rata #32A1 o el anticuerpo quimérico de la misma se afiadio, 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 blogueador de RANKL, se afiadio, la formacion de osteoclastos multinucleados
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grandes fue inhibida sélo un poco. Ademas, de la misma manera, la actividad de
fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP) de los osteoclastos formados se midio
por el procedimiento descrito en el ejemplo 9. Después de detener la reaccion
enzimética, una absorbancia de cada pozo a 405 nm se midid, y [a medicion
obtenida se usé como un indice de actividad de TRAP. Los resultados se
muestran en la figura 21. Una inhibicion de actividad de TRAP significativa se
observd en el caso del anticuerpe #32A1 y el anticuerpo quimérico de #32A1
dentro de! intervalo de 125 ng/ml a 4 ug/ml. A partir de estos resultados, se mostro
que el anticuerpo monoclonal anti-raton Siglec-15 de rata y el anticuerpo quimérico
de 1a misma inhiben fuertemente el proceso de fusién celular en diferenciacion de

osteoclastos y maduracién inducidas por FNTa.

EJEMPLO 27

Evaluacién de actividad biolégica de anticuerpo monoclonal anti-ratén

Sialec-15 de ratas #8A1 v #32A1 basada en prueba para formacion de

osteoclastos de rata

Usando el anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de ratas #8A1
y #32A1 preparado en el ejemplo 6, un efecto sobre diferenciaciéon de osteoclastos
de células no adherentes de médula 6sea de rata se examiné. Las células no
adherentes de médula ésea de rata se prepararon modificando el método del
ejemplo 8. Es decir, el femur fue extipado 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 inyeccién de calibre 23 para sacar las células de médula dsea,
que se recolectaron en un tubo de centrifuga. La centrifugacion se realizo a

temperatura ambiente durante 5 minutos a 100 g, y el sobrenadante fue removido.
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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
afiadi6 para suspenderlo, y la suspension resultante se dejé a temperatura
ambiente durante 5 minutos. 20 ml de D-PBS se anadio a [a misma, la suspension
se centrifugd a temperatura ambiente durante 5 minutos a 100 g, y el
sobrenadante fue removido. A la pastilla de células 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 afiadid para
suspenderlo. Después, la suspensién 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
en una incubadora de CO,. Después de cultivar durante [a 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 medula 6sea de rata preparadas por
este método se cultivaron y una prueba para la formacién de osteoclastos de rata
se realizo 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°
céluias/mi en un medio a-MEM que contenia 10% de FBS y 10 ng/mi ¢e M-CSF
(fabricado por R&D Systems, Inc¢.), y la preparacidon de células resultante se
sembrd en cada pozo de una placa de 96 pozos en una cantidad de 200 ul 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 pl de medio MEM-a se
afiadid a cada pozo, los 100 pul de medio MEM-a que contenia 10% de FBS al cual
se habla anadidc RANKL humano (RANKL, fabricado por Peprotech, Inc.) y M-

CSF para dar concentraciones finales de 20 ng/ml y 10 ng/ml, respectivamente. A

E

(7S
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la solucion de cultivo de células, el anticuerpo monoclonal anti-raton Siglec-15 de
rata #8A1 o #32A1 producido en el ejemplo 6 se afadi6 a una concentracion de 31
a 1000 ng/ml, y las células se cultivaron durante 3 dias adicionales en una
incubadora de CO,. Después de completarse el cuitivo, la actividad de fosfatasa
acida resistente a tartrato (TRAP) de los osteoclastos formados se midid por el
método descrito en el ejemplo 9. Después de detener la reaccién enzimatica, una
absorbancia de cada pozo a 405 nm se midid, y la medicioén 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 la
dosis se observé 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
observé a una concentracion de 31 ng/ml o superior. A partir de estos resultados,
se mostré que el anticuerpo monoclonal antl-raton Siglec-15 de ratas #8A1 y
#32A1 inhiben fuertemente la formacion de osteoclastos de rata de la misma
manera que la formacién de osteoclastos de raton, y la actividad in vifro 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

Sialec-15 de rata #32A1 (2)

a) Disero de la version_humanizada de #32A1

a)-i} Disefio 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. Natl. Acad. Sci. USA

86, 10029-10033 (1989)). En cuanto a las definiciones de regiones de CDR, las
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definiciones de Kabat (SEQUENCES OF PROTEINS OF IMMUNOLOGICAL
INTEREST VOL. I, QUINTA EDICION (1991)) se usaron para todas excepto para
CDRH2. En cuanto a CDRH2, (a secuencia de la misma se hizo mas corta por
cinco residuos en el C terminal que la definicién de Kabat usando una definicion
propia. En la secuencia de cadena pesada que contiene la CORH2 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 heterdlogo. Un anticuerpo aceptor se seleccioné con base en la
. homologia de amino4cidos dentro de la region de marco de trabajo. La secuencia
de la regi6bn de marco de trabajo de #32A1 se compard con las secuencias de
todos los marcos de trabajo humanos en la base de datos de Kabat (Nuc. Acid
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, M37G0O37'CL se seleccioné como un aceptor
basado en una homologia de secuencia de 73% en la regién de marco de trabajo.
Con respecto a la cadena L, los residuos de aminoacidos en la region 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 aminodacidos 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
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#32A1 humanizadas como se describe en los siguientes ejemplos.

a)-ii} Humanizacién de cadena pesada #32A1
a)-ii-i) Cadena pesada de tipo h#32A1-H1-1:

Una cadena pesada 32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
nimeros de aminoacido 23 (isoleucina), 24 (leucina), 26 (treonina}, 32 (lisina), 43
(treonina), 81 (acido glutamico), 83 (acido glutamico), 85 (ieucina), 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,
leucina, metionina, asparagina, valina, alanina, treonina, leucina y serina,
respectivamente, se denominé “cadena pesada de tipo h#32A1-H1-1".

La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo h#32A1-
H1-1 esta 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 sefial, la
region variable de cadena pesada, y la regién constante de cadena pesada,
respectivamente. Una secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 99 estd representada por SEQ ID NO: 98 en el
listado de secuencias. La secuencia que comprende los nucledtidos 1 a 57 de la
secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 98, 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 senal, la secuencia de regién

(92
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variable de cadena pesada, y la secuencia de region constante de cadena pesada,
respectivamente. La secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 98 y la secuencia

de aminoacidos de SEQ ID NO: 99 también se muestran en la figura 54.

a)-iil) Humanizacién de cadena ligera #32A1

a)-iii)-i) Cadena ligera de tipo h#32A1-1.2-15:

Una cadena ligera 32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
numeros de aminoacido 21 (4cido aspartico), 23 (valina), 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 (iscleucina), 66 (giutamina),
99 (asparagina), 100 (prolina), 101 (valina), 102 (glutamina), 103 (alanina), 104
(4cido aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina), 110 (fenilalanina), 122 (alanina),
123 (glicina), 127 (leucina), 129 (leucina), 130 (arginina), y 132 (alanina) de 32A1
representada par SEQ 1D NO: 30 en el listado de secuencias con acido glutamico,
leucina, metionina, treonina, serina, leucina, prolina, acide glutamico, leucina,
alanina, serina, serina, leucina, acide 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 estd representada por SEQ ID NO: 103 en el listado 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 senal, la
region variable de cadena ligera, y la regién constante de cadena ligera,
respectivamente. Una secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de

aminoécidos de SEQ ID NO: 103 esta representada por SEQ ID NO: 102 en el
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listado de secuencias. La secuencia que comprende los nuclectidos 1 a 60 de la
secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 102, la secuencia que comprende los
nucledtidos 61 a 399 de la misma, y la secuencia que comprende [os nuclectidos
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 nucledtidos de SEQ ID NO: 102 y la secuencia

de aminoacidos de SEQ ID NO: 103 también se muestran en |a figura 56.

a)-iib-iiy Cadena ligera de tipo h#32A1-12-16:

Una cadena ligera 32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
nimeros de aminoacido 21 (&cido aspartico), 23 (valina), 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 32A1 representada por SEQ iD NO: 30
en el listado de secuencias con &cido glutdmico, leucina, 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 denomind “cadena ligera de tipo
h#32A1-12-16".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo h#32A1-12-
16 estd 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 senal, la
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region variable de cadena ligera, y la regién constante de cadena ligera,
respectivamente. Una secuencia de nucledtidos 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 nucledtidos 1 a 60 de la
secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 104, 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 region
variable de cadena ligera, y la regién constante de cadena ligera secuencia,
respectivamente. La secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 104 y la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 105 también se muestran en la figura 57,

b) Produccion de gen de anticuerpo humanizado de anticuerpo

monoclonal anti-ratén Sialec-15 de rata #32A1

b)-i) Construccién de vector de expresion de cadena pesada humana

universal bEG2

Un fragmento de ADN que contenia una secuencia de ADN que
codificaba aminoacidos de la secuencia de sefal y la region constante de IgG2
humana representada por SEQ ID NO: 106 fue sintetizado (Medical & Biological
Laboratories Co., Ltd., Arificial Gene Synthesis Service), y digerido con las
enzimas de restriccién 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 aproximadamente 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 construy6 un vector de expresion de cadena pesada de anticuerpo

humanizado pEG2 universal (tipo higG2).

b)-iiy Construccion de vector de expresidon de cadena pesada

h#32A1-H1-1



Un fragmento de ADN obtenido al sintetizar un ADN gque contenia un
gen que codificaba la regién variable de cadena pesada h#32A1-H1-1fusionada a
una sefal 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 Bipl se insertd en el vector de expresion de cadena pesada
(PEG2) humana universal (tipo hlgG2) en el sitio digerido con la enzima de
restriccién Blpl, por lo que se construy® un vector de expresion de cadena pesada
h#32A1-H1-1. El vector de expresidn asi obtenido se denomind “pEG2/h#32A1-

H1-1".

b)-iiiy Construccion de vector de expresion de cadena pesada

h#32A1-H5

Una cadena pesada 32A1 humanizada en la cual la secuencia de
sefial y la regidén constante de cadena pesada tipo h#32A1-T5H designada en b)-
iv) del ejemplo 22 se cambiaron a aquellas del tipo IgG2 se denomino “cadena
pesada de tipo h#32A1-H5".

La secuencia de aminoacidos 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 constanie de cadena pesada,
respectivamente. Una secuencia de nucledtidos 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 |os nucleétidos 1 a 57 de la

secuencia de nucledtidos de SEQ 1D NO: 100, la secuencia que comprende los
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nucleétidos 58 a 420 de |la misma, y la secuencia que comprende los nuclectidos
421 a 1398 de la misma codifica la secuencia de sefal, la secuencia de region
variable de cadena pesada, y la secuencia de region constante de cadena pesada,
respectivamente. La secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 100 y la secuencia
de aminodacidos de SEQ D NO: 101 también se muestran en la figura 55.

Un fragmento de ADN obtenido al digerir el pEF 1/FCCU/M#32A1-T5H
producido en el ejemplo 23 con la enzima de restriccién Blpl se inserté en el vector
de expresién de cadena pesada de anticuerpo (tipo hlgG2) (pEG2) en el sitio
digerido con la enzima de restriccion Blp!, por lo que se construy6 un vector de
expresion de cadena pesada h#32A1-HS5. El vector de expresion asi obtenido se

denominé "pEG2/h#32A1-H5".

b)-iv) Construccion de vectores de expresion de cadena ligera de tipo

h#32A1-1.2-15 v h#32A1-12-16

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 sefial
secretora representada por los aminoacidos numeros 1 a 133 de SEQ iD NO: 103
en el listado de secuencias o los aminoécidos numeros 1 a 133 de SEQ ID NO:
105 se sintetizé (Invitrogen), y se construyeron vectores de expresion 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 “pEFEKCL/h#32A1-L2-18", respectivamente.

c¢) Preparacién de anticuerno humanizado de anticuerpo mongcional

anti-ratén Siglec-15 de rata #32A1

¢)-i) Produccion de anticuerpo humanizado

1.2 x 10° células de celulas FreeStyle 293F (Invitrogen) en fase de
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crecimiento logaritmica se sembrd en 1.2 L de medio de expresion FreeStyle 293
fresco (Invitrogen) y se sometio 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 expresion de cadena H (0.4 mg) y un
plasmido de expresién 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 afadié a 20 ml de la polietilenimina/liquido mixto de Opti-Pro SFM, y
la mezcla resultante se agité suavemente y después se dejd 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
rpm. 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 combinacién
de pEF6KCUN#32A1-T5L y pEG2/h#32A1-H5 se denomind “h#32A1-H5/L5" un
anticuerpo  humanizado de #32A1 obtenido por una combinacion de
pEF6KCL/h#32A1-T5L y pEG2/h#32A1-H1-1 se denomind “h#32A1-H1-1/L5"; un
anticuerpo humanizado de #32A1 obtenidc por una combinacion de
pEF6KCL/h#32A1-L2-15 y pEG2/h#32A1-H1-1 se denominé “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 denominod "h#32A1-H1-1/L2-16".

¢)-il) Purificacion de anticuerno humanizado

El sobrenadante de cultive obtenido en c¢)-i) anterior fue purificado
por un procedimiento de dos pasos que incluyd cromatografia de afinidad de

rProtein A (a 4 a 6°C) y hidroxiapatita de ceramica {(a temperatura ambiente). Un
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paso de reemplazo de regulador de pH después de la purificacion por
cromatografia de afinidad de rProtein A y después de la purificacién por
hidroxiapatita de ceramica se realizé6 a temperatura ambiente. Primero, 1100 a
1200 ml del sobrenadante de cultivo se aplicé 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 realizd con solucién 2 M de clorhidrato de arginina (pH 4.0), y una fraccion que
contenia el anticuerpo fue recolectada. La fraccién se aplicd a una columna de
desalacion (fabricada por GE Healthcare Bioscience Co., Ltd., columnas de
desalacién 2 x 5 ml 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 NaCi a pH 6.5.
Ademas, la solucién de anticuerpo sometida al reemplazo con el regulador de pH
se aplicé 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 realizo la elucion de gradiente de concentracién con
cloruro de sodio, y una fraccién que contenia el anticuerpo fue recolectada. La
fraccion se aplico a una columna de desalacion (fabricada por GE Healthcare
Bioscience Co., Ltd., columna de desalacion de 2 x 5 ml 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, Ia solucién resultante se concentro
usando Centrifugal UF Filter Device VIVASPIN 20(peso molecular fraccionado: 30
K, Sartorius Co., Ltd., a 4°C), la concentracion de IgG se ajusto a 1.0 mg/m! o mas,
y la solucién asi obtenida se us6 como una muestra purificada. Los volumenes 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.
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EJEMPLO 29

Evaluacion de actividad bioldgica de anticuerpo humanizado de anticuerpo

monoclonal anti-raton Siglec-15 de rata #32A1 basada en prueba para la

formacion de osteoclastos de ratén

Un efecto inhibidor sobre la formacién de osteoclastos de raton
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 dsea de ratén preparadas por el metodo del ejemplo 8
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.), la preparacién de
células resultante se sembré 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
CQ.,. La solucién de cultivo vieja en la placa de 96 pozos fue removida, y 100 pl de
medio MEM-a se afiadi¢ a cada pozo, 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/ml,
respectivamente. A la solucion de cultivo de células, el anticuerpo monoclonal anti-
raton 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 ejempio 24 se
anadio a una concentracion de 3 a 100 ng/ml, y las células se cultivaron durante 3
dias adicionales en una incubadora de CO,. Después de completarse el cultivo, 1a
actividad de fosfatasa 4acida resistente a tartrato (TRAP) de los osteoclastos
formados se midié por el siguiente procedimiento. La solucién de cuitivo en cada
pozo de la placa de 96 pozos fue removida por succion, y 50 ul de 50 mM de

citrato de sodio regulador de pH (pH 6.1) gue contenia 1% de Triton X-100 se
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anadié a cada pozo. Después, la placa se agité durante 5 minutos sobre un
agitador de placa para lisar las células. A cada pozo, 50 pi de a solucion 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 afiadieron, y la placa se
incubé a temperatura ambiente durante 10 minutos. Después de la incubacion, 50
ul de una solucion 1 N de hidroxido de sodio se afiadié a cada pozo de la placa de
96 pozos para detener la reaccion enzimatica. Después de detener la reaccion
enzimatica, se midié una absorbancia de cada pozo a 405 nm, y la medicion
obtenida se us6 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
quimérico humano del anticuerpo #32A1 preparado en el ejemplo 19, y 4 tipos de
anticuerpo humanizado #32A1s (h#32A1-H1-1/L5, h#32A1-HS5/LS, h#32A1-H1-
1/L2-16, y h#32A1-H1-1/L2-15) preparado en el ejemplo 28, la actividad biolégica
fue evaluada por el mismo método que en esta prueba, y los resultados 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-
TS5, h#32A1-T6, h#32A1-H1-1/LS, h#32A1-HS/L5, h#32A1-H1-1/L.2-16, y h#32A1-
H1-1/1.2-15) para los cuales se evalué la actividad, se observé una fuerte actividad
de inhibir la formacion de osteoclastos sustancialmente comparable con la del
anticuerpo monoclonal anti-raton Siglec-15 de rata (anticuerpo #32A1) o el

anticuerpo quimerico humano del anticuerpo #32A1.

EJEMPLO 30

Efecto de la adicién de anticuerpo humanizado de anticuerpo monoclonal

anti-ratén Siglec-15 de rata #32A1 sobre |a resorcién de hueso actividad de

celulas precursoras de ostooclastos humanos normales (evaluacién aue usé

N




placa revestida con colageno)

Células precursoras de ostecclastes humanas normales (Nomal
Human Natural Osteociast Precursor Cells, compradas de Sanko Junyaku Co.,
Ltd., Cat. No. 2T-110) se sembraron en una placa de cultivo OsteolLyse de 96
pozos (comprada de Sanko Junyaku Co., Lid., Cat. No. PA-1500) a 1 x 10°
celulas/pozo de conformidad con el protocolo que acompana 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)
complementados con un conjunto de complemento de OPGM (comprado con
Sanko Junyaku Co., Ltd., Cat. No. PT-9501) que contenia suero de bovino fetal
(concentracion final: 10%), RANKL humano (concentracion final: 63.8 ng/ml), M-
CSF (concentracién final humana: 33 ng/ml), y similares. Al sobrenadante de
cultivo resultante, cada uno del anticuerpo moncclonat anti-ratén 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-HS/L5, h#32A1-H1-1/L2-16, y hi#32A1-
H1-1/L2-15) preparados en los ejemplos 24 y 28 se ariadid a una concentracion
final de 4, 20, 100 6 500 ng/ml, y las células se cultivaron durante 5 dias en una
incubadora de CQO.. Una alicuota de 10 pl del sobrenadante de cultivo fue
recolectada, 200 pl de reactivo de liberacion de fluordforo incluido en el OsteolLyse
Assay Kit se aradid a la misma, y mediante el uso de un lector de placa de
fluorescencia (ARVQ MX, fabricado por Perkin Elmer Inc.), fluorometria resuelta
en el tiempo (fluorometro de fluorescencia resuelta en el tiempo) (Excitacion: 340
nm, Emisién: 615 nm) adecuado para medicion de fluorescencia usando europio

se realizo, por lo que la cantidad de fragmentos libres de colageno fluorescente

O
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liberado en el sobrenadante de cultivo se determind (figuras 48 y 49). Como
resultado, la cantidad de fragmentos de coldgenc fluorescente incrementado
mediante la adiciéon de RANKL fue reducido mediante la adiciéon del anticuerpo
#32A1 de rata o el anticuerpo quimérico humano #32A1 de una manera
dependiente de la concentracion. De la misma manera, también por todos los 10
tipos de anticuerpo humanizado #32A1 examinados, se observé una inhibicion
dependiente de la concentracién. A partir de este resultado, se reveld que ia
actividad de resorcidén de hueso de osteoclastos humanos es inhibida por los

anticuerpos humanizados #32A1 especificamente la union a la proteina Siglec-15.

EJEMPLO 31

Evaluacién biolégica de anticuerpo humanizado de anticuerpo monoclonal

anti-ratén Sialec-15 de rata #32A1 usando ratas ovariectomizadas

Un efecto inhibidor sobre una disminucion en la densidad de
minerales en hueso en ratas ovariectomizadas presentadc por el anticuerpo
humanizado obtenido en los ejemplos 24 y 28 puede ser evaluado por el método

descrito en el ejemplo 15.

EJEMPLO 32

Evaluacion de actividad biolégica de anticuerpo humanizado de anticuerpo
monocional anti-raton Siglec-15 de rata #32A1 basado en prueba para la

formacién de osteoclastos de raton por estimulaciéon con el FNTa

Un efecto inhibidor sobre la formacion de osteoclastos de ratdn 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
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26.

EJEMPLO 33

Determinacion de estabilidad térmica de anticuerno humanizado usando

calorimetria de escudrifiamiento diferencial (DSC)

Para h#32A1-H5/L5, h#32A1-H1-1/L5, h#32A1-H1-1L2-15, ¥
h#32A1-H1-1/L2-16, se determind la estabilidad témmica. 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 ! de la misma se us6 como una solucion de muestra para la
medicion de DSC. Las condiciones para la medicion de DSC se fijaron como
sigue. Es decir, la temperatura inicial se fij6 a 20°C, la temperatura final se fijo a
100°C, la velocidad de incremento de temperatura se fij6 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 medicidén de DSC se usé la plataforma, VP-Capillary
DSC fabricada por MicroCal Inc. E.U.A. 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 escudrifamiento obtenida para cada
solucion de muestra, por lo que se realizd la correccion de linea basal. La figura 50
muestra un termograma para h#32A1-H5/L5, la figura 51 muestra un termograma
para h#32A1-H1-1/L5, |a figura 52 muestra un termograma para h#32A1-H1-1/.2-
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 desnaturalizacion 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#32A1-1-1/L2-16

(IgG2) fue 77.9°C.
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Aplicabilidad industrial

El anticuerpo anti-Siglec-15 quimérico ¢ humanizado de la invencién
tiene una capacidad para inhibir la diferenciacién de osteoclastos o actividad de
resorcion de hueso, y una composicién farmacéutica que contiene el anticuerpo

anti-Siglec-15 puede ser un agente terapéutico o preventivo para una enfermedad

del metabolismo anormal de hueso.

Nimero de acceso

FERM BP-10999




NOVEDAD DE LA INVENCION

REIVINDICACIONES

1.- Un anticuerpo 0 un fragmento funcional del mismo, que se une a
un polipétido que comprende residuos de aminoacidos 38 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, caracterizado porgue:

una secuencia de cadena pesada contiene una regidn variable gue tiene
CDRH1, CDRHZ y CDRH3, y el CDRH1 comprende una secuencia de
aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 44, el CDRH2 comprende
cualquiera de las secuencias de aminoacidos representadas por la SEQ ID NO: 45
y SEQ ID NO: 97, y el CDRH3 comprende una secuencia de aminoacidos
representada por la SEQ 1D NO: 46; y

una secuencia de cadena ligera contiene una region variable que tiene
CDRL1, CDRL2 y CDRL3, y la CDRL1 comprende una secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 47, la CDRL2 comprende una secuencia de
aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 48, y la CDRL3 comprende una
secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 49,

2.- El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado porgue es un anticuerpo
quimérico que contiene una secuencia de region variable de cadena pesada que
comprende residuocs de aminoacidos 20 a 140 de una secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 41 y una secuencia de region variable de cadena
ligera que comprende residuos de aminoacidos 21 a 132 de una secuencia de
aminodacidos representada por SEQ ID NO: 43.

3.- El fragmento funcional del anticuerpo de conformidad con la
reivindicacion 1 o 2, caracterizado ademas porque se selecciona del grupo que
consiste de Fab, F{(ab)2, Fab'y Fv.

4.- El anticuerpo de conformidad con la reivindicaciébn 1 o 2,



194

caracterizado ademas porque es scFv.

5.- El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con la reivindicacion 2, caracterizado ademas 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 aminodacidos representada por SEQ ID NO: 43.

6.- Una composicién farmacéutica, caracterizada porque comprende
por [0 menos uno de los anticuerpos o fragmentos funcionales de los anticuerpos

de las reivindicaciones 1 a 5.

7.- Una composiciéon farmacéutica para tratar y/o prevenir el
metabolismo anormal de hueso, caracterizada porque comprende por lo menos
uno de los anticuerpos o fragmentos funcionales de los anticuerpos de las
reivindicaciones 1 a 5 y por lo menos un miembro seleccionado del grupo que
consiste de bisbifosfonatos, vitamina Da 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 (homona 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 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).
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RESUMEN DE LA INVENCION

Se provee una composicién farmacéutica para tratar y/o prevenir el
metabolismo anormal de hueso gue dirige una proteina codificada por un gen
fuertemente expresado en osteoclastos;.de manera especifica, se preve una
composicidon farmacéutica que contiene un anticuerpo que reconoce
especificamente Siglec-15 humana y tiene una actividad de inhibir la formacion de

osteoclastos, y similares.

SGDASGDMD-272676\WPC 15869
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Actividad de TRAP (A405 nm)
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Figura 10

(A) Control

(B)#32A1 Anticuerpo 30 ¢ g/mi

(D)#1A1 Anticuerpo 30 ¢ g/ml

2o

(C)#41B1 Anticuerpo 30 £ g/m!

L5/0L

(E) 1gG Control 30  g/ml




B & = =7

Figura 11

(A} Control (B)#32A1 Anticuerpo 0.1 ¢t g/mil (C)#32A1 Anticuerpo 0.3 ¢t g/ml

LS/

(D) #32A1 Anticuerpo 1 11 g/ml (E)#32A1 Anticuerpo 3 4 g/ml *'
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Figura 14

1.0

0.8

0.6

0.

E -

0.

Asdorbancia a 405nm

0.0
Anticuerpo monoclonal Rat #32A1

Dominio Singlec-15-V-set humano

10

2

0.4

1 1 1 1 1 1
0

0.08 0.016

Unit: z g/ml

LSivl

e



Figura 15
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Figura 16
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Figura 17

(A) Control

(B) Anticuerpo quimercio humano
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Figura 18
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Figura 19
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Figura 20

(A) Control: 30 ng/ml TNF &

(C) TNFa + 1 g/ml quimera #32A1

(B) TNFa + 1 pg/ml #32A1

(D) TNFo + 100 ng/ml OCIF/OPG
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Figura 21

Actividad TRAP (A405 nm)
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Figura 22
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Figura 23

SEQ. ID NO:27: Secuencia de Nucledtidos clonada de cadena pesada #32A1
de rata (region variable + alfa)
ATGAAGTTETGGTTGAGCTGGATATTCCTTIGTTGTTCTTTTCAAAGGTGTGAGGTGTGA
GGTGCARATTTTGGAGACTGGAGGAGGCTTGGTGAAGCCCGRTGGTTCCCTGAGACT
GTCTTGYGCAACGTCTGGATT CAATTTCAATGATTATTTCATGAACTGGGTCCGTCAGG
CTCCAGAAAAGGGGLTAGAGTGEGTTGCTCAAATAAGGAACAAAATTTATACTTATGC
CACATTTTATGCGGAGTCTTTGGAAGGCAGAGTCACAATCTCACGAGACBATTCCGAA
AGCAGTGTCTACCTGCAAGTGAGCAGTTTAAGAGCTGAAGACACTGCCATTTATTACT
GTACAAGATCCCTAACTGGGGEGAGACTACTTTGATTACTGGGGCCAAGGAGTCATGG
TCACAGTCTCCTTAGCTGAAACAACAGCCCCATCTGTCTATCCACTGGCTCCTGGAAC
TGCTCTCAAAAGTAACTCCATGGTGACCCTGGGATGE

Secuencia de sefial (1-67), Regién 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
MKLWLSWIFLVVLFKGVRCEVQILETGGGLYKPGGSLRLSCATSGFNFNDYFMNWVRQA
PEXGLEWVAQIRNKIYTYATFYAESLEGRVTISRDDSESSVYLQVSSLRAEDTAIYYCTRSL
TGGDYFDYWGQGVMVTVSLAETTAPSVYPLAPGTALKSNSMVTLGC

Secuencia de sefial (1-18), Region variable (20-140), Secuencia parcial de

regidn constante (141-167})

22/
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Figura 24

SEQ ID NO:29: Secuencia de nucledtidos de cadena ligera de #32A1
de rata (Reqién variable + alfa)
ATGGAGACAGACAGACTCCTGCTATGGGCACTGCTGCTCTGGGTTCCAGGCTCCACT
GGTGACATTGTCTTGACCCAGTCTCCTGCTTTGGLTGTGTCTCTAGGGCAGAGGGCC
ACAATCTCCTGTAGGGCCAGCCAAAGTGTCACTATTTCTGGATATAGTT TTATACACTG
GTACCAACAGAAACCAGGACAGCAACCCAGACTCCTCATCTATCGTGCATCCAACCTA
GCCTCTGGBATCCCGGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACCCTC
ACCATCAATCCTGTGCAGGCTGATGATATTGCAACCTATTTCTGTCAGCAGAGTAGGA
AATCTCCGTGRACGTTCGCTGGAGGCACCAAGCTGGAATTGAGACGGGCTGATGCTG
CACCAACTGTATCT

Secuencia de sefal (1-60), Regién variable (61-396), Secuencia parcial de
region constante (397-417)

SEQ ID NO:30: Secuencia de aminodcidos codificada por cadena ligera de
#32A1 clonada de rata (Region variable + alfa)

METDRLLLWALLLWYPGSTGDIVLTQSPALAVSLGARATISCRASQSYTISGYSFIHWYQQ
KPGQQPRLLIYRASNLASGIPARFSGSGSGTOF TLTINPVQADDIATYFCOQSRKSPWTFA
GGTKLELRRADAAPTVS

Secuencia de senal (1-20), Region variable (21-132), Secuencia parcial de
regién constante (133-139)
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Figura 25
SEQ ID NO:40: Secuencia de nucledlidos de cadena pesada de anticuerpo quimérico humano #32A1

ATGAAACACCTGTGGTTCTTCCTCCTGCTGGTGGCAGCTCCCAGATGGGTGCTGAGC
GAGGTGCAAATTITTGRAGACTGGAGGAGGLTIGGTGAAGCCCGETGGTTCCCTGAGA
CTGTCTTGTGCAACGTCTGGATTCAATTTCAATGATTATTTCATGAACTGGGTCCGTCA
GGCTCCAGAAAAGGGGCTAGAGTGGGTTGCTCAAATAAGGEAACAAAATT TATACTTAT
GCCACATTTTATGCGGAGTCTTTGGAAGGCAGAGTCACAATCTCACGAGACGATTCCG
AAAGCAGTGTCTACCTGCAAGTGAGCAGTTTAAGAGCTGAAGACACTGCCATTITATTA
CTGTACAAGATCCCTAACTGGGGGAGACTACTTTGATTACTGGGGCCAAGGAGTCATG
GTCACAGTCAGCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCAAGCGTCTTCCCCCTGGCACCCTCC
TCCAAGAGCACCTCTGGCGGCACAGCCGCCCTGGGLTGCCTGGTCAAGGACTACTTC
CCCGAACCCGTGACCGTBAGCTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACAC
CTTCCCCGCTETCCTRCAGTCCTCAGGACTCTACTCOCTCAGCAGLGTGGTGALLGT
GCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAG
CAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGC
CCACCCTGCCCAGCACCTGAACTCCTEGGGGGACCCTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCA
AAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATCCGTGGETGOTG
GACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACCTGGACGGCGTGGA
GGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCCCGGRAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGGG
TGGTCAGCGRTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGC TGAATGGCAAGGAGTACAAGT
GCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCA
BAGGCCAGCCCCGGGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCOGGGAGGAGATS
ACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATC
GCCGTGEAGTGGGAGAGCAATGGLCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCTCG
CGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAG
CAGGTGGCAGCAGGGCAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAA
CCACTACACCCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCCGGCAAATGA
Secuencia de sefial (1-57), Region variable (58-420), Regién constante (421-
1413, incluyendo coddn de detencién)

SEQ |D NO:41: Secuencia de aminoécidos de cadena pesada de anticuerpo quimérica hurmano #32A1
MKHLWFFLLLVAAPRWVLSEVQILETGGGLVKPGGSLRLSCATSGFNFNDYFMNWVRQA
PEKGLEWVAQIRNKIYTYATFYAESLEGRVTISRDDSESSVYLQVSSLRAEDTAIYYCTRSL
TGGDYFDYWGQGVMVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVER
KSCOKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVWYDVSHEDPEVKFNW
YWDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL TVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT!S
KAKGQPREPOVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
Secuencia de sefal (1-19), Region variable (20-140), Region constante (141-
470)
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Figura 26
SEQ 1D NO:42: Secuencia de nucledtidos de cadena ligera de anticuerpo

quimerico humano #32A1
ATGGTGCTGCAGACCCAGGTGTTCATCTCCCTGCTGCTGTGGATCTCCGGCGCATAT

GGCGACATTGTCTTGACCCAGTCTCCTGCTTTGGCTGTGTCTCTAGGGCAGAGGGLC
ACAATCTCCTGTAGGGCCAGCCAMAGTGTCACTATTTCTGGATATAGTTTTATACACTG
GTACCAACAGAAACCAGGACAGCAACCCAGACTCCTCATCTATCGTGCATCCAACCTA
GCCTCTGGGATCCCGGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACCCTC
ACCATCAATCCTGTGCAGGUTGATGATATTGCAACCTATTTCTGT CAGCAGAGTAGGA
AATCTCCGTGGACGTTCGCTGRAGGCACCAAGCTGGAATTGAGACGTACGGTGGCCG
CCCCCTCCGTGTTCATCTTCCCCCCCTCCGACGAGCAGCTGAAGTCCBGCACCGCCT
CCOTGGTOTGLCTGCTGAATAACTTCTACCCCAGAGAGGCCAAGGTGCAGTGGAAGG
TGOACAACGCCCTGCAGTCCGGGAACTCCCAGGAGAGCGTGACCGAGCAGGACAGC
AAGGACAGCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAAAGCCGACTACGAG
AAGCACAAGGTGTACGCCTGLGAGGTGACCCACCAGGGCCTGAGCTCCCCCGTCAC
CAAGAGCTTCAACAGGGGGGAGTGTTAG

Secuencia de sefal (1-60), Regién variable (61-396), Region constante (397-
714, inciuyendo coddn de detencion)

SEQ ID NO: 43: Secuencia de aminoacidos de cadena ligera de anticuerpo
quimeérico humano #32A1
MVLATQVFISLLLWISGAYGDIVLTQSPALAVSLGQRATISCRASQSVTISGYSFIHWYQQK
PGQOPRLLIYRASNLASGIPARFSGSGSGTOFTLTINPYQADDIATYFCOQQSRKSPWTFAG
GTKLELRRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHOQGLSSPYTKSFNRGEC

Secuencia de senal (1-20), Regién variable (21-132), Regidn constante (133-
237)

22y
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Figura 27

SEQ ID NO:50: Secuencia de nucledtidos de h#32A1-T1H
ATGARACACC TGTSOTTCTTCCTCCTGC TGGTGGCAGCTCCCASATGGGTGCTGAGCGAGETGS

RACTGGTGGAGASCGSOGGLGGACTTGTGCARCCTEGCGGCTCTCTSAGACTTAGC TGTGCCGE
CTCCGGCTTCAACTTCANCCACTACTTCATGAACTGGETGAGACAAGCCCCTGGCAAGGEICTG
GAGTGGETGGCCCAAATCAGRAACRAGATCTACATCTRACGCCACCTTCTACGCCGAGAGCCTTG
AGGGCAGATTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACAGCCTGTACCTTCARATGARCTCCCT
GAGRGCCGAGGACACCSCCOTGTACTRCTGTGCCAGARECCTTACCGLLGGCGACTRCTTCGAC
TACTGGGGCCAAGGCACCCTGGTCACCGTGAGCTCAGLCTCCACCAAGGGCCCARGCGTETTCC
CCCTGGCACCCTCCTCCARGAGLACCTC TGGUGGCACAGICGCCCTCGGC TGCC TGGTUAAGGA
CTACTTCCCCGRACCCGTGACCGTGAGC TGGAAC TCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACC
TTCCCCGLTGTCCTGCAGTCCTCAGGAC TCTACTUCCTCACCAGCGTCGTGACCGTGCCCTCCA
GCAGCTTGGGCACCCASRCCTACATC T GCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGA
CARAGAGAGTTGAGCCCARATC TTGTGACAARACTCACACATGCCCACCCTGCCCAGCACCTGAA
CTCCTGGGEGGACCCTCAGTCTTCCTC T TCCCCCTAAMACCCRAGGACACCCTCATGATCTCCC
GGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTEGTGGACGTGAGCCACCARGACCCTGAGGTCAAGT TCAA
CTGGTACGTGGACGGCGTSGAGGTGCATAATGCCARAGACARAGL CCCGGRGAGGALGCAGTACAAC
AGCACGTACCGGGTGGTCASCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTEGCTGART GGCAAGGAGT
ACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCTCCCATCGAGRARACCATCTCCARAGCTAA
AGGCCAGCCCCGGGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGEAGGAGATGACCAAGAAC
CAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCARAGGCTTCTATCCCASCGACATCGCCOTGGAGTGGGAGA
GCAATGCGCCAGCCCGAGAACRAACTACAAGACCACCCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCSTT
CTTCCTCTACAGCARGC TCACCETGGACARGAGCAGGTGGCAGCAGGGCARCGTCTTCTCATGE
TCCGTGATGCATGAGGC TCTSCACARCCAC TACACCCAGAAGAGCCTCTCCCTGTC TCCCGGCA
AR

Secuencia de senal (1-57), Region variable (58-420), Region constante (421-
1410)

SEQ ID NO:51: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T1H
MKHLWEFLLLVAAPRWVL SEVOLVESGGGLVQPGGSLRLECAASGENFNDY FMNWVROAPGKGL

EWVAQIRNKI YTYATFYAERSLEGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARSLTGGDY FD
YRGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKS TSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSKNSGALTSGVHT
FPAVLUSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTOQTYICNVNYKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPARPE
LLGGPSVFLFPPKPKDTLMI SATPEVTCVYVDVSHEDPEVKENWYVDGVYEVENAKTKPREEQYN
STYRVVSVL TVLHODWLNGKE YKCKVSNKALPAP I EKTI SHAKGGPREPQVY TLPPSREEMTHN
QVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGCPENNYKTTPEPVLDEDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVEST
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Secuencia de sefial (1-19), Regién variable (20-140), Region constante (141-

470)

S
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SEQ ID NO:52: Secuencia de nucledtidos de h#32A1-T2H
ATGAARCACCIGTGGTCTTCCTCCTGC TEGTGGCACC TECCACATGGGTGC TGAGCGAGGTGC
AACTGGTGGARAGCGGCGECOGAC TGGTGCARCCTGGCGGC TCCCTGAGACTGALCTGTGCCGC
CTCCGGCTTCARCTTCAACGACTACT TCATGAMCTGGGTGAGACAAGCCCC TGAGAAGGGCCTE
GAGTGGGTGGCCCAAATCAGARACAAGATC TACACCTACGCCACCTTCTACGCCGAGAGCCTGE
AGGGCAGAGTGACCATCTC CAGAGACAACGCCARGAACAGCCTGTACCTGCAAATGTCCTCCCT
GAGAGLCGAGGARCACCGCCSTOTACTACTGTGCCAGRAGC CTGACCGGCGGCGACTACTTCGAC
TACTGGGGCCAAGGCACCC TCGTGACCGTGAGCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCAMGCGTCTTCC
CCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGECGGCACAGCOGCCCTGEEL TGCCTGEGTCAAGGA
CTACTTCCCCGRACCCTGACCGTGAGC TGGARCTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACT
TTCCCCGCTGTC O TRCAGTC L TCAGGRC TC TACTCCCTCAGCAGCETGGTGACCGTGCCCTCCA
GCAGC TTGGGCACCCAGACC TACATC TGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCARCACCAAGGTGGA
CAAGAGAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACARAAC TCACACAT GCCCACCCTGCCCAGCACCTGAA
CTCCTGGGGGGACCCTCAGTETTCCTCTTCCCCCCAARACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCC
GGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGT GAGCCACGAAGACCCTGAGGTCARGT TCAR
CTGGTACGTGGACGGCGTEGAGGTGCATAA TGCCAAGACARAGCCCCGGGAGGAGCAGTACARC
AGCACGTACCGGGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGAS TGGCTGARTGGCARGGAGT
ACAAGTGCARGGTCTCCAACAMAGCCCTCCCAGCCCCCATCGRGAARACCATCTCCAARGCCAA
AGGCCAGCCCCGGGAASCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAAC
CAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAARGGC TTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGA
GCAATGGCCAGCCCGAGAACAAC TACAAGACCACCCCTCCCGTGCTEGACTCCGACGGCTCCTT
CTTCCTCTACAGCAAGC TCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGCARCGTC TTCTCATEC
TCCGTGATGCAT GAGGCTCTGCACARCCACTACACCCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCCGGCA
ABb

Secuencia de sefial (1-57), Regién variable (58-420), Regitn constante (421~

141D)

SEQ ID NO:53: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T2H
MKELWFFLLLVAADPRWYLSEVOLVESGGCLVQPGGS LRLSCAASGFNFNDY FMNWVRQAPEKGL
EWVAQIRRKIYTYATFYAESLEGRVTISAONAKNSLY LOMSSLRAEDTAVYYCARSLTGGDYFD
YHGOGTLYTVESASTKGPSYFPLAPSSKSTSGGTARLGCLVKDY FPEPVTVSWNSGALTSGVET
FPAVLOSSGLYSLSSVVTVESSSLGTOTY I CNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHT CPPC PAPE
LLGGESVFLEPPKPKITLMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKEREEQYN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKE YKCKVSNKALPAPIEKT ! SKAKGUPREPQVY TLPPSREEMTKN
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYXKTTPEVLDSDGSFELY SKLTVDKSRWQOGNVESC
SVMHEALHNHY TOKSLSLSPGK

Secuencia de sefial (1-19), Region variable (20-140), Region constante (141-

470)

22&
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SEQ ID NO:54: Secuencia de nucledtidos de h#32A1-T3H
ATGARRCARCCTGTAGTTCITCCTECTGCTGG TOGCAGC TCCCAGATGGGTGCTGAGCGAGGTEC
AGATCGTGSAGAGCGGCGSCGGAC TTSTGCAGCCTGECGEC TCCCTGAGACT TAGCTGTGCCAC
CTCCGGCTTCARCT TC AACGACTACTTCATGAACTGGGTGAGACAGGCCCCTGAGAAGGGLCTG
GAGTGGGTGGCCCAGATCAGARACAAGATC TACACCTACGCCACC TTCTACGCCGAGAGCCTTG
AGGGCAGAGTGACCATC TCCAGAGRCGACAGCGAGTCCAG SGTGTACCT TCAGATGTCCAGCCT
GAGAGCCGAGGACACCGCCG TG TAC TAC TGTACCAGAAGC CTTACCGBCGGCGACTACTTCGAC
TACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACCGTGAGCTCAGCC TCCACCARGGGCCCARGCGTCTTCC
CCCTGGLACCCTCOTCCAAGASCACCTCTSGCGECACACGCCGLCCTGGGUTGCCTGGTCAAGRR
CTACTTCCCCGAACCCGTGACCETGAGCTGGARC TCAGGC GCCCTGACCAGCGGLCGTGCACACC
PTCCCCGCTGTCCTGCAGTCC TCAGGACTCTACTCCC TCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCA
GCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCARCCTGAATCACRAGCCCAGCARCACCARGGTGGA
CAAGAGAGTTGAGCCCAAATC T TGTGACARANCTCACACATGCCCACCCTCCCCAGCACCTGAR
CTCCTGEGGGEACCCTCAGTC T TCCTCTTCCCCCCAARACCCARGGACACCCTCATGATCTCCC
GGACCCCTGAGGTCACATGCGTGATGRTGGACGTGAGCCACGARGACCCTGAGGTCAAGTTCAR
CTGGTACGTGGACGGCOTGRACGTGCATAATGCCARGACAARGCCCCGGGAGGAGTAGTACAAL
AGCACGTACCGGGTGGTCAGCGTCC TCAC C6TLL TGCRAUCCAGGAC THGC TGRATGGCRAGGAGT
ACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGARARCCATCTCCAAAGCCAR
AGGCCAGCCCCGGGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCARGARC
CAGGTCAGCCTGACCTGCCTGETCAARGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCOTGGAGTGGGAGA
GCAATGGCCAGCCCGAGRACAACTACAAGACCACCCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTT
CTTCCTCTACAGCAAGC TCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGCAACGTCTTCTCATGE
TCCGTGATGCATGAGGC TCTGCACARACCACTACACCCAGRAGAGCCTCTCCCTGTCTCCCGGCA
AR

Secuencia de sefial (1-57), Regién variable (58-420), Regi6n constante (421-

1410)

SEQ ID NO:55; Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T3H
VKHLWFFLLLVAAPRWVLSEVQIVESGGGLYVQPGGSLRLSCATSGENFNDY EMNWVRQAPEKGL

EWVAQIRNKIYTYATFYARESLEGRVTISRODSESSVYLQMSSLRAEDTAVYYCTRSLTGGDYFDL
YNGOGTLYTVSSASTKGPSYFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVK DY FPE PVTVSWHSGALTSGVHT
FPAVLOSSCLYSLSSVVTVPSSSLETOTYICNVNRKPSNTRYDKRVE FKSCDKTHTCPPCPAFE
LLGGPSVFLEPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHE DPEVKFNWYVELGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKE YKCKVSNKALPAPIEKT I SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTHN
QVSLTCLVKGEYPSDIAVERESNGOPENNYKTTPPVLOSDGSFFLYSKLTVDKSRWHQQONVESC
SYVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Secuencia de sefial (1-19), Regi6n variable (20-140), Region constante {(141-

470)

20
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SEQ ID NO:56: Secuencia de nucledtidos de h#32A1-T5H
ATGAAACACCTGTGCTTCTITCCTCCTGCTGGTGGSAGE TCCCAGATGGGTSCTGAGCGAGGTGE
AGGTGGTGGAGAGCSGCGGCGGACTTGTSCAGCL TGGCGGCTCCCTGAGACTTAGCTGTGCCAC
CTCCGGC TTCAAS TTCAACGACTAC T TCATGARC T SGGTGAGACAGGCCCCTGGCARGGGCCTG
GAGTGGGTGGCCCAGATCAGAARCARGA TCTACACCTACESCAC CTTCTACGCCGAGAGCLTTG
AGGGCAGATTCACTATCTCCAGAGACRRCAGCARGTCCACCGTGTACCTTCAGATGAACTCCCT
GAGAGCCGAGGACACIGUCGTGTACTAC TGTACCAGAAGCCTTACCGGCGGCGACTACTTCGAL
TACTGGGGCCAGGGCACCE TGGTGACCGTGAGCTCACCCTCCACCARGGGCCCARGCGTCTTCE
CCCTGGCACCOTCC TCCAAGAGCACCTCTGGLGGEASAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGA
CTACTTCCCCGAACCCGTGACCGTGAGCTGGAAC TCAGGCGCCCTGACCAGLGECGTGCACACT
2TCCCCGOTGTCCTCCAGTCC TCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCA
GCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATC TGCARCGTGAATCACRAGCCCAGCARCACCAAGGTGGA
CRAGAGAGTTGAGCCCAAATC TTGTGACAAARC TCACACATGCCCACCCTGCCCAGCACCTGAA
CTCCTGGGGGRACCCTEAGTC TTCCTCTTCCCCCCARAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCE
GGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGG T GGACGTGAGCCACGARGACCC TGAGGTCAAGTTCAR
CTGGTACGTGGACGGCETGGAGGTGCATAATGCCARGACARAGCCCCGGGAGGRGCAGTACAAC
AGCACGTACCGGGTGGTCAGCGTCCTCACCETCCTGCACCAGGACTGGC TGAATGGCARGGAGT
ACAAGTGCAAGGTCTCCAACARRGCCCTCCCAGCCC CCATCGAGARARCCATC TCCARAGCCAA
AGGCCAGCCCOGGGAACCACAGGTGTACACCCTGL CCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAAC
CAGGTCAGCCTGACCTGCCTGETCARAGGEC TTCTATCCCAGCEACATCGCCGTGGAGTGCCAGA
GCAATGGCCAGCCCGAGAACARCTACAAGACCACCCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTT
CTTCCTC TACAGCAAGC TCACCGTGGACARGAGCAGGTGGCAGCAGGGCARCGTCTTCTCATGS
TCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACCCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCCGGCA
AR

Secuencia de sefal (1-57), Region variable (58-420), Regién constante (421-

1410)

SEQ ID NO:57: Secuencia de aminodcidos de h#32A1-T5H
MKHLWFFLLLVAAPRWVLSEVQVVESGGGLVYOPGGSLALSCATSGENFNDY FMNWVRQAPGKGL
EWVAQIRNKIYTYATFYAESLEGRFTISRDNSKSTVY LOMNSLRAEDTAVYYCTRSLTGGDY FD
¥YKCOGTLVTVSSASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY FPEPVIVSWNSGALTSGVHT
FPAVLQSSGLYSLSSYVTVPSSSLGTQTY I CNVNHKPSNTKVYDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPE
LLGGPSVFLEPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVOGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKE YKCKVSNKALPAP I EKT I SKAKGOPREPQVY TLP PSREEMTKN
QVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL.NEDGSFFLY SKLTVDKSRNQQGNVESC
SVMHEALENHYTQKSLSLSPGK

Secuencia de sefial (1-19), Regién variable (20-140), Region constante (141-

470)

228
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SEQ ID NO:58: Secuencia de nucledtidos de h#32A1-T6H

ATGRAACACCTGTGGTTCTTCCTCCTGCTGGTGGCAGCTCCCAGATGEGTGCTCAGCGAGGTGC
AGGTGGTGGAGAGCGGCGGCGGAC TTEL GCAGCCTGGCGGC TCCCTGAGACTTAGCTGTGCCAC
CTCCGGCTTCAACTTCAACGACTACTTCATGRACTGGGTGAGACAGGCCCCTGAGARGGGCCTG
GAGTGGETGGCCCAGAT CAGAARCAMGARTCTACACCTACGCCACCTTCTACGCCGAGAGCCTTG
AGGGCAGAGTGACCATC TCCAGAGACAACAGCAAGTCCACCGTGTACCTTCAGATGTCCAGCCT
TAGAGCCGAGGACACCGLCGTGTACTACTGTACCAGARGCCTTACCGGCGGCGACTACTTCGAC
TACTGEGGCCAGGGCACCOTTGTGACAGTGAGCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCAAGCGTCTTCC
CCCTGGCACCCTCCTCCAMGAGCACCTCTGGC GGCACAGCCGLCCTEEGC TGCCTGGTCARGGA
CTACTTCCCCGAACCCETGACCGTGAGC TGGAAC TCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACC
TTCCCCGCTGTCCTGCAGTCCTCAGGAC TCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCA
GCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCARGGTGGA
CAAGAGAGT TGAGCCCARATCTTGTGACARAACTCACACATGCCCACCCTGCCCAGCACCTGAR
CTCCTGGOGGGACCCTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAARRC CCARGGACACCCTCATGATCTCCC
GGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGARGACCCTGAGGTCARGT TCAA
CTGGTACGTGGACGGCGTGGAGG TGCATARTGCCAAGACARAGCCCCGEGAGGAGCAGTACAAC
AGCACGTACCGGGTGETCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCARGGAGT
ACAAGTGCAAGGTCTCCAACARAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGRRAACCATCTCCARRGCCAR
AGGCCAGCCCCGGGRACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAAC
CAGGTCAGCCTGACC TGCCTGGTCAAAGGC TTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGA
GCAATEGCCAGCCCGAGAMCARCTACAAGACCACCCCTCCCGTGCTGRACTCCGACGGCTCCTT
CTTCCTCTACAGCARAGCTCACCGTGGACARGAGCAGGTGGCAGCAGGGCARCGTCTTCTCATGC
TCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACCCAGAAGAGCC TCTCCCTGTCTCCCGGCA
AR

Secuencia de sefial (1-57), Region variable (58-420), Region constante (421-

1410)

SEQ ID NO:59: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T6H
MKHLRFFLLLVAAPRWYLSEVQVVESGGGLVOPGGSLRLSCATSGFNENDY FMNWVRQAPEKGT
EWVAQIANKIYTYATFYAESLEGRVTISRONSKSTVYLCMS SLRAEDTAVYYCTRSLTGGDYED
YWGQGTLVTVSSASTKGPSYFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY FPEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLQSSGLYSLSSYVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKRVE PKSCOKTHTCPPCPAPE
LLGGPSVEL FPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVK FNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYK
STYRVVSVLTVLHQOWLNGKE YKCKVSNKALPAPTEKT I SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKN
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT PPPVLDSOCSFFLYSKLTVDKSRWOQGNVESC
SVMHEALHMHYTQKSLSLSPGK

Secuencia de sefal (1-19), Regién variable (20-140), Region constante (141-

470)

225




32/57

Figura 32

SEQ ID NO:60: Secuencia de nucledtidos de h#32A1-T1L

ATGGTGC TGCAGACCCAGG TETTCATCTCCCTGCTGCTETGGATCTCCGGCGCATATCGCGACK
e GATGRACCCAGAG CCTGACTCCCTTGCCGTGTCCCTGGGCGAGAGAGCCACCATCAACTG
TAGAGCCTCCCAGAGCGTGACCATCTCCAGCTACAGCTTCATCCACTGGTACCAGCAGRAGCCT
GGCCAGCCTCCTARNGCTTCTGATC TACAGAGCC TCCABCC TTGCCAGCGGCGTGCCTGCCAGAT
TCTCCGECAGCGECTCCEECACCGAC TTCACCCTGACCATCAGC TCCCTTCAGGCCEAGSACGT
GGOCGTGTACTACTGTCAGCAGAGCAGARRGTCCCCTTGGACCT TCGGLGGCGGCACCARGETG
GACGATCARGCGTACGGTEEC CGCCCCCTCCGTATTCATCTTCCCCCCCTCCGACGAGCAGC TGA
AGTCCGGCACCGCCTCCGTEGTGTGCCTGCTGAATARCTTC TACCCCAGRGAGGCCAAGGTGCA
GTGGARGGTGGACARCGCCCTGCAGTCCGGGARC TCCCAGGAGAGEGT GACCGAGCAGGACAGE
ARGGACAGCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAARGC CGACTACGAGARGCACA
AGGTGTACGCCTGCGAGGTGACE CACCAGGGCCTGAGCTCCCCCGTCACCAAGAGC TTCAACAG
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
MVLQTQVFISLLLWI SGAYGDIVMTQSPOSLAVSLGERATINCRASOSVTESGYS FLIWYCQRK?
GQPPKLLIYRASNLASGYPARFSGSGSGTDFTLTISSLOARDVAVYYCQOSRKSPHTFGGGTKY
ETIKRTVARPSVFIEPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEY PREAKVQWKVDNALOSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPYTKS FNRGEC

Sec;.lencia de senal (1-20), Region variable (21-133), Regién constante (134-
238
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SEQ ID NO:62: Secuencia de nucledtidos de h#32A1-T2L
ATGGTGCTGCAGACCCAGGTGT TCATC TCOCTGLPGCTGT GGATCTCCGGCGCATATGGCGACA
TCGTGATGACCCAGAGCLC TGACTCCCTTGECGTC TCCCTGOGOGAGAGASC CACCATCAGCTG
PAGAGCCTCCCAGAGCGTSACCATCTCCGGCTACAGC T TCATCCACTGGPACCAGCAGAAGCCT
GGCCAGECTCCTAGACT TC IGATC TACAGAGCC TCCAACC TTGCCAGCGECGTGCCTGCCAGAT
TCOCCGGEAGCEECTCCGGCACCGAC TTCACCCTGACCATCAGC TCCCTTCAGGCCGAGGACGT
GGCCGTGTACTTCTGTCAGCAGRGCAGAAAGTCCCCTTOGACCT 2CGCCGGEGGCACCARGGTG
GAGATCAAGCGTACCETGGCCECCCCCTCOGTGTTCATCTTCCCCCCCTCCGACGAGCAGC TGA
AGTCCGGCACCGCCTCCGTGGTETGCCTGCTGAATRAC TTCTACCCCAGAGAGGCCARGGTGCA
GTGGARGGTGGACAACGCCCTGCAGTCCAGGARC TCCCAGGAGAGCGTGACCGAGCAGGACAGE
AAGGACAGCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCE TGAGCARAGCCGACTACGAGAAGCACA
AGGTGTACCCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGAGCTCCCCCGTCACCAAGAGCTTCAACAG

GGGGGAGTGT

Secuencia de sefial (1-60), Region variable (61-399), Region constante (400-

714)

SEQ 1D NO:63: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T2L

MVLQTQVF SLLLWISGAYGDIVMTQSFDSLAVS LGERATI SCRASQSVTISGYSEIHWYQQKP
GQPPRLLIYRASNLASGVPARFSGSGSGTDFTLT ISSLOAE DVAVY FCOQSRKSPHTFAGGTKY
EIKRTVARAPSVFIFPPSOEQLKSGTASVVCLLNNFY PREAKVONKVDNALOSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLESTLTLSKADYEKHKVYACEVTHOGLSSPVTKSFNRGEC

Secuencia de sefial (1-20), Region variable (21-133), Regién constante (134-

238)
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SEQ ID NO:64: Secuencia de nucledtidos de h#32A1-T3L
ATGGTIGETCCAGACCCACGTGTTCATCTCCCTGCTIGCTGTGGA TCTCCGGCGCATATGGCGACA
TCGTGETTACCCAGAGCCCTGAC TCCC TTGCCGTGTCCCTGGG CGAGAGAGCCACCATCAGC TG
TAGAGCCTCCOAGAGCCTGACCATCTCCSGCTACAGC T TCATCCACTGGTACCAGCAGARGCCT
GOCCAGCAGCCTAGACTTCTGATC TACAGAGCCT CCAACCTTGCCAGCGGCATCCUTGCCAGAT
TCTCOGECAGCGGCTOCGGCACCCGAC TTCACCCTGACCATCAGC TCCCTTCAGGLCGAGGACST
GGCCACCTACTTC TG TCAGCAGAGCAGAAAGTCCCC TTGGAZCTTCGCCGECGOCACCARGGTG
GAGATCAAGCGTACGGTGGLCGCCSoCTCCGTGTTCATLI TCCCCCCCTCCGACGAGTAGL TGA
AGTCCGGCACCGCOTCCGTGGTC TGO TGO TSARTARCT 21 ACCCCAGAGAGGCCAMGGTGCA
GTGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGTCCGGGAMC TCCCAGSAGAGCGTGACCGAGCAGGACAGT
ARGGACAGCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTSAGCAARGCCGACTACGAGARGCACA
AGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGAGC TICCCCGTCACCAAGAGCTTCAACAG

GGEGGAGTGT

Secuencia de senal (1-60), Regién variable (61-383), Region constante (400-
714)

SEQ ID NO:65: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T3L
MVLOTQVFISLLLWISGAYGDI VLTQSPDS LAVSLGERATISCRASQSVTISGY S IHWYQOKP
GOQPRLLIYRASNLASGI PARFSGSGSGTDETLTI SSLQAEDVATY FCQQSRKSPWTFAGGTKV
EIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFY PREAKVOWKVONALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYRCEVTHOGLSSPVTKSFNRGEC

ggg;lencia de sefial (1-20), Region variable (21-133), Regién constante (134-

232
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SEQ 10 NO:66: Secuencia de nucledtidos de h#32A1-T4L
ATGGTGCTGCAGACCCAGGTGTTCATCTCCCTGCTGCTGTGGATCTCCGGCGCATATERCGACA
TCGTGCTTACCCAGAGCCCTGCCETTGCCGTRTCCCTGGGCGAGAGAGCCACCATCAGCTGTAG
ACCCTCCCAGAGCGTGACCATCTCCGGCTACAGE TTCATCCACTGGTACCAGCAGARGCCTGGC
CAGCAGCCTAGACTTCTGATCTACAGAGCCTCCARCC TTECCAGCGGCATCCCTGCCAGATTCT
CCGGCAGCGGCTCCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCAGCTCCCTTCAGGCCSAGGACGTGGE
CACCTACTTCTGTCAGCAGAGCAGARAGTCCCETTGRACCT TCGCCGGUGGCACCAAGCTGGAG
ATCARGCGTACGGTGGCCGCCCCC TCCGTGTTCATC TTCLCCCOCTCCEGACGASCAGCTGAAGT
CCGGCACCGCCTCOGTGETATGCCTGCREAAT AACTTCTACCCCAGAGAGGCCARGGTGCAGTG
GAAGGTGGACAACGCCCTGCAGTCCGGGAACTCCCAGCAGAGCGTGACCGASCAGGRACAGCARG
GACAGCACCTACAGCCTGAGCAGCACCC TGACCC TGAGCARAAGCCGACTACGAGAAGCACAAGG
TGTACGCCTGCGRGETGACCCACCAGGGCCTGAGCTCCCCCGTCACCARGAGCTTCARCAGEGE

GGAGTGT

Secuencia de sefial (1-60), Region variable (61-356), Region constante (400-

711)

SEQ ID NO:67: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T4L
MVLQTQVFISLLLNISGAYGDIVLTQS PALAVSLGERATISCRASQSVTISGYS FIHWYQQKPG

QQPRLLIYRASNLASGIPARFSGSSGSGTOITLTISSLOQAE DVATYFCQQSRKS PHTFAGGTKLE
IKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASYVVCLINNFY PREAKVOWKYENALQSGNEQESVTEQDSK
DSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHOGLSSPYTKSFNRGEC

Secuencia de sefal (1-20), Regién variable (21-132), Region constante (133-

237)

ez
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SEQ ID NO:68: Secuencia de nucleétidos de h#32A1-T5L
ATGSTSCTGCAGACCCAGGTGTTCATCTCCCTGCTGCTCTGGATCTCCGGCGCATATAGCGACA
ToGTGCTTACCCAGAGCCCTGACTCCCTTSCCCTCTCCCTGGGCGAGAGAGCCACCATCARCTG
TAGAZCCTCCCAGAGCGTGACCATCT CCGGCTACAGCTICATCCACTGGTACCAGCAGARAGCCT
GGCCAGCSTCOTARGCT TCTGATC TACAGAGCCTCCAALCTTGCCAGCGGCATCCCTGCCAGAT
TCTCCGGCAGCGGCTCCGGCACCGACTTCACCCTGACCRTCAGCTCCCTTCAGGCCGHGGACGT
GGCCACCTACTACTCTCAGCAGAGCAGAAAGTCCCCTTCGACC TTCGGCCAGGGCACCAAGGTC
GAGATCAASCGTRCGGTGGCCGCCCCCTCCGTGTTCATCTTCCCCCCCTCCGACGAGCAGCTGA
AGTCCAGoACCGCCTCCETGE TG TGCCTGCTGAATARACTTC TACCCCAGAGRGGCCAAGGTGCA
GTGSAAGGTGGACAACGCCCTGCAGTCCGGGARC TCCCAGGAGAGCGTGACCGAGCAGGACAGC
AAGGACASCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCANAGCCGACTRCGAGAAGCACA
AGGTGTACGCCTGCGAGETGACC CACCAGGGCCTGRGCTCCCCCSTCACCARGAGCTTCAACAG
GGGGGAGTGT

Secuencia de sefal (1-60), Regidn variable (61-393), Region constante (400-
7i14)

SEQ ID NO:69: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T5L
MVLOTOVFISLLLWISGAYGDIVLTQSPDSLAVSL.GERATINCRASOSVTLISGYS P IHWY QDKP
GOPPKLLIYRASNLASGI PARFSGSGSGTDETLTISSLQAEOVATYYCOQSRKS PHTFGQGTKY
EIKRTVAAPSVFIFPPSDOEQLKSGTASVVCLLNNEY PRERKVOWKVONALOSGR SUESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHOGLSSPVTKEFNRGEC

Secuencia de sefal (1-20), Regién variable (21-133), Regi6n canstante (134-
238)

23
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SEQ ID NO:70: Secuencia de nucledtidos de h#32A1-T6L
ATGGTGCTECAGACICAGRTG T CATC TCCCTGCTGCTGTGGATCTCCGGCGCATATGGCGACA
TCGTGCTTACCCAGAGCCC TGRCTCCCT TGCCGTGTCCCTGSGCGAGAGAGCCACCATCAGCTG
TAGAGCC TCCCAGAGCGTGACCATC TCCGGCTACAGCTTCATCCACTGGTACCAGCAGAAGCCT
GGCCAGCCTCCTAGACTCCTGATC TACAGAGCCTCCARCCT TGCCAGEGGCATCCCTGCCAGAT
TCTCCGGCAGCGGCTCCGCCACCGACTTCACCCTGRACCATCAGC TCCCTTCAGGCCGAGGACGT
GGCCACCTACTICTGTCAGEAGAGCAGRARGTCCCC TTGGACCT TCGCCGGCEECACCARGGTG
GAGATCAAGCGTACGETGEGCCGCCCCCTCCGTCTTCATCTTCCCCCCCTCCGACGAGCAGCTGA
AGTCCGGCACCGOCTCCGTEETCTGCCTGCTCAATARCTTC TACCCCAGAGAGGC CAAGGTGCA
GTGGARGGTGGACARCGCCC TGCAGT CCGGGAACTCCCAGGAGAGCGTGACCGAGCAGGACAGT
AAGGACAGCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCARAGCCGACTACGAGAAGCACA
AGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGAGCTCCCCCGTCACCARGAGCTTCARCAG
GGGGGAGTGT

Sacuencia de senal (1-60), Regidn variable (61-399), Region constante (400-

714)

SEQ ID NO:71: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T6L
MVLQTOVETSLLLWISGAYGDIVLTQSPDSLAVSLGERAT ISCRASQSVTISGY SEIRWYQQKP
GQPPRLLIYRASNLASGI PARFSGSGSGTDFTLT ISSLOREDVATYFCQQSRKSPNTFAGCTKY
EIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASYVCLLNNEY PREAKVOWKVDNALOSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Secuencia de sefal (1-20), Region variable (21-133), Regién constante (134-

238)

22)
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Figura 38

SEQ ID NO:72: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T7H
EVCLYESGGGLYQPGGSLRLSCARSGEFNDY FMNWVRQAPEKGLEWVAQIRNKI Y TYATFYAE
SLEGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARSLTGGDY FDYWGQGTLVTVSSASTKGPS
VFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY FPEPVTVSWNSGALT SGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKYDKRVEPKSCDKTHTOPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLM
1SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGYEVHNAKTK PREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREENTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVE
WESNGOPENNYKTTPPVLDSCGS FFLY SKLTVDKSRWOQGNVESCSVMHEALHNHY TOKSLSLS
PGK

Region variable (1-121), Region constante (122-451)

SEQ ID NO:73: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T8H
EVQILVESGGGLVQPGGS LRLSCARSG FNFNDY FMNRVRQAPCKGLERVAQIRNKI Y TYATFYAE
SLEGRVTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARSLTGGDYFDYWGQGTLVTVSSASTKGPS
VFPLAPSSKSTSGETARLGCLVKDY FPEPVTVSHNSGALTSGYHTEPAVLOSSGLY SLESVVTV
PSS SLGTQTY ICNVNEKPSNTKY DKRVE PXSCOKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLM
ISRTPEVTCYVVDVSHEDPEYKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS FFLYSKLTV DKSRHOQGNVFSCSVMHEALHNR Y TOKSLSLS
PGK

Region variable (1-121), Region constante (122-451)

SEQ ID NO:74; Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T9H
EVQLVESGGGLVQPGGSTRLSCAASG ENENDY FMNWVRQAPGKGLEWVAQIRNKIYTYATFYAR
SLEGRETISRDNAKNSLYLQOMSSLRAEDTAVYYCARSLTGGDY FOYWGQGTLVTVSSASTKGPS
VFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKRVE PKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEPPKPKDTLIM
ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPRE PQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLOSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSYMHEALENHY TOKSLSLS
PGK

Region variable (1-121), Regidn constante (122-451)

23¢
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Figura 39

SEQ ID NO:75: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T10H
EVQLVESGGGLYOPGGSLRLSCAASG PNTNDY EMNWVROAPEXGLEWVAQTRNKI YTYATFYAE
SLECRVTISRDNAXNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARSLTGGDY FDYWGQGTLVTVSSASTKGES
VEPLAPSSKSTSGCTARLGCLVKXDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTY TCNVNHKPSNTKVDKRYVEPKSCDKTHTCPPC PRPELLGGPSVFLFPPKPKDTLM
ISRTPEVICYVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLEODWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPESREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFELYSKLTVDKSRNQQGNVFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLS
PGK

Regién variable (1-1217), Regién constante (122-451)

SEQ ID NO:76: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T11H
EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGTNFNDY FMNWVRQAPEKGLEWVAQIRNKI Y TYATEYAE
SLEGRFTTSRDNAKNSLYLQMS5LRAEDTAVY YCARSLTGGDYFDYWGQGTLVTVSSASTKGPS
VEPLAPSSKSTSGGTAALGC LVKDY FPE 2V VSWNSGAL TSGVHTF PAVLOSSGLY SLSSVVIV
PSSSLGTRTY ICKVNHKP SNTKVDKRYVE *KSCDKTRTCPPCPAPELLGGP SVFLEPPKPKDTLM
ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENW YV DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKAL PAPIEKTI SKAKGGPREPQV YT LPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRHQQGNVESCSVMHEALANHY TOKSLSLS
PGK

Regidn variable (1-121), Region constante (122-451)

SEQ 1D NO:77: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T12H
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCARSGENFNDY F¥NWVRQAPGKGLENVAQIRNK L Y TYATEYAE
SLEGRVTISRDNAKNSLYLOMSSLRAEDTAVYYCARSLTGGDY FDYRGQGTLVTVSSASTKGPS
VFPLAPSSKSTSGGTARLGCLVKDY *PEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVOKRVE PKSCDKTHTCPEC PAPELLGGPSVFLEPPKPKDTLM
ISRTPEVTCYVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS TYRVVSVYLTVLHQDRLNG
KF.YKCKVSNKALPAPIEKTI SKAKGQPREPQVYTLP PSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS FELYSKLTVDKSRWGQGNVFSCSYMHEALENH Y TQKSLSLS
PGK

Region variable (1-121), Regién constante (122-451)

237
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Figura 40

SEQ ID NO:78: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T7L
DIVMTQSPDSLAVSLG!RATISCRASOSVTISGYSF;HWYQQK?GO?PKLLIYRASNLASGVPA

RFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCQQSRKS PHTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFY Pammom(von.qmsm;sqzsvrsonsxns-rvsLss'rLTLsnmanx
HKVYACEVTHOGLSSPYTKSENRGEC

Reqidn variable (1-113), Regién constante (114-218)

SEQ ID NO:79: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T8L
DTVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASQSVT I SGYSFTHWYQQKPGQPPRLLI YRASNLASGVPA
RFSGSGEGTDPTLTISSLOAEDVAYYYCGOSRKS PHTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFI FPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNEY PREAKVOWKYDNALOSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Regién variable (1-113), Regién constante (114-218)

SEQ ID NQ:80: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T9L
DIVMTOS? DS LAVSLGERATINCRASQSVTISGY SEIHWYQUKPGQPPKLLI YRASNLASGVEA

RFSGSGSGTDFTLTISSLCAEDVAVY FCQQSRXSPWTEGGGTKVETKRTVAARPSVFT FPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFY PREAKVOWKVDNALCSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKS FNRGEC

Region variable (1-113), Region constante {114-218)

SEQ ID NO:81: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T10L
DTVMTQSPDSLAYVSLGERATINCRASOSVT I SGYSFIHRYQQKEGOPPKLLIYRASNLASGVPA
RFSGSGSGTDETLTISSLOAEDVAVYYCOQSRAKS PWTFAGGTKVEIKRTVARPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNEYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTY SLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQOGLSSPVTKS ENRGEC

Region variable (1-113), Regién constante (114-218

SEQ ID NO:82: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-11L
DIYMTOSPDS LAVSLGERATISCRASQSVTISGYSFTHW YQQKPGOPPRLLI YRASNLASGVPA

RESGSGSGTLFTLTLSSLOAEDVAVY YCQOSRKSPHTEGGGTKVEI KRTVAAPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVONALQSGNSQESVTEQDSKDSTY SLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSS PVTKS ENRGEC

Region variable {1-113), Regién constante (114-218)

235
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Figura 41
SEQ ID NO:83: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T12L

DIVMTQSPDSLAVSLGERATI SCRASQSVTLISGY SFIHWYQOKPGQPPKLL T YRASNLASGYEA
RFSGSGSGTDITLTISSLOAEDVAVY FCQQSRKSPWTFGGGTKVEIKRTVAARSVEFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQNKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKHDYEK

HKVYACEVTEQGLSSPVTKS FNRGEC
- Region variable {1-113), Region constante (114-218)

SEQ 1D NO:B4: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T13L
DIVMTQSPOSLAVSLGERATISCRASQSVTISGYSFIHWYQOKPGQPPKLLIYRASNLASGYPA
RFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVY YCOQSRKSPWTFAGGTKVE IKRTVARPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYAGEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Regién variable (1-113), Region constante (114-218)

SEQ ID NO:85: Secuencia de amincacidos de h#32A1-T14L
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASQSVTI SCYSFIHWYQQKPGOPPRLLI YRASNLASGVPA
RFSGSGSGTDETLTISSLOAEDVAVYFCQQERKS PHTFGGCTKVEIKRTVAAPSVEIFEPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALDSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHOGLSSPYTKSFNRGEC

Region variable (1-113), Regidn constante (114-218)

SEQ ID NO:86: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T15L

DIVMTOS PDSLAVSLGERAT INCRASQSVTISGY S FIHWYQCKPGRPPRLLT YRASNLASGVPA
RFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVY YCOQSRKSPHTFAGGTKVEIKRTVARPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASYVCLLNNEY PREAKVOWKVDNALOSGNSQESYTEQDSKDSTYS LESTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSFVTKS FNRGEC

Regién variable (1-113), Reqién constante (114-218)

SEQ ID NO:87: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T16L
DIVMTQSPDSLAVSLGERAT INCRASQSVTISGYSFTHRYQOXPGOPSKLLI YRASNLASGVFA
RFSGSGSGTDETLTISSLOAE DVAVYFCOOSRKSPWTFAGGTKVE IKRTVAAPSVFIEPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEX
HKVYACEVTHOGLSSPVTKS FNRGEC

Regién variable (1-113), Region constante (114-218)

239
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Figura 42

SEQ ID NO:88: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T17L
DIVMTOSPLSLAVSLGERATISCRASQSVTISGY SFIHWYQOKPGOPPRLLIYRASNLASGVPA
RFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVY FCQQSRKS PHTFGGGTKVE IKRTVARPSVEIFPRSDEQ
LKSCTASWCLLHNE'YPRE‘.AKVQHKVDNALQSGNSQESWEQDSKDSTYSLSS‘I’LTLSKADYEK
HKVYACEVTHOGLSSPVTKSFNRGEC

| Regién vanahlan(1-+13 mgg:bmnshq_biﬂmﬁﬁ

SEQ ID NO:89: Secuencia de aminoécidos de h#32A1-T18L

DIVMTQSPDSLAVSLGERATISCRASQSVTISGYSEIHWYQOKPGQPPRLLI YRASNLASGVPA
RFSGSGSGTDFTLTISSLOREDVAVY YCQOSRKSPWTFAGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFY PREAKVOWKVDNALOSGNSQESVTEQDSKDSTY SLSSTLTLSKADYEK

HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
Region variable (1-113), Region constante (114-218)

SEQ ID NO:90: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T19L
DIVMTQSPDSLAVSLGERATISCRASQSVTISGYSFIRWYOQQXPGCPPKLLI YRASNLASGVPA
RFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVY FCOQSRKSPWTFAGGTKVETKRTVAAPSVE L EPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVORKVONALQSGNSQESVTEQDSKOSTY SLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSS PVTKS FNRGEC

- Regidn variable {1-113), Regidn constante (114-218)

SEQ 1D NO:91: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T20L
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASQSVTISGYS FIHWYQQKPGOPPRLLIYRASNLASGYPA
RFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVY FCQQSRKS PHTFAGGTKVEI KRTVAAFPSVELFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKYONALOSGNIQESVTEQDSKDSTY SLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNAGEC

Region variable (1-113), Regién constante (114-218)

SEQ ID NO:92: Secuencia de aminoécidos de h#32A1-T21L
E1LMTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVTISGYSFIHWYOQKPGQAPRLLT YRASNLASGIPA
RESGSCSGTDFTLTISSLEPEDFALY YCOQSRKSPWTFGQGTKVEI KRTVARPSVE LFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDONALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLS STLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Region variable (1-113), Regién constante (114-218)
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Figura 43
SEQ ID NO:93: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T22L

ETLMTQS 2ATLSLSPCERATLSCRASQSVTISGYS FIHWYOOKPGOAPRLLIYRASNLASGIPA
RESGSGSGTOFTLTISS LEPEDFALYFCQQSRKSPHTFAQE TKVE I KRTVAAPSVFI FPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFY PREAKVQWKY ONALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC ‘

Region variable (1-113), Regién constante (114-218)

SEQ ID NO:94: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T23L
ELLTOSPATLSLS PGERATLSCRASQSVTISGY SFIHWYCOKPGQAPRLLIYRASKLASGIPA

RFSGSGSGTDFTLTLSSLEPEDFALYYCQQOSRKSPWTFGUGTKVEIKRTVARPSVIIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNTY PREAKVOWKVDRALOSGNSQESYTEQDSKDSTY SLSSTLTLIKADYEK
HEKVYACEVTHOGLSSPVIKSFNRGEC

Region variable (1-113), Region constante (114-218)

SEQ ID NO:95: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T24L
EILLTOSPATLSLSPGERATLSCRASQSVTISGYSF IHWYQQXPGOQAPRLLIYRASNLASGIPA
RFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFALYYCQOSRKSPRTFGQGTHVETKRIVAAPSVET FPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVONALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Region variabie (1-113), Region constante (114-218)

SEQ ID NO:86: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T25L
OTLLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSYTISGYSFIMWYOOKEGQQPRLLI YRASNLASGIPA
RFSGEGSGTDFTLTI SSLEPEOFATY FCOQSRKE PHTFAGGTKYE LKRTVAAPSYEL FPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKYDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYRCEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Regitn variable (1-113), Region constante (114-218)

Iy
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Figura 45
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Figura 47

Actividad TRAP (A405 nm)
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Figura 54

SEQ ID NO:98: Secuencia de nucledtidos de h#32A1-H1-1
ATGARACACCTGTGEGTTCTTCCTCCTGCTGETGGCAGC TCCCAGATGGGTSC TGAGCGAAGTCC
AGCTTGTGGARAGCGGAGCGGGAS TCG TTCAGCCAGGAGSCTCTCTGCGCC TGTCATGLGCTGE
CAGCGGATTTAATTTCAATGATTAT T TTATGARCTGGGTCAGGCAGGC TCCGGGAARAGGEL TG
GAATGGGTCGCCCAGATCAGRAACARGATC TATAC T TACGCTACATTCTACGCCGCATCTGTAA
AGCGGAGGT TTACAATTAGTCGCGACARTGCARRAARTAGTCTGTATCTCCARATGAACTCCT
CCGCGCAGAGGATACTGCTGTC TACTACTGCGCCAGGTCCTTGACTGGCGGCGACTATTTTGAT
TACTGGGGACAGGGCACCCTGGTGACGETGRGCTCAGCCAGCACCARGGECCCTTCCGTGT TCC
CTCTGGCCCCTTGTAGCCGTTCCACCAGCGAGTCCACCGCCGCCCTTGEC TGTC TGGTGAAGGA
CTACTTCCCTGAGCCTGTGACCGTGAGC TGGAACTCCGGAGCCC TTACCAGCGGCGTGCACRACT
TTCCCTGCCGTGC TGCAGTCCAGCGGCCTTTACTCCCTGAGCTCCGTGG TGACCGTGCCTAGCT
CCARCTTCGGCACCCARACCTACACCTGTARCGTGGACCACAAGCCTAGCARCRCCAAGETGGA
CARGACCGTGGAGCGTAAGTGTTGTGTGGAGTGTCCTCCT TG TCCTECCCC TCCTGTGGCTGGA
CCTTCCGTETTCCTTTTCCCTCCTARGCCTARGGACACCCTGATGATCAGCCGTACCCCTGAGG
TGACCTGTGTGGTGGTGGACGTGTCCCACGAGGACCCTGAGGTGCAGTTCAACTGGTACCTGGA
CGGCGTGGAGGTGCACARCGCCAAGACCARGCCTCG TGAGGAGCAATTCAACAGCACCTTCCGT
GTGGTGTCCGTGCTTACCGTGGTGCACCARGACTGGCT GARCGGCAAGGAGTACAAGTGTARGG
TGAGCAACAAGGGAL TTCCTGCCCCTATCGAGAAGACCATC TCCARGACCAAGGGCCAACC TCG
TGAGCCTCAAGTGTACACCCTTCCTCCTAGCCSTOAGGAGATGACCAAGAACCAAGTGTCCCTT
ACCTGTCTGGETGAAGGGCTTCTACCC TAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGTCCARCGGATARC
CTGAGAACAACTACAAGACCACCCCTCCTATGCTTGACAGCGACGGCTCCTTCTTCCTGTACAG
CAAGCTGACCGTGGACAMGTCCCGTTGGLAACAAGGCAACGTGTTCAGCTGT TCCGTGATGCAC
GAGGCCCTGCACARCCAC TACACCCARARGAGCCTTTCCCTGAGCCCTGGAAAG

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
MKHLWFFLLLVAAPRWVLSEVQLVESGGRLVOPGGSLRLSCAASGFNENDY FEMNWVROAPGKGL

EWVAQIRNKIYTYATFYARSYKGRFTISRONAKNS LYLOMNSLRAEDTAVYYCARSLTGGOY D
YWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRETSESTARLGCLVEDYFPEPY TVSWNSGALTSGVRT
FPAVLQSSCLYSLSSVVTVESSNFGTQTYTCHVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPECPAPPVAG
PSYFLFPPKPKDTIMI SRTREVTCVVVLVSHEDPEVOEFNHYVDGVEVHNAKTKPREEQENSTER
YVSYLTVVHODWLNGKE Y KCKVSNKGLPAPIEKT I SKTKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSL
TCLYKGFYPSDIAVEWESNGCPENNYKTTPPMLOSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVESCSVMA
EALHNRYTQKSLSLSPGK

Secuencia de sefial (1-19), Region variable (20-140), Region constante (141-

466)

2BA4770-1-mearvalho
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SEQ ID NO:100: Secuencia de nucleétidos de h#32A1-H5
ATGARACACCTGTGETTC T TCCTCCTGCTGGTGGCAGC TCCCAGATGGGTGCTGAGCEAGGTGL
AGGTGGTGGABAGCGGCGGCEGACTTGTGCAGCCTGGCGGCTCCCTGAGACTTRAGC TGTGLCCAC
CTCCGGCTTCARC TTCARCGACTACTTCATCGAACTGGGTGAGACAGGCCCCTGRCAAGEGCCTG
GAGTGGGRTGGLCCAGATCAGRAACAAGATCTACACCTACGCCACCTTCTACGCCGAGAGLCCTTG
AGGGCAGATTCACCATCTCCAGAGACAACAGCARGTCCACCGTGTACCTTCAGATGARCTCCCT
GAGAGCCGAGGACACCGLCGTGTACTAC TGTACCAGRAGC CTTACCGGCGGCGAC TACTTCGAC
TACTGGGEGCCAGGGCACCCTEATGACCGTGAGCTCAGCCAGCACCARGGGCCCTTCCGTGTTCC
CPCTGGCCCCTTETAGCCGT TCCACCAGEGAGTCCACCGCCGLCCTTGRCTGTCTGETGARGGA
CTACTTCCCTOAGCC TG TEACCGTBAGC TGEAAC TCCGGAGCCCTTACCAGCGGCGTGCACACC
TTCCCTGCCGTGC TGCAGTCCRGCGGCCTTTACTCCCTGAGCTCCGTGGTGACCGTGCCTAGET
CCARCTTCGGCRCCCAARCCTACRCCTGT ARACGTGGACCACAAGCC TAGCAACACCAAGGTGGA
CARGACCGTGGAGCGTAAGTGTTGTGIGGASTGTCCTCCTTGTCCTGLCCCCTCCTGTGGLCGGA
CCTTCCGTGTTCCTTTTCCCTCCTARGCC TARGEACACCCTGATGATCAGCCGTACCCCTGAGS
TGACCTGTGTGLETGGTGGRCGTGTCCCACGAGGRCCCTGAGGTGCAGTTCAACTGG TACGTGGA
CGGCOGTGGAGGTGCACAACGC CAAGACCARGCCTCGTGAGGAGCAAT TCARCAGCACCTTCCGT
GTGGTGTCCGTGCT TACCETGETGCACCAAGACTGGC TGAACGGCAAGGAGTACAAGTG TAAGS
TGAGCARCAAGGGACTTCCTGCCCCTATCGAGAAGACCATCTCCAAGACCARGGGCCARCCTCG
TGAGCCTCAAGTGTACACCCTTCCTCCTAGCCGTGAGGAGATGACCARGARCCAAGTGTCCETT
ACCTETCTGG TAAAGGEC T TC TACCCTAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGTCCAA CGGACAAL
CTGAGAACAACTACARGACCACCCCTCCTATGCTTGACAGCGACGGCTCCTTCTTCCTGTACAG
CAAGCTGACCGTGGACAAGTCCCGTTGGCARACAAGGCAACGTGTTCAGCTGT TCCGTGATGCAC
GAGGCCCTECACAACCACTACACCCARAAGAGCCTTTCCCTGAGCCCTGGARAG

Secuencia de sefial (1-57), Regi6n variable (58-420), Regién constante (421-

1398)

SEQ ID NO:101: Secuencia de aminodcidos de h#32A1-H5
MKHLWFFLTLVARPREVLIEVOVVESGGGLYCPGGS LRLSCATSGENEFNDY FMNWVYRQAPGHGL
EWVAQIRNKIYTYATEYAESLEGRFTISRDNSKSTVY LOMNSLAAEDTAVYYCTRSLTGGLYFD
YWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDY FPEPVTYSWNSGALTSGVHT
FPAVLQSSGLY SLSSVVTVPSSNEGTQT Y TCHNVDHKPSKNTKV DK TYERKCCVECPPCPAPPVAG
BESVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVZCVVVDY SHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTER
VVSVLTYVHODWLNGKEYKCKVSNKGLPAPTEKTI SKTKGQPRE PQVYTLPPSREEMTKNQVSL
TCLYKGFYPSDIAVEWE SNGGPERNYKT TP PMLDS DGSFRLYSKLTYDKSRWOQGNVESCSVME
EALHNHYTQKSLSLSPGK

Secuencia de sefial (1-18}, Regién variable (20-140), Regién constante (141-

466)

253
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SEQ ID NO:102: Secuencia de nuciedtidos de h#32A1-L2-16
ATGGTGCTGCAGACCCAGETGTTCATCTSCCTGC TGCTGTGCATCTCCGGCGCATATSGCGAAR
TTCTGATGACGCAGAGTCCTGCAACTCT TAGTCTGTCACCTGGCGAGAGAGCCACACTCAGC TG
CCGAGCGTCCCAGTCCGTGACCATTAGCGGCTAT TCTT TTATTCATTGGTATCAGCARRAGCCT
GGACAGGCGCCAAGGC TGCTCATTTACAGAGCARGCAACCTTGCCTC TGGCATTCCAGCAAGAT
TCAGCGOGAGCGGATCAGGGACAGAT TTCACC TTGACCATCTCC TCCCTGGAGCCGGAGGATTT
CGCGTTGTATTATTGTCAGCAATCTAGGAAGAGTCCATGGACATTTGGCCAGGCCACCARAGTG
GAGATCARGCGTACGEGGCCGCCCCCTCCGTETTCATCTTCCCCCCCTCCGACGAGCAGCTGA
AGTCCGGCACCECCTCCGTEETGTGCCTGCTGAATAACTTCTACCCCAGAGAGGCCARGGTGCA
GTGGANGCTGGACAACGCCCTGCAGTCCGGGAACTCCCAGGAGAGEGTGACCGAGCAGGACAGL
AAGGACAGCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCARAGCCGACTACGAGAAGCACA
RGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGAGCTCCCCCGTCACCAAGAGCTTCARCAG

GGGGGAGTGT

Secuencia de sefial (1-60), Region variable (61-399), Region constante (400-

714)

SEQ ID NO:103: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-1L2-15
MVLOTQVFIS™LLNISGRAYGEILMTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVTISGY SEIHWYQQKP
GOAPRLL I YRASNLASGI PARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFALYYCQQOSRKSPWTEGQGTKY
EIKRTVAADPSVFIFPPSOEQLKSGTASYVCLLNNFY PREAKVOWKYDNALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHOGLSSPVTKSFRRGEC

Secuencia de senal {1-20), Region variable (21-133), Region constante (134-

238)

25
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SEQ ID NO:104: Secuencia de nucledtidos de h#32A1-L2-16
ATGGTGCTGCAGACCCAGGTGTTCATC TCCCTGCTGCTGTEGATCTCCHECGEATATGECGARR
TCCTGATGACACAGAGTCCTGCGACCCTCTCCCTC TCACCAGGCGAGAGGGCCACCSTGTCTTG
TAGAGCCAGCCAGTCAGTCACTATTAGTGGATACTCATTTATCCATTGGTATCAACAGAAALCA
GGACAGGCGCCTCGGCTTCTGATC TACCECGCCTCARRCC TTGCCTCTGGCATCCCOGCGAGST
TCTCTGGCTCTGGCAGCGGTACCGAT TTTACACTGACTATCTCARGCCTCGARCCTGAAGACTT
CGCACTGTACT TTTGCCAGCAGAGCAGGAAGTCCCCCTGGACTTTIGCACAGGGAACCARAGTC
GRARATCAAGCGTACGGTGGCCGLLCCCTCCGTGTTCATCTTCCCCCCCTCCGACGAGCRCCTGA
AGTCCGGCACCGCCTCCGTGGTGTGCCTGCTGAATAACT TCTACCCCAGAGAGGCCARGGTGCA
GTGGAAGGTGGACRACGCCCTGCAGTCCGGGARC TCCCAGGAGAGEGTGACCGAGCAGGACAGC
AAGGACAGCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGRCCCTGAGCAAAGCCGACTACGAGARGCACA
AGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGAGCTCCCCCGTCACCARGAGCTTCAACAG
GGGGGRGTGT

Secuencia de sefial (1-60), Region variable (61-399), constant Region (400-

714)

SEQ ID NO:105: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-12-16
MVLQTQVFISLLLWISGAYGE [ LMTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVT I SGYSFIHWYQOKE
GORPRLLIYRASNLASGIPARFSGSGSGTDETLTISSLEPEDFALY FCQOSRKSPNTFAQGTKY
FIKRTVAAPSVET FPPSOEQLKSGTASVVCLLNNFY PREAKVOWKVONALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFRRGEC

Secuencia de senal (1-20), Region variable (21-133), constant Region (134-

238)

AT &




<110>

<120>
INMUNOG

<130>

<150>
<l51>

<le0>
<170>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
€221>
<222>
<223>
<223>

<400>
atg gaa
Met Glu
1

aca ggc
Thr Gly

aac aca
Asn Thr

cca cee
Pro Pro
50

acc ttc
Thr Phe
65

tgyg cgc
Trp Arg

gcg gcg
Ala Ala

LISTADO DE SECUERCIAS
Seclicitante: DAIICHI SANKYO COMPANY, LIMITED

Titule de la invencién: ANTICUERPO ANTI-LECTINA SIMILAR A
LOBULINA DE UNION A ACIDO SIALICO-15

Nimero de referencia: DSPCT-FP1{21

Nimero de solicitud previa: JP 2009-94613
Fecha de presentacidn de la solicitud previa: 2009-04-09

Numeros de secuencias: 106
Software: PatentlIn versidn 3.4

SEC ID NO: 1

Longitud: 987

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Caracteristica:

Nombre/Clave: CDS

Ubicacién: (1)..{987)

Otra informacién: Inventor: Hiruma, Yoshiharu; Tsuda, Eisuke

Otra informacidén: Inventor: Takizawa, Takeshi; Nakayama, Makiko

Secuencia: 1

aag tcc atc tgg ctg ctg gee tge ttg geg tgg gttt cte ccg

Lys Ser Ile Trp Leu Leu Ala Cys Leu Ala Trp Val Leu Pro
5 10 15

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

gag gtg cac age tecg cca gocg cag cge tgg tee atg cag gtg
Glu Val His Ser Ser Pro Ala Gln Arg Trp Ser Met Gln Val
35 40 45

gag gtg agc gcg gag gea gge gac gog gca gtg ctg cce tge
Glu Val Ser Ala Glu Ala Gly Asp Ala Rla Val Leu Pro Cys
55 60

acg cac ccg cac cgc cac tac gac ggg ccg ctg acg geco atc
Thr His Pro His Arg His Tyr Asp Gly Pro Leu Thr Ala Ile
70 75 a0

geqg gge gag cocc tat geg ggo ccg cag gtg ttc cge tgo get
Ala Gly Glu Pro Tyr Ala Gly Pro Gln Val Phe Arg Cys Ala
85 90 85

¢gg ggc agc gag ctc tge cag acyg gcocg ctg age ctg cac ggeo
Arg Gly Ser Glu Leu Cys Gln Thr Ala Leu Ser Leu His Gly

48

96

144

192

240

288

336

25&




cey
Pro
120

gac
Asp

gac
Asp

ceqg
Pro

cgc
Arg

tece
Ser
200

gag
Glu

gac
Asp

gce
Bla

gtc
Val

ggg
Gly
280

ace
Thr

aat
Asn

ccg

105

cge
Arg

gac
Asp

cge
Arg

¢gg
Arg

gcg
Ala
185

ggc
Gly

ggt
Gly

ggc
Gly

agc
Ser

gce
Ala
285

gtc
Val

ccg
Pro

ttg
Leu

tga

cgc
Arg

cgc
Arg

tac
Tyr

atc
Ile
170

cte
Leu

ccg
Pro

cac
His

cgc
Arg

gtc
Val
250

cte

Leu

ctg
Leu

gac
Asp

agc
Ser

aac
Asn

cge
Arg

gag
Glu
155

gtc
Val

tge
Cys

gcc
Ala

ggc
Gly

tac
Tyr
235

tac
Tyr

ctyg
Leu

gcc
Ala

acc
Thr

cag
Gln
315

gac
Asp

tac
Tyr
140

agc
Ser

aac
Asn

act
Thr

ctg
Leu

cac
His
220

acg
Thr

ctyg
Leu

fedc (=)
Leu

gce
Ala

cCa
Pro
300

atg
Met

ctec
Leu
125

ttc
Phe

cgc
Arg

atec
Ile

gec
Ala

ggc
Gly
205

cta
Leu

tgt
Cys

ttc
Phe

ggc
Gly

cgc
Arg
285

cca
Pro

aac
Agn

110

tcg
Ser

tgce
Cys

cac
His

tcg
Ser

gaa
Glu
190

aac
Asn

gty
Val

acg
Thr

cgc
Arg

gct
Ala
270

gect
Ala

cgg
Arg

ccc
Pro

ctg
Leu

cgc
Arg

dggc
Gly

gtg
Val
175

599
Gly

agc
Ser

acc
Thr

gee
Ala

tte
Fhe
255

ctc
Leu

gcc
Ala

tec
Ser

<g9
Arg

cge
Arg

gtc
Val

gte
Val
160

ctg
Leu

gag
Glu

ttg
Leu

gcc
Bla

gce
Ala
240

cat

His

ggc
Gly

cgc

cag
Gln

age
Ser
320

384

432

4B0

528

576

624

672

720

768

g8l6

B64

912

260

987

239




Pro Pro Ala Thr Met Cys Ser Pro
325

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met

Thr

Asn

Pro

Thr
65

Trp

Ala

Arg

Val

Glu
145

Glu

Gly

Thr

Pro

50

Phe

Arg

Ala

Phe

Glu

130

Phe

Leu

SEQ ID NO: 2
Longitud: 328

Tipo:
Organismo:

PRT

Secuencia: 2

Lys

Ser

Glu

a5

Glu

Thr

Ala

Arg

Arg

115

Arg

Ala

His

Ser Ile Trp

Phe Val Arg
20

Val His Ser

Val Ser Ala

His Pro His
70

Gly Glu Pro
85

Gly Ser Glu
100

Leu Leu Gly

Leu Ala Leu

Gly Asp Val
150

Val Thr Ala
165

Leu

Thr

Ser

Glu

BlS

Arg

Tyr

Leu

Asn

Ala

135

His

Ala

Homo sapiens

Leu

Lys

Pro

40

Ala

His

Ala

Cys

Pro

120

Asp

Asp

Pro

Ala

Ile

25

Ala

Gly

Tyx

Gly

Gln

105

Arg

Asp

Arg

Arg

Cys

10

Asp

Gln

Asp

Asp

Pro

90

Thr

Arg

Arg

Tyr

Ile
170

Leu

Thr

Arg

Ala

Gly

s

Gln

Ala

Asn

Arg

Glu

1535

Val

Thr

Trp

Ala

60

Pro

Val

Leu

Asp

Tyr

140

Ser

Bsn

Trp

Glu

Ser

45

Val

Leu

Phe

Ser

Leu

125

FPhe

Arg

Ile

Val

Asn

30

Met

Leu

Thr

Arg

Leu

110

Ser

Cys

His

Ser

Leu

15

Leu

Gin

Pro

Cys

95

His

Leu

Arg

Gly

Val
175

Pro

Leu

Val

Cys

Tle

80

Ala

Gly

Arg

Val

Val

160

Leu

|

2

A\



Pro Ser

Pro Pro

BAla Ala
210

Glu Leu
225

Asn Ser

Gly Ala

Phe Lys

Arg Axrg
290

Ala Gln
305

Pro Fro

<210>
<211>

Pro

Pro

185

Val

Pro

Leu

Ser

Ala

275

Pro

Glu

Ala

180

Ala

Arg

Ala

Gly

Gly

260

Leu

Glu

Ser

Thr

His

Leu

Ser

Leu

Arg

245

Leu

His

Asn

Met
325

SEQ ID NO: 3
Longitud: 1026
Tipo: ADN

Ala

Ala

Pro

Thr

230

Ser

Ser

Leu

Tyr
310

Cys

Fhe

Trp

Arg

215

His

Glu

Thr

Leu

Asp

295

Glu

Ser

Arg

Ser

200

Glu

Asp

Ala

Val

Gly

280

Thr

Asn

Pro

<212>
. <213> Organismo: Mus musculus

<220>
<221>
<222>

<400>

1

Secuencia: 3
atg gag ggg tcc ctc caa ctec ctg goc tge ttg gce tgt gtg ctc cag
Met Glu Gly Ser Leu Gln Leu Leu Ala Cys Leu Ala Cys Val Leu Gln

5.

Caracteristica:
Nombre/Clave: CDS
Ubicacidn:

(l)..(1026)}

Ala

185

Gly

Gly

Gly

Ser

Ala

265

Val

Pro

Leu

Leu

Pro

His

Arg

Val

250

Leu

Leu

Asp

Ser

10

Cys

Ala

Gly

Tyr

235

Tyr

Leu

Ala

Thr

Gln
315

Thr

Leu

His

220

Thr

Leu

Leu

Ala

Pro

300

Met

ala

Gly

205

Leu

Cys

Phe

Gly

Arg

285

Pro

Asn

Glu

190

Asn

val

Thx

Arg

Ala

270

Ala

Arg

Pro

Gly

Ser

Thr

Phe

255

Leu

Ala

Ser

Arg

LG

Glu

Leu

Ala

Ala

240

His

Gly

Arg

Gln

Ser
320

255



atg
Met

aac
Asn

cce
Pro

acc
Thr
65

tag
Trp

gcg
Ala

cgc
Arg

gtc
Val

gag
Glu
145

cgt
Arg

ccg
Pro

cce
Pro

gct
Ala

cce
Pro
225

gga
Gly

aca
Thr

gcg
Ala
50

ttc
Phe

cgc
Arg

gcg
Ala

ttc
Phe

gag
Glu
130

ttc
Phe

ctg
Leu

ggc
Gly

ccg
Pro

geo
Ala
210

gcg
Ala

tec
Ser

gag
Glu
35

gag
Glu

acg
Thr

teg
Ser

ccg
Pro

cgc
Arg
115

cgc
Arg

acc
Thr

cqgc
Arg

cce
Pro

cce
Pro
195

ctg
Leu

ctg
Leu

ctt
Leu
20

gcg
Ala

gtg
Val

cac
His

ggc
Gly

ggc
Gly
100

ctg
Leu

cte
Leu

ggc
Gly

gtg
Val

gcg
Ala
180

gcc

Ala

cag
Gln

acec
Thr

gtyg
Val

cac
His

aac
Asn

ccg
Pro

gag
Glu
B5

agce
Ser

ctg
Leu

gce
Ala

gac
Asp

act
Thr
165

cac

His

ctc
Leu

ggc
Gly

cgc
Arg

aaa
Lys

agt
Ser

gcg
Bla

cac
His
TC

ccyg
Pro

gag
Glu

ggc
Gly

ctg
Leu

gcc
Ala
150

gct
Ala

gce
Ala

gcc
Ala

cag
Gln

gac
Asp
230

act
Thr

gcc
Ala

gag
Glu
55

cgc

tac
Tyr

ctg
Leu

aac
Asn

gcqg
Ala
135

cac
His

gcg
Ala

ttc
Phe

tgg
Trp

ggt
Gly
215

ggc
Gly

aga
Arg

ccg
Pro
40

gct
Ala

cac
His

gcg
Ala

tge
Cys

ccg
Pro
120

gac
Asp

gat
Asp

ccg
Pro

cgc
Arg

tcg
Ser
200

cac

His

cgc
Arg

aga
Arg

gcg
Ala

ggc
Gly

tac
Tyr

ggc

\:ly

cag
Gln
105

cgce
Arg

agc
Ser

cgc
Arg

cgg
Arg

gcg
Ala
1B5

ggt
Gly

ggc
Gly

tac
Tyr

gac
Bsp

cag
Gin

gac
Asp

gac
Asp

ccg
Pro
a0

acqg
Thr

cge
Arg

ggc
Gly

tat
Tyr

atc
Ile
170

ctc
Leu

cec
Pro

tac
Tyr

acg
Thr

gct
Rla

cgc
Arg

gcg
Ala

999
Gly
75

cag
Gln

gcg
Ala

aac
Asn

cge
Arg

gag
Glu
155

gtc
Val

tgc
Cys

gec
Ala

cag
Gln

tge
Cys
235

teg
Ser

tgg
Trp

gcg
Ala
60

ccyg
Pro

gtg
Val

ctg
Leu

gac
Asp

tac
Tyr
140

agt
Ser

aac
Asn

acc
Thr

cca
Pro

gtg
Val
220

acg
Thr

gg99g
Gly

tce
Ser
45

gtg
Val

ctg
Leu

ttc
FPhe

agc
Ser

ctg
Leu
125

ttc
Phe

cgc
Arg

atc
Ile

gcc
Ala

ggc
Gly
205

daccC

Thr

gcg
Ala

gat
Asp
30

atg
Met

ctg
Leu

acg
Thr

cgc
Arg

ctg
Leu
110

tez
Ser

tgc
Cys

cat
His

teg
Ser

gag
Glu
190

aac
Asn

gce
Ala

gce
Rla

ctg
Leu

cag
Gln

cec
Pro

gcc
Ala

tgc
Cys
95

cac
His

ctg
Leu

cge
Arg

999
Gly

gtg
Val
175

999
Gly

agc
Ser

gag
Glu

aat
Asn

cte
Leu

gtg
Val

tgc
Cys

atc
Ile
a0

acc
Thr

ggc
Gly

cgc
Arg

gtg
Val

gtc
Val
160

ctyg
Leu

gag
Glu

tce
Ser

ttg
Leu

age
Ser
240

96

144

192

240

288

336

g4

432

480

528

576

624

672

720



ctg ggc
Leu Gly

ccc gga
Pro Gly

gcc ttg
Ala Leu

cta gat
Leu Asp
290

gag teec
Glu Ser
305

ctg cca
Leu Pro

att cac
Ile His

<210>
<211i>
<212>
213>

<400>

cge
Arg

acc
Thr

ctg
Leu
275

cac

His

aat
Asn

cgt
Arg

cat
His

gec gag
Ala Glu
245

tcg acc
Ser Thr
260

ctg ctt
Leu Leu

ctg gtc
Leu Val

tat gaa
Tyr Glu

gtt tgc
Val Cys
325

gay aaa
Glu Lys
340

SEQ ID NO: 4

Longitud:
Tipo:
Organismo:

PRT

Secuencia: 4

Met Glu Gly Ser Leu

1

Met Gly Ser

Asn Thr

Bro Ala
50

Thr FPhe
65

Glu
35

Glu

Thr

5

Leu Val

20

Ala His

Val Asn

His Pro

1

gcc
Alz

cta
Leu

ggc
Gly

coo
Pro

aat
Asn
310

tgt
Cys

taa

Gln

Ser

Ala

His
70

agce
Ser

gcg
Ala

att
Ile

cag
Gln
295

ttg

Leu

gag
Glu

Leu

Thr

Ala

Glu

55

Arg

gtc
Val

ctc
Leu

ctg
Leu
280

gac
Asp

agce
Ser

gaa
Glu

Mus musculus

Leu

Arg

Pro

40

Ala

His

tac
Tyr

ctg
Leu
265

gga
Gly

acc
Thr

cag
Gln

cte
Leu

Ala

Arg

25

Ala

Gly

Tyr

ctg
Leu
250

ctg
Leu

gcg
Ala

cet
Pro

atyg
Met

ctc
Leu
330

Cys

10

Asp

Gln

Asp

Asp

tte
Phe

ggc
Gly

cgt
Arg

cca
Pro

agt
Ser
315

agc
Ser

Leu

Ala

Arg

Gly
75

cgc
Arg

gcg
Ala

gcc
Ala

cgg
Arg
300

cct

Bro

cat
His

Ser

Trp

Ala

60

Pro

ttc
Phe

ctg
Leu

ace
Thr
285

tct
Ser

cca
Bro

cac
His

Cys

cac
His

ggc
Gly
270

cga
Arg

cag
Gln

ggc
Gly

cat
His

Val

Gly Asp

Ser
45

Val

Leu

30

Met

Leu

Thr

ggc
Gly
255

ctc

Leu

cgc
Arg

gct
Ala

cac
His

cta
Leu
335

Leu

15

Leu

Gln

Pro

Ala

gcc
Ala

aag
Lys

cga
Arg

cag
Gln

cag
Gln
320

gtc
Val

Gln

Leu

Val

Cys

Ile
80

768

B16

864

912

960

1008

1026

26



g5 90 95

Ala Ala 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 Arq Arg Rsn Asp Leu Ser Leu Arg
115 120 125

Val Glu Arg Leu Ala Leu Ala Asp Ser Gly Arg Tyr Phe Cys Arg Val
130 135 140

Glu Phe Thr Gly Asp Rla His Asp Arg Tyr Glu Ser Arg His Gly Val

I

r

Trp Arg Ser Gly Glu Pro Tyr Rla Gly Pro Gln Val Phe Arg Cys Thrx
145 150 155 160

Arg Leu Arg Val Thr Ala Ala Pro Arg Ile Val Asn Ile Ser Val Leu
. 165 170 175

Pro Gly Pro Ala His Ala Phe Arg Ala Leu Cys Thr Ala Glu Gly Glu
180 185 190

Pro Pro Pro Ala lLeu Ala Trp Ser Gly Pro Ala Pro Gly Asn Ser Ser
185 240 205

Ala Ala Leu Gln Gly Gln Gly His Gly Tyr Gln Val Thr Ala Glu Leu
210 215 220

Pro Ala Leu Thr Arg 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 Thr Ser Thr Leu Ala Leu Leu Leu Gly ARla Leu Gly Leu Lys
260 265 270

Ala Leu Leu Leu Leu Gly Ile Leu Gly Ala Arg Ala Thr Arg Arg Arg
275 280 285

Leu Asp His Leu Val Pro Gln Asp Thr Pro PFro Arg Ser Gln Ala Gln

26



290

295

300

Glu Ser Asn Tyr Glu Asn Leu Ser Gln Met Ser Pre Pro Gly His Gln

305

310

315

320

Leu Pro Arg Val Cys Cys Glu Glu Leu Leu Ser His His His Leu Val

325

Ile His His Glu Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400>

1

atg gga
Met Gly

aac aca
Asn Thr

ccc gog
Pro Ala
50

acc ttc
Thr Phe
63

tgg cgc
Trp Arg

gcg gcg
Ala Ala

cge tte

340

SEQ ID NC: &

Longitud: 774

Tipo: ADN
Organismo: Mus musculus

Caracteristica:

Nombre/Clave:
Ubicacién:

Secuencia: 5
atg gag ggg tce ctc
Met Glu Gly Ser Leu

tEE
Ser

gag
Glu
35

gag
Glu

acg
Thr

tcg
Ser

ccg
Pro

cgc

CEE
Leu
20

gcg
Ala

gtg
Val

cac
His

ggc
Gly

gge
Gly
100

ctg

5

gtg
Val

cac
His

aac
Asn

ceg
Pro

gag
Glu
85

age
Ser

ctg

CDS5

caa
Gln

aaa
Lys

agt
Ser

acg
Ala

cac
His
70

ccg
Pro

gag
Glu

ggc

(1)..(774)

cte
Leu

act
Thr

gee
Ala

gag
Glu
55

cgc
Arg

tac
Tyr

ctg
Leu

adac

ctg
Leu

aga
Arg

ccg
Pro
40

gct
Ala

cac
His

gcg
Ala

tge
Cys

ccg

ggc
Gly

tac
Tyr

ggc
Gly

cag
Eln
105

cgc

330

tgc
Cys
10

gac

Asp

cag
Gln

gac
Asp

gac
Asp

ceg
Pro
90

acg
Thr

cgce

ttg
Leu

get
Ala

cge
Arg

gcg
Ala

ggg
Gly
75

cayg
Gln

gcqg
Ala

aac

gce
Ala

tcg
Ser

tgg
Trp

gcg
Ala
60

ceg
Pro

gtg
Val

ctg
Leu

gac

tgt
Cys

999
Gly

tce
Ser
45

gtg
Val

ctg
Leu

ttec
Phe

agc
Ser

ctg

gty
val

gat
Asp
30

atg
Met

ctg
Leu

acqg
Thr

cge
Arg

ctyg
Leu
110

‘elelss

SRS

cte
Leu
15

ctg

Leu

cag
Gln

ceo
Pro

gce
Ala

tgc
Cys
G5

cac
His

ctg

cag
Gln

[ehefes
Leun

gtg
Val

tgc
Cys

atc
Ile
80O

acc
Thr

ggc
Gly

cgc

48

96

144

192

240

288

336

384

263



Ala Ala
210

ccc gcg
Pro Ala
225

ctg ggc
Leu Gly

cee gga
Pro Gly

<210>

Leu Gln Gly Gln

ctg acc cgc gac
Leu Thr Arg Asp
230

cgc gcc gag goc

Arg Ala Glu Ala
245

SEQ ID NO: 6

<211> Longitud: 258

<2l2>

Tipa: PRT

Gly His
215

ggc cge
Gly Arg

age gtc
Ser Val

<213> Organismo: Mus musculus

<400>

Secuencia: 6

Gly

tac
Tyr

tac
Tyr

Tyr

acg
Thr

ctg
Leu
250

Asn

cge
Arg

gag
Glu
155

gtc
Val

tgc
Cys

gcc
Ala

cag
Gln

tgc
Cys
235

tte
Phe

Asp

tac
Tyr
140

agt
Ser

daac
Asn

acc
Thr

cca
Pro

gtg
Val
220

acg
Thr

cgc
Arg

Leu
125

ttec
Phe

cgc
Arg

atc
Ile

gcc
Ala

ggc
Gly
205

acc

Thr

gcg
Ala

ttc
Phe

Ser

tge
Cys

cat
His

teg
Ser

gag
Glu
190

adc

Asn

gec
Ala

gcc
Ala

cac
His

Leu

cgc
Arg

ggg
Gly

atg
Val
175

9499
Gly

agc
Ser

gag
Glu

aat
Asn

ggc
Gly
255

Arg

gtg
Val

gte
Val
leC

ctg
Leu

gag
Glu

tee
Ser

ttg
Leu

age
Ser
240

gce
Ala

Met Glu Gly Ser Leu Gln Leu Leu Ala Cys Leu Ala Cys Val Leu Gln

Hh

5

10

15

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

20

25

30

432

480

528

576

624

672

720

768

774

26 Y



265

Asn Thr Glu Ala Kis Ser Ala Pro Ala Gln Arg Trp Ser Met Gln Val
35 40 45

Pro Ala Glu Val Asn Rla Glu Ala Gly Bsp Ala Ala Val Leu Pro Cys
50 55 60

~

Thr Phe Thr His Pro His Arg His Tyr Asp Gly Pro Leu Thr Ala Ile
65 70 75 BO

Trp Arg Ser Gly Glu Pro Tyr Ala Gly Pro Gln Val Phe Arg Cys Thr
B5 20 95

Ala Ala 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
115 120 125

Val Glu Arg Leu Ala Leu Ala Asp Ser Gly Arg Tyr Phe Cys Arg Val
130 135 140

Glu Phe Thr Gly Asp Ala His Asp Arg Tyr Glu Ser Arg His Gly Val
145 150 155 160

Arg Leu Arg Val Thr Ala BAla Pro Arg Ile Val Asn Ile Ser Val Leu
165 170 175

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 Ala Leu Thr Arg 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



266

<210> SEQ ID NO: 7

<211>» Longitud: 55

<212> Tipo: ADN

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:

<223> Otra informacién: Iniciador PCR del ADNc de Siglec-15 scluble de ratén
<400> Secuencia: 7

ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggett cacecatggag gggtecctce aactce 55
<210> SEQ ID RO: 8

<211> Longitud: 55

<212> Tipo: ADN

<213> Organismo: Secuencia artificial

€220> Caracteristica:

€223> Otra informacién: Iniciader PCR del ADNc de Siglec—-15 soluble de ratén
<400> Secuencia: 8

ggggaccact ttgtacaaga aagctgggtc tccoggggcg ccgtggaagc ggaac 5%
<21Q0> SEQ ID RO: ®

<211>» Longitud: 20

<€212> Tipo: ADN

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:

€223> Otra informacién: Iniclador de secuenciacitdn del ADNc de Siglec-15

soluble de ratén

<400> Secuencia: 9

tgcgtgaagg tgcagggcag 20
<210> SEQ ID KG: 10

<211> Longitud: 17

<212> Tipo: ADN

€213> Organismo: Secuencia artificial

<220>» Caracteristica:

<223> Otra informacidén: Iniciador de secuenciacidén del ADNc de Siglec-15

soluble de ratén

<400>

Secuencia: 10

cctecgectgg tegggtce 17



<210> SEQ ID NO: 11

<211>» Longitud: B91

<212> Tipo: ADN

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:
€223> Otra informacién: ADNc de Siglec-15-His tag de ratén

«220> Caracteristica:
<221> Nombre/Clave: CDS
«222> Ubicacidén: {1)..(B91}

<400> Secuencia: 1l

atg gag ggg tcc ctce caa cte ctg gec tge ttg gec tgt gtg ctc cag 48
Met Glu Gly Ser Leu Gln Leu Leu Ala Cys Leu Ala Cys Val Leu Gln

1 5 10 15

atg gga tcc ctt gtg aaa act aga aga gac gct tcg ggg gat ctg ctc 96
Met Gly Ser Lew Val Lys Thr Arg Arg Asp Ala Ser Gly Asp Leu Leu
20 25 30

aac aca gag gcg cac agt gecec ccg geog cag cge tgg tee atg cag gtg 144
. Asn Thr Glu Ala His Ser Ala Pro Ala Gln Arg Trp Ser Met Gln Val
35 40 45

cce gog gag gtg aac gecg gag gct ggce gac gcg geg gtg ctg cec tgo 192
Pro Ala Glu Val Asn Ala Glu Ala Gly Asp Ala Ala Val Leu Pro Cys
50 55 €0

acc ttec acg cac ccg cac ¢gc cac tac gac ggg ccg ctg acg gcc atc 240
Thr Phe Thr His Pro His Arg His Tyr Asp Gly Pro Leu Thr Ala Ile
65 70 75 80

tgg cgec tcg ggc gag ccg tac geg gge ccg cag gtg tte cge tgo ace 288
Trp Arg Ser Gly Glu Pro Tyr Ala Gly Pro Gln Val Phe Arg Cys Thr
8BS 80 85

gcg gog c©cg ggc age gag ctg tge cag acg geg ctg age ctg cac gge 336
Ala Ala Pro Gly Ser Glu Leu Cys Gln Thr Ala Leu Ser Leu His Gly
100 105 110

cgc tte cge ctg ctg ggc aac ccg cgc cge aac gac ctg tcc ctg cgc 384
. Arg Phe Arg Leu Leu Gly Asn Pro Arg Arg Asn Asp Leu Ser Leu Arg
115 120 125

gtc gag cgc ctc gecc ctg gcg gac agc gge cge tac ttc 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 ggc gac geco cac gat cge tat gag agt cgec cat ggg gtc 480
Glu Phe Thr Gly Asp Ala His Asp Arg Tyr Glu Ser RArg Hls Gly Val
145 150 155 160

cgt ctg cgc gtg act gect geg cocqg cgg ate gte aac atc tecg gtg ctg 528




Ala Pro Arg Tle Val Asn Ile Ser Val Leu

170 175
ttc cge geog ckc tge acc gee gag ggg gag 576
Phe Arg Ala Leu Cys Thr Ala Glu Gly Glu
185 196
tgg tcg ggt ccc gec cca gge aac age tcc 624
Trp Ser Gly Pro Ala Pro Gly Asn Ser Ser
200 205
ggt cac ggc tac cag gtg acc gce gag ttg 672
Gly His Gly Tyr Gin Val Thr Ala Glu Leu
215 220
ggc cgc tac acg tge acg gog dgoc aat age 720
Gly Arg Tyr Thr Cys Thr Ala Ala Asn Ser
235 240
ctg gge cge gocc gag gec age gte tac ctg tte ecge ttc cac gge gec 768
| Leu Gly Arg Ala Glu Ala Ser Val Tyr Leu Phe Arg Phe His Gly Ala
245 250 255
. ccc gga gac cca get tte ttg tac aaa gtg gtt gat atc gaa ggt cgt 8lé
Pro Gly Asp Pro Ala Phe Leu Tyr Lys Val Val Asp Ile Glu Gly Arg
260 265 270
gag ggt aag cct atc cct aac cct ctec ctc ggt cte gat tct acg cgt Bod
Gly Gly Lys Pro Ile Pro Asn Pro Leu Leu Gly Leu Asp Ser Thr Arg
275 280 285
acc ggt cat cat cac cat cac cat tga 881
Thr Gly His His His His His His
290 295

«210> SEQ ID NO: 12

<211> Longitud: 296

<212> Tipo: PRT

<213>» Organismo:! Secuencia artificial

<220> Caracteristica:
. <223>» Otra informacién: Construccidn sintética

<400> Secuencia: 12
Met Glu Gly Ser Leu Gln Leu Leu Ala Cys Leu Ala Cys Val Leu Gln
1 5 10 15

Met Gly Ser Leu Val Lys Thr Arg Arg Asp Ala Ser Gly Asp Leu Leu
20 25 30

Asn Thr Glu Ala His Ser Ala Pro Ala Gln Arg Trp Ser Met Gln Val




Thr
65

Trp

Ala

Arg

Val

Glu

145

Pro

Pro

Pro
225

Leu

Phe

Arg

Ala

Phe

Giu

130

Phe

Leu

Gly

Proc

Ala

210

Ala

Thr

Ser

Pro

Arg

115

Arg

Thr

Arg

Pro

Pro

185

Leu

Leu

Arg

His

Gly

Gly

100

Leu

Leu

Gly

Val

Ala

10

Gln

Thr

ala

Pro

Glu

85

Ser

Leu

Asp

Thr

165

His

Leu

Gly

Arg

Glu
245

His

70

Pro

Glu

Gly

Leu

Ala

150

Ala

Ala

Ala

Gln

Asp

230

Ala

Arg

Tyr

Leu

Asn

Ala

135

His

Ala

Phe

Trp

Gly

215

Gly

Ser

His

Ala

Cys

Pro

120

Asp

Asp

Pro

Arg

Ser

200

His

Arg

Val

Tyr

Gly

Gln

105

Arg

Ser

Arg

Arg

Ala

195

Gly

Gly

Tyr

Tyr

Asp

Pro

80

Thr

Arg

Gly

Tyr

Ile

170

Leu

Pro

Tyr

Thr

Leu
250

Gly

75

Gln

Ala

Asn

Arg

Glu

855

Val

Cys

Ala

Gln

Cys

235

Phe

Pro

Val

Leu

Asp

Tyr

140

Ser

Asn

Thr

Pro

Val

220

Thr

Arg

Leu

Phe

Ser

Leu

125

Fhe

Arg

Ile

Ala

Gly

205

Thr

Ala

FPhe

Thr

Arg

Leu

110

Ser

Cys

His

Ser

Glu

190

Asn

Ala

Ala

His

Ala

Cys

95

His

Leu

Arg

Gly

Val

175

Gly

Ser

Glu

Asn

Gly
255

Tle

80

Thr

Gly

Arg

Val

Val

160

Leu

Glu

Ser

Leu

Ser

240

Ala



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 2835

Thr Gly His His His His His His
250 295

<210> SEQ ID NO: 13

<211>» Longitud: 1512

<212> Tipo: ADN

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220>» Caracteristica:
<223> Otra informacién: ADNc de Siglec-15 de ratén fusicnado a Fc

<220> Caracteristica:
| <221> WNombre/Clave: DS
. <222> Ubicacidn: (1l)..(1512)

<400> Secuencia: 13

atg gag ggg tcc cte caa ctc ctg gee tge ttg gec tgt gtg cte cag 48
Met Glu Gly Ser Leu Gln Leu Leu Ala Cys Leu Ala Cys Val Leu Gln

1 5 10 ks

atg gga tcc ctt gtg aaa act aga aga gac get teg ggg gat ctg cte 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 gce ccg geg cag cge tgg tec atg cag gtg 144
Aan Thr Glu Ala His Ser Ala Pro Ala Gln Arg Trp Ser Met Gln Val
35 40 45

cecc gog gag gtg aac gecg gag get gge gac geg geg gtg ctg cec tge 192
Proc Ala Glu VYal Asn Ala Glu Ala Gly Asp Ala Ala Val Leu Pro Cys
50 55 60

‘ acc ttc acg cac ccg cac cgec cac tac gac ggg ccg ctg acg goc atce 240
. Thr Phe Thr His Pro His Arg His Tyr Asp Gly Pro Leu Thr Ala Ile
65 70 75 BO

tgg cgc tcg gge gag cog tac geg gge cog cag gtg.titc cge tge acc 208
Trp Arg Ser Gly Glu Pro Tyr Ala Gly Pro Gln Val Phe Arg Cys Thr
85 90 95

gcg gcg ccg ggc age gag ctg tge cag acg geg ctg age ctg cac gge J36
Ala Ala Pro Gly Ser Glu Leu Cys Gln Thr Ala Leu Ser Leu His Gly
100 105 110

cge tte cge ctg ctg gge aac ccg cge cgc aac gac ctg tce ctg cge Je4




gte
Val

gag
Glu
145

cgt
Arg

ccg
Bro

cce
Bro

gct
Ala

cce
Pro
225

ctg
Leu

ceo
Pro

cce
Pro

gaa
Glu

gac
Asp
305

gac
Asp

Phe

gag
Glu
130

ttec
Phe

ctg
Leu

ggc
Gly

ccg
Bro

gco
Ala
210

gcg
Ala

ggc
Gly

gga
Gly

aaa
Lys

cte
Leu
290

acec

Thr

gtg
Val

Arg
115

cgce
Arg

acc
Thr

cgc
Arg

cce
Bro

cce
Pro
185

ctyg
Leu

ctg
Leu

cgce
Arg

gac
A=p

e
Ser
275

ctg
Leu

cte
Leu

agc
Ser

Leu

ctc
Leu

ggc
Gly

gty
Val

gcg
Rla
180

gcce
Rla

cag
Gln

acc
Thr

gce
Ala

cca
Pro
260

tgt
Cys

ggg
Gly

atg
Met

cac
His

Leu

gcc
Ala

gac
Asp

act
Thr
165

cac
His

cte
Leu

ggc
Gly

cgc
Arg

gag
Glu
245

get
Ala

gac

gga
Gly

atc
Ile

gaa
Glu
325

ctg
Leu

gec
Ala
150

gct
ala

gco
Ala

gcc
Ala

cag
Gln

gac
Asp
230

gce
Ala

tte
Phe

aaa
Lys

ccg
Pro

tce
Ser
310

gac
Asp

Asn

gcg
Ala
135

cac
His

gcg
ARla

tte
Phe

tag
Trp

ggt
Gly
215

ggc
Gly

agc
Ser

ttg
Leu

act
Thr

tca
Ser
295

€ag

cet
Pro

Bro
120

gac
Asp

gat
Asp

ccg
Pro

cge
Arg

tcg
Ser
200

cac
His

cgc
Arg

gtc
Val

tac
Tyr

cac
His
280

gte
Val

acc
Thr

gag
Glu

Arg

age
Ser

cgc
Arg

cag

gcg
Ala
185

ggt
Gly

ggc
Gly

tac
Tyr

tac
Tyr

aaa
Lys
265

aca
Thr

tte
Phe

cct
Pro

gtc
Val

Arg

ggc
Gly

tat
Tyx

atc
Ile
170

cte
lLeu

cce
Pro

tac
Tyr

acg
™hr

ctg
Leu
250

gtg
Val

tgc
Cys

cte
Leu

gag
Glu

aag
Lys
330

Asn

cgc
Arg

gag
Glu
155

gte
val

tgc
Cys

gcc
Ala

cag
Gln

tgc
Cys
235

ttc
Phe

gtt
Val

cca
Pro

ttc
Phe

gtc
Val
315

tte
Phe

Asp

tac
Tyr
140

agt
Ser

aac
Asn

acc
Thr

cca
Pro

gtg
vVal
220

acqg
Thr

cgc
Arg

gat
Asp

ccg
Pro

cco
Pro
300

aca
Thr

aac
Asn

Leu
125

ttc
Fhe

cge
Arg

atc
Tle

gcec
Ala

ggc
Gly
205

ace
Thr

gcg
Ala

tte
Phe

atc
Ile

tge
Cys
285

ceca
Bro

tge
Cys

tag
Trp

Ser

tgce
Cys

cat
His

tcg
Ser

gag
Glu
190

aac
Asn

gcc
Ala

gcce
Ala

cac
His

cag
Gln
270

cca
Pro

aaa
Lys

gtg
Val

tac
Tyr

Leu

cge
Axrg

ggg
Gly

gtg
Val
175

jeefe)
Gly

agc
Ser

gay
Glu

aat
Asn

ggc
Gly
20

gca
Ala

gca
Ala

cee
Pro

gtg
val

gtg
Val
335

Arg

atg
Val

gtc
Val
160

ctg
Leu

gag
Glu

tce
Ser

ttg
Leu

agc
Ser
240

gcc
Ala

gag
Glu

cct
Pro

aag
Lys

gtg
Val
320

gac
Asp

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

812

960

1008

27/



ggc gtg gag gtg cat aat gcc

Gly Val

Glu Val His Asn Ala
340

aa¢c agc acg tac egt gtg gtec
Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val

355

tgg ctg aat ggc aag gag tac
Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr

370

375

cca gee cco atec gag aaa acc
Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr

385

gaa cca
Glu Pro

aac caqg

as80
cag gtg tac acc ctg
Gln Val Tyr Thr Leu
405

gte agc ctg ace tgc

Bsn Gln Val Ser Leu Thr Cys

420

atc gec gtg gag tgg gag agc
Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser

435

acc acg cct ccc gtg ctg gac
Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp

450

aag ctc
Lys Leu

465

455

acc gtg gac aaq agc
Thr Val Asp Lys Ser
470

tgc tcc gtg atg cat gag gct

Cys Ser

Val Met His Glu Ala
485

ctc tec ctg tet ccg ggt aaa
Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

<210>
<211>»
212>
213>

<220>
<223>

<400>

500

SEQ ID NO: 14
Longitud: 503

Tipo: PRT

Organismo: Secuencia

Caracteristica:

aag
Lys

agc
Ser
360

aag

Lys

ate
Ile

cce
Pro

ctg
Leu

aat
Asn
440

tece
Ser

agg
Arg

ctg
Leu

taa

aca
Thr
345

gtc
Val

tge
Cys

teo
Ser

cca
Pro

gtc
Val
425

agg
Gly

gac
Asp

tgg
Trp

cac
His

aag
Lys

ctc
Leu

aag
Lys

aaa
Lys

tce
Ser
4110

aaa
Lys

cag
Gln

ggc
Gly

cag
Gln

aac
Asn
490

artifiecial

ccg
Pro

acc
Thr

gtc
Val

gec
Ala
395

cgg
Arg

ggc
Gly

ccq
Pro

tce
Ser

cag
Gln
475

cac
His

cgg
Arg

gtc
Val

tce
Ser
380

aaa
Lys

gag
Glu

ttc
FPhe

gag
Glu

ttc
Phe
460

ggg
Gly

tac
Tyr

Otra informacién: Construccidn sintética

Secuencia: 14

gag
Glu

ctg
Leu
365

aac
Asn

999
Gly

gag
Glu

tat
Tyr

aac
Asn
445

ttc
Phe

aac
Aan

acg
Thr

gag
Glu
350

cac
His

daa
Lys

cag
Gln

atg
Met

cece
Pro
430

aac
Asn

cte
Leu

gtc
Val

cag
Gln

cag
Gln

cag
Gln

gec
Ala

cCce
Pro

acc
Thr
415

agc
Ser

tac
Tyr

tat
Tyr

ttc
Phe

aag
Lys
495

tac
Tyr

gac
Asp

ctc
Leu

cga
Arg
400

aag
Lys

gac
Asp

aag
Lys

agc
Ser

tca
Ser
480

agc
Ser

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1512

222



Met

Met

Asn

Pro

Thr

65

Trp

Ala

Arg

Val

Glu

145

Arg

Pro

Pro

Glu

Gly

Thr

Ala

50

Phe

Arg

Ala

Phe

Glu

130

Phe

Leu

Gly

Pro

Ala
210

Gly

Ser

Glu

35

Glu

Thr

Ser

Pro

Arg

115

Arg

Thr

Arg

Pro

Pro

195

Leu

Ser

Leu

20

Ala

Val

His

Gly

Gly

100

Leu

Leu

Gly

Val

Ala

180

Ala

Gln

Leu

Val

His

Asn

Pro

Glu

85

Ser

Leu

Ala

Asp

Thr

165

His

Leu

Gly

Gln

Lys

Ser

Ala

His

70

Pro

Glu

Gly

Leu

Ala

150

Ala

Ala

Gln

Leu

Thr

Ala

Glu

o5

Arg

Tyr

Leu

Asn

Ala

135

His

Ala

Phe

Trp

Gly
215

Leu

Arg

Pro

40

Ala

His

Ala

Cys

Prc

120

Asp

Asp

Pro

&rg

Ser

200

His

Ala

Arg

25

Ala

Gly

Tyr

Gly

Gln

105

Arg

Ser

Arg

Arg

Ala

185

Gly

Gly

Cys

10

Asp

Gln

Bsp

Asp

Pro

90

Thr

Arg

Gly

Tyr

Ile

17¢

Leu

Pro

Tyr

Leu

Ala

Arg

Ala

Gly

15

Gln

Ala

Asn

Arg

Glu

155

Val

Cys

Ala

Gln

ala

Ser

Trp

Ala

60

Pro

Val

Leu

Asp

Tyr

140

Ser

Asn

Thr

Pro

Val
220

Cys

Gly

Ser

45

Val

Leu

Phe

Ser

Leu

125

Phe

Arg

Ile

Ala

Gly

205

Thr

Val

Asp

30

Met

Leu

Thr

Arg

Leu

110

Ser

Cys

His

Ser

Glu

190

Asn

Ala

Leu

15

Leu

Gln

Pro

Ala

Cys

95

His

Leu

Arg

Gly

Val

175

Gly

Ser

Gln

Leu

Val

Cys

Ile

80

Thr

Gly

Arg

Val

Val

1860

Leu

Glu

Ser

Leu

212



Pro

225

Leu

Pro

Pro

Glu

Asp

305

Asp

Gly

Trp

Pro

385

Glu

Asn

Ile

Ala

Gly

Gly

Lys

Leu

290

Thr

Val

Val

Ser

Leu

370

Ala

Pro

Gln

Ala

Leu

Arg

Asp

Ser

275

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

355

Asn

Pro

Gln

Val

val
435

Thr

Ala

Pro

260

Cys

Gly

Met

His

Val

340

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

420

Glu

Arg

Glu

245

Ala

Asp

Gly

Ile

Glu

325

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

405

Leu

Trp

Asp

230

Ala

Phe

Lys

Pro

Ser

310

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

3980

Thr

Thr

Glu

Gly

Ser

Leu

Thr

Ser

295

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

375

Thr

Leu

Cys

Ser

Arg

Val

Tyr

His

280

Val

Thx

Glu

Lys

Ser

360

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn
440

Tyr

Tyr

Lys

265

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

345

Val

Cys

Ser

Pro

Val

425

Gly

Thr

Leu

250

Val

Cys

Leu

Glu

Lys

330

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

410

Gln

Cys

235

Phe

Val

Pro

Phe

Val

315

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

395

Arg

Gly

Pro

Thr

Arg

Asp

Pro

Pro

300

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

380

Lys

Glu

Phe

Glu

Ala

Phe

Ile

Cys

285

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

365

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn
445

Ala

His

Gln

270

Pro

Lys

Val

Tyr

GElu

350

His

Lys

Gln

Met

Pro
430

Asn

Gly

235

Ala

Ala

Pro

Val

Val

335

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

415

Ser

Tyr

Ser

240

Ala

Glu

Pro

Lys

Val

320

Asp

Asp

Leu

Arg

400

Lys

Asp

Lys

2y



Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser

450

Lys Leu Thr Val
465

455

Asp Lys Ser
470

460

Arg Trp GIln Gln Gly Asn Val Phe

475

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys

Leu Sexr Leu Ser
500

4185

Pro Gly Lys

<21C> SEQ ID NO: 15

<211> Longitud:
<212> Tipo: ADN

780

<213> Organismo: Homo sapiens

<220> Caracteri
<221>» Nombre/Cl
<222> Ubicacidn

<220> Caracteri
<221> Nombre/Cl
<222> Ubicacidn

<400> Secuencia
atg gaa aag tcc
Met Glu Lys Ser
1

aca ggc tca ttt
Thr Gly Ser FPhe
20

dac aca gag gtg
Asn Thr Glu Val
35

cca ccc gag gtg
Prc Pro Glu Val
50

ace ttc acg cac
Thr Phe Thr His
65

tgg cgc gcg ggc
Trp Arg Ala Gly

stica:
ave: CDR
: {(1)..{7BO}

stica:
ave: CDS
: (1)..(780)

i 15

atc tgg ctg
Ile Trp Leu
5

gtg aga act
Val Arg Thr

cac agc tcg
His Ser Ser

agc gcg gag
Ser Ala Glu
55

ccg cac cgc
Pro His Arg
70

gag ccc tat
Glu Pro Tyr

ctg
Leu

aaa
Lys

cca
Pro
40

gca
Ala

cac
His

gog
Ala

gce
Ala

ata
Ile
25

gcg
Ala

ggc
Gly

tac
Tyr

ggc
Gly

490

tgc
Cys
10

gat
Asp

cag
Gln

gac
Asp

gac
Asp

ceg
Pro

ttg
Leu

act
Thr

cge
Arg

acg
Ala

999
Gly

cag
Gin

gcg
Ala

acqg
Thr

tgg
Trp

gca
Ala
60

ccg

Pro

gtg
Val

tgg
Trp

gag
Glu

tce
Ser
45

gtg
Val

ctg
Leu

ttc
Phe

gtt
val

aac
Asn
30

atg
Met

cty
Leu

acqg
Thr

cge
Arg

495

cte
Leu
15

ttg

Leu

cag
Gln

cce
Prao

gcc
&la

tgc
Cys

Ser
480

Ser

ceg
Pro

ctc
Leu

gtg
Val

tgc
Cys

atc
Ile
:]0]

get
Ala

48

96

144

192

240

288




gcyg
Ala

cqc

gtc
Val

gag
Glu
145

cgd
Arg

cCcC
Pro

ccg
Pro

gca
Ala

gaa
Glu
225

aac

Asn

ggc
Gly

gcg
Ala

tte
Phe

gag
Glu
130

o of o
Phe

ctg
Leu

agt

Ser

ccqg
Pro

gecc
Ala
210

ctg

Leu

agc
Ser

gec
Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

cgg
Arg

cgg
Arg
115

cgce
Arg

gcc
Ala

cac
His

ccyg
Pro

‘e{efe]
Pro
1495

gtg
Val

cce
Pro

ctg
Leu

agce
Ser

ggc
Gly
10¢

ctg
Leu

ctc
Leu

ggc
Gly

gtg
Val

gct
ala
180

gce

Ala

cgg

gca
Ala

ggc
Gly

gag
Gly
260

85

age
Ser

ctyg
Leu

gce
Ala

gac
Asp

aca
Thr
165

cac
His

cte
Leu

agc
Ser

ctg
Leu

cgc
Arg
245

SEQ ID NQC: 16
Longitud: 260

Tipo: PRT
Organismo: Homc sapiens

Secuencia: 16

gag
Glu

gac
Gly

ctg
Leu

gte
Val
150

gcc
Ala

gce
Ala

gcc
Ala

ccg
Pro

acc
Thr
230

tece
Ser

ctc
Leu

aac
Asn

gct
Ala
135

cat
His

gcg
Ala

ttc
FPhe

tag
Trp

cgt
Arg
215

cat

His

gag
Glu

tgc
Cys

ccyg
Pro
120

gac
Asp

gac
Asp

ccy
Pro

cgc
Arg

tce
Ser
200

gag
Glu

gac
Asp

gceo
Ala

cag
Gln
105

cgc
Arg

gac
Asp

cgce
Arg

cgg
Arg

gcg
Ala
185

ggc<
Gly

ggt
Gly

ggc
Gly

agc
Ser

20

acqg
Thr

cgc
Arg

cgc
Arg

tac
Tyr

ate
Ile
170

cte
Leu

ccg
Fro

cac
His

cgce
Arg

gtc
Val
250

gcg
Ala

aac
Asn

cgc
Arg

gag
Glu
155

gte
Val

tac
Cys

gce
Ala

ggc
Gly

tac
Tyr
235

tac
Tyr

ctg
Leu

gac
Asp

tac
Tyr
140

agc
Ser

aac
Asn

act
Thr

ctg
Leu

cac
His
220

acg
Thr

ctg
Leu

agc
Ser

cte
Leu
125

e
Phe

cge
Arg

atc
Ile

gce
Ala

agc
Gly
205

cta

Leu

tgt
Cys

tte
Phe

ctg
Leu
110

tcg
Ser

tgc
Cys

cac
His

tcg
Ser

gaa
Glu
1380

aac

Asn

gtyg
val

acg
Thr

cgce
Arg

25

cac
His

ctyg
Leu

cge
Arg

ggc
Gly

gtg
Val
175

gg99g
Gly

agec
Ser

ace
Thr

gee
Ala

tte
Phe
255

ggc
Gly

cgc
Arg

gtc
Val

gtc
Val
160

ctyg
Leu

gag
Glu

ttg
Leu

gecco
Ala

gce
Ala
240

cat
His

Met Glu Lys Ser Ile Trp Leu Leu Ala Cys Leu Ala Trp Val Leu Pro

33e

384

432

480

528

576

624

672

720

768

780

L6



277




Glu Leu Pro Ala Leu Thr His Asp Gly Arg Tyr Thr Cys Thr Ala Ala

225

230 235 240

Asn Ser Leu Gly Arg Ser Glu Ala Ser Val Tyr Leu Phe Arg Phe His

245 250 255

Gly Ala Ser Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

260

SEQ ID NO: 17

Longitud: 56

Tipo: ADN

Organismo: Secuencia artificial

Caracteristica:
Otra informacién: Iniciador PCR de ADNc de Siglec—15 soluble humano

Secuencia: 17

ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctt caccatggaa aagtccatet ggctge 56

<210>
<21l>
<212»
<213>

<220>
<223>

<400>

SEQ ID NG: 18

Longitud: 52

Tipo: ADN

Organismo: Secuencia artificial

Caracteristica:
Otra informacién: Iniciador PCR de ADNc de Siglec-15 soluble humano

Secuencia: 18

ggggaccact ttgtacaaga aagctgggtc cccgectggeg ccatggaage gg 52

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

<400>

5EQ ID NO: 19

Lengitud: B97

Tipo: ADN

Organismo: Secuencia artificial

Caracteristica:

Otra informacién: ADNc de Siglec~15-His tag humano

Caracteristica:
Nombre/Clave: CDS
Ubicacidn: (1)..(897)

Secuencia: 19

atg gaa aag tce atc tgg ctg ctg gec tge ttg geg tgg gtt ctc ccg 48
Met Glu Lys Ser Ile Trp Leu Leu Ala Cys Leu ARla Trp Val Leu Pro

1

5 10 15

aca gge tca ttt gtg aga act aaa ata gat act acg gag aac ttg ctc 96

A%



Ile
25

gcg
Ala

ggc
Gly

tac
Tyr

ggc
Gly

cag
Gln
105

cge

Arg

gac
Asp

cgce
Arg

cgg

dcg
Ala
185

ggc
Gly

ggt
Gly

ggc
Gly

Asp

cag
Gln

gac
Rsp

gac
Asp

cecg
Pro
a0

acg
Thr

cgc
Arg

cgc
Axg

tac
Tyr

ate
Ile
170

ctc
Leu

ccg
Pro

cac
His

cgc
Arg

Thr

cge
Arg

qcg
Ala

ggg
Gly
75

cag
Gln

gcg
Ala

aac
Asn

cgc
Arg

Jag
Glu
155

gtec
Val

tgc
Cys

gecc
Ala

ggc
Gly

tac
Tyr
235

Thr

tgg
Trp

gca
Ala
60

ccg
Pra

gtg
Val

ctg
Leu

gac
Asp

tac
Tyr
140

age
Ser

aac
Asn

act
Thr

ctg
Leu

cac
His
220

acqg
Thr

Glu

tce
Ser
45

gtg
Val

ctg
Leu

tte
Phe

agc
Ser

ctc
Leu
125

ttc
Phe

cgce
Arg

atc
Ile

gcc
Ala

ggc¢
Gly
205

cta
Leu

tgt
Cys

Asn

30

atg
Mat

ctg
Leu

acqg
Thr

cgc
Arg

ctg
Leu
110

tecg
Ser

tgc
Cys

cac
His

teg
Ser

gaa
Glu
1840

dac

Asn

gtg
Val

acg
Thr

Leu

cag
Gln

cee
Pro

gcc
Ala

tgc
Cys
95

cac
His

ctg
Leu

cgc
Arg

ggc
Gly

gtg
Val

175

9949
Gly

agc
Ser

acc
Thr

gce
Ala

Leu

gtg
Val

tgc
Cys

atec
Ile
80

gct
Ala

ggc
Gly

cgc
Arg

gtec
Val

agtc
Val
160

ctg
Leu

gag
Glu

ttg
Leu

gecc
Ala

gcc
Ala
240

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

275



adc
Asn

ggc
Gly

qgt
Gly

acyg
Thr

agc
Ser

gcc
Ala

cgt
Arg

cgt
Axrg
290

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ctg
Leu

agc
Ser

ggg
Giy
275

acc
Thr

SEQ ID NO: 20
Longitud: 298

ggc
Gly

gqg
Gly
260

ggt
Gly

ggt
Gly

cge
Arg
245

gac

Asp

aag
Lys

cat
His

Tipo: PRT
Organismo: Secuencia

tec
Ser

cca
Pro

cct
Fro

cat
His

Caracteristica:

Otra informacién:

Secuencia:

20

Met Glu Lys Ser Ile Trp

1

Thr

Asn

Pro

Thr
65

Trp

Ala

Gly Ser

Thr

Glu
35

Pro Glu

50

Phe

Thr

Arg Ala

Ala

Arg

Phe

20

Val

Val

His

Gly

Gly
100

5

Val

His

Ser

Pro

Glu

85

Ser

Arg

Ser

Ala

His
70

Fro T

Glu

gag
Glu

got
ala

ate
Ile

cac
His
295

gcoc
Ala

tte
Phe

cct
Pro
280

cat
His

age
Ser

ttg
Leu
265

aac
Asn

cac
His

gtc
Val
250

tac

Tyr

cot
Pra

cat
His

artificial

tac
Tyr

aaa
Lys

ctc
Leu

tga

ctg
Leu

gtg
val

ctc
Leu

Construccidén sintétice

Leu

Thr

Ser

Glu

25

Arg

Leu

Leu

Lys

Pro

40

Ala

His

ala

Cys

Ala

Ile

25

Ala

Gly

Tyr

Gly

Gln
105

Cys

10

Asp

Gln

Asp

Asp

Pro

90

Thr

Leu

Thr

Arg

Ala

Gly

75

Gln

Ala

Ala

Thr

Trp

Ala

&0

Pro

Val

Leu

tte
Phe

gtt
Val

ggt
Gly
285

Trp

Glu

Ser

45

Val

Leu

Phe

Ser

cgc
Arg

gat
Asp
270

ctc
Leu

Val

Asn

30

Met

Leu

Thr

Arg

Leu
110

tte
Phe
255

atec
Ile

gat
Asp

Leun

15

Leu

Gln

Pro

Ala

Cys
95

His

cat
His

gaa
Glu

tct
Ser

Pro

Leu

Val

Cys

Ile

80

Ala

Gly

768

816

B64

897

250



Arg

Val

Glu

145

Arg

Pro

Bro

Ala

Glu

225

Asn

Gly

Gly

Thr

Phe

Glu

130

Phe

Leu

Ser

Pro

Ala

210

Leu

Ser

Ala

Arg

Arg
2%

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

Arg

115

Arg

Ala

His

Fro

Pro

195

Val

Pro

Leu

Ser

Gly

275

Thr

SEQ ID NO: 21

Leu

Leu

Gly

Val

Ala

180

Ala

Arg

Ala

Gly

Gly

260

Gly

Gly

Leu

Ala

Asp

Thr

165

His

Leu

Ser

Leu

Arg

245

Asp

Lys

His

Gly

Leu

Val

150

Ala

Ala

Ala

Pro

Thr

230

Ser

Pro

Prao

His

Longitud: 1518
Tipo: ADN
Organismo: Secuencia

Caracteristica:

Otra informacién: ADNc de Siglec-15 humano fusionade a Fc

Asn

Ala

135

His

Ala

Phe

Trp

Arqg

215

His

Glu

Ala

Ile

His
295

Pro

120

Asp

Asp

Pro

Arg

Ser

200

Glu

Asp

Ala

Phe

Pro

280

His

Arg

ASp

Arg

Arg

ala

185

Gly

Gly

Gly

Ser

Leu

265

Asn

His

Arg

Arg

Tyr

Ile

170

Leu

Pro

His

Arg

Val

250

Tyr

Pro

His

arctificieal

Asn

Arg

Glu

155

Val

Cys

Ala

Gly

Tyr

235

Tyr

Lys

Leu

Asp

Tyr

140

Ser

Asn

Thr

Leu

His

220

Thr

Leu

Val

Leu

Leu

125

Fhe

Arg

Ile

Ala

Gly

205

Leu

Cys

Phe

Val

Gly
285

Ser

Cys

His

Ser

Glu

190

Asn

Val

Thr

Arg

Asp

270

Leu

Leu

Arg

Gly

Val

175

Gly

Ser

Thr

Ala

Phe

255

Ile

Asp

Arg

Val

Val

160

Leu

Glu

Leu

Ala

Ala

240

His

Glu

Ser

257



<220>

<221>
<222>

<400>

1

aca
Thr

aac
Asn

cca
Pro

ace
Thr
65

tgg
Trp

gcy
Ala

cgc
Brg

gte
Val

gag
Glu
145

cgq
Arg

cce
Pro

ggc
Gly

aca
Thr

elele
Pro
50

tte
Phe

cgc
Arg

gcg
Ala

ttc
Phe

gag
Glu
130

tte
Phe

ctg
Leu

agt
Ser

Caracteristica:

Nombre/Clave:
Ubicacién:

Secuencia: 21
atg gaa aag tcc atc tgg
Met Glu Lys Ser Ile Trp

teca
Ser

gag
Glu
35

gag
Glu

acg
Thr

gcg
Ala

cgq
Arg

cgg
Arg
115

cgce

Arg

gcc
Ala

cac
His

ccqg
Pro

Tttt
Phe
20

gtg
Val

gtg
Val

cac
Ris

ggc
Gly

ggc
Gly
100

ctg
Leu

cte
Leu

gac
Gly

gtg
Val

gct
Ala
180

5

gtg
Val

cac
His

agec
Ser

ccy
Pro

gag
Glu
BS

agc
Ser

ctg
Leu

gcc
Ala

gac
Asp

aca
Thr
165

cac
His

CDs

aga
Arg

agc
Ser

gcg
Ala

cac
His
70

cec
Pro

gag
Glu

gygc
Gly

ctg
Leu

gtc
Val
150

gee
Ala

gec
Ala

{1)..({1518)

ctg ctg
Leu Leu

act aaa
Thr Lys

tcg cca
Ser Pro
40

gag gca
Glu Ala
25

cgc cac
Arg His

tat gcg
Tyr Ala

cte tge
Leu Cys

aac ccg
Asn Pro
120

gct gac
Ala Asp
135

cat gac

His Asp

gcg ccg
Ala Pro

tteplege
Phe Arqg

gce
Ala

ata
1le
25

gcqg
Ala

ggc
Gly

tac
Tyr

ggc
Gly

cag
Gln
105

cgc
Arg

gac
Asp

cgc
Arg

€gg
Arg

gcg
Ala
185

tgc
Cys
10

gat
Asp

cag
Gln

gac
Asp

gac
Asp

ccg
Pro
S0

acg
Thr

cgc
Arg

cgc
Arg

tac
Tyr

atc
Ile
170

ctc
Leu

ttg
Leu

act
Thr

cge
Arg

gcg
Ala

4999
Gly
75

cag
Gln

gcg
Bla

aac
Asn

cgc
Arg

gag
Glu
155

gtc
Val

tgc
Cys

gcg
Ala

acg
Thr

tag
Trp

gca
Ala
60

ccyg
Pro

gtg
Val

ctg
Leu

gac
Asp

tac
Tyr
140

agc

Ser

aac
Asn

act
Thr

tgg
Trp

gag
Glu

tec
Ser
45

gtg
Val

ctg
Leu

ttc
Fhe

agc
Ser

e
Leu
125

tte
Fhe

cgoc
Arg

atc
Ile

gcco
Ala

gtt
val

aac
Asn
g

atg
Met

ctyg
Leu

acg
Thr

cgce
Arg

ctg
Leu
110

tcg
Ser

tgc
Cys

cac
His

tcyg
Ser

gaa
Glu
190

cte
Leu
15

ttg
Leu

cag
Gln

cce
Pro

gcc
hla

tgc
Cys
a5

cac
His

ctg
Leu

cgc
Arg

ggc
Gly

gtg
Val
175

gggd
Gly

ceg
Pro

ctc
Leu

gtg
Val

tgc
Cys

atc
Ile
8O

gct
Ala

ggc
Gly

cgc
Arg

gtc
Val

gte
Val
160

ctg

Leu

gag
Glu

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

2¥2



ccg
Pro

gca
Ala

gaa
Glu
225

aac
Asn

ggc
Gly

gca
Ala

gca
Ala

CEC
Pro
305

gtg
Val

gtg
Val

cag
Gln

cag
Gin

gce
Ala
3Bk

cce
Pro

ceqg
Pro

gcc
Ala
210

ctg
Leu

agc
Ser

gce
Ala

gag
Glu

cct
Pro
290

aag
Lys

gtg
Val

gac
Asp

tac
Tyr

gac
Asp
370

cte
Leu

cga
Arg

cce
Pro
195

gtg
Val

cce
Pro

ctg
Leu

agce
Ser

cco
Pro
275

gaa
Glu

gac
Asp

gac
Asp

ggc
Gly

aac
Asn
355

tag
Trp

cca
Pro

gaa
Glu

gce
Ala

cgg
Arg

gea
Ala

ggc
Gly

gag
Gly
260

aaa
Lys

ctc
Leu

ace
Thr

gtg
Val

gtg
Val
340

agce

Ser

ctg
Leu

gcc
Ala

cca
Pro

ciEc
Leu

age
Ser

ctg
Leu

cgc
Arg
245

gac
Asp

tct
Ser

r-tg
Leu

ctc
Leu

agce
Ser
325

gag
Glu

acg
Thr

aat
Asn

ccoe
Pro

cag
Gln
405

gce
Ala

ccg
Pro

ace
Thr
230

tcc
Ser

cca
Pro

tgt
Cys

g9y
Gly

atg
Met
310

zac
His

gtg
val

tac
Tyr

ggc
Gly

atc
Tle
390

gtg
Val

tgg
Trp

cgt
Arg
215

cat
His

gag
Glu

gct
Ala

gac
Asp

gg9a
Gly
295

atc
Ile

gaa
Glu

cat
His

cgt
Arg

aag
Lys
3ifly

gag
Glu

tac
Tyr

tec
Ser
200

gag
Glu

gac
Asp

gcc
Ala

tte
Phe

aaa
Lys
280

ccg
Pro

tce
Ser

gac
Asp

aat
Asn

gtg
Val
360

gag
Glu

aaa
Lys

acc
Thr

ggc
Gly

ggt
Gly

agc
Gly

agc
Ser

ttqg
Leu
265

act
Thr

tca
Ser

cgg
Arg

cct
Pro

gcc
Ala
345

gtc
val

tac
Tyr

acc
Thr

ctg
Leu

ccg
Pro

cac
His

cgc

gtc
Val
250

tac
Tyr

cac
His

gtc
Val

acc
Thr

gag
Glu
330

aag
Lys

agc
Ser

aaqg
Lys

ate
Ile

cce
Pro
410

gcc
Ala

ggc
Gly

tac
Tyr
235

tac
Tyr

aaa
Lys

aca
Thr

tte
Phe

cct
Pro
315

gtc
Val

aca
Thr

gtc
Val

tge
Cys

tee
Ser
395

cca
Pro

ctg
Leu

cac
His
220

acg
Thr

ctyg
Leu

gtg
Val

tgc
Cys

octc
Leu
300

gag
Glu

aag
Lys

aag
Lys

ctc
Leu

dag
Lys
380

daaa

Lys

tce
Ser

ggc
Gly
205

cta
Leu

tgt
Cys

tte
FPhe

gtt
Val

cca
Pro
285

ttc
Phe

gte
Val

ttc
Phe

ey
Pro

acc
Thr
365

gtc
Val

gcce
Ala

cgyg
Arg

aac
Asn

gtg
val

acyg
Thr

cge
Arg

gat
Asp
270

ccg

Pro

cCcC
Pro

aca
Thr

aac
Asn

cgg

350

gte
Val

Hee
Ser

aaa
Lys

gag
Glu

agce
Ser

acce
Thr

gcc
Ala

ttc
Phe
255

atc
Ile

tgc
Cys

ceca
Pro

tgc
Cys

tgg
Trp
335

gag
Glu

ctg
Leu

aac
Asn

agg
Gly

gag
Giu
415

ttg
Leu

gec
Ala

geo
Ala
240

cat
His

cag
Gln

cca
Pro

aaa
Lys

gtg
Val
320

tac
Tyr

gagq
Glu

cac
His

aaa
Lys

cag
Gln
400

atg
Met

624

672

720

768

8l6

864

912

260

1008

1058

1104

1152

1200

1248

293



acc aag
Thr Lys

agc gac
Ser Asp

tac aag
Tyr Lys
450

tat agc
Tyr Ser
465

ttc tca
FPhe Ser

aag agc
Lys Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

aac
Asn

atc
Ile
435

acc
Thr

aag
Lys

tge
Cys

ctc
Leu

cag
Gln
420

gcco
Ala

acg
Thr

cte
Leu

tce
Ser

tce
Ser
500

Secuencia:

gte
Val

gtg
val

cct
Pro

acc
Thr

atyg
Val
485

ctg
Leu

age
Ser

gag
Glu

cece
Pro

gtg
Val
470

atg
Met

tct
Ser

SEQ ID NO: 22
Longitud: 505
Tipo: PRT
Organismo: Secuencia

Caracteristica:
Otra informacidn:

22

ctg
Leu

tgg
Trp

gty
Val
455

gac

Asp

cat
His

ccg
Pro

ace
Thr

gag
Glu
440

ctg
Leu

aag
Lys

gag
Glu

ggt
Gly

tgc
Cys
425

agc
Ser

gac
Asp

agc
Ser

gct
Ala

aaa
Lys
505

ctg
Leu

aat
Asn

teo
Ser

29q

ctg
Leu
490

taa

artificial

gte
Val

999
Gly

gac
Asp

tgg
Trp
475

cac
His

aaa
Lys

cag
Gln

gygc
Gly
460

cag
Gln

aac
Asn

Construcclién sintética

Met Glu Lys Ser Ile Trp Leu

1

5

Thr Gly Ser Phe Val

20

Asn Thr Glu Val His

35

Pro Pro Glu Val Ser

50

Thxr Phe Thr His Pro

65

Arg

Ser

Ala

Thr

Ser

Glu
55

His Arg

70

Leu

Lys

Pro

10

Ala

His

Ala Cys Leu

10

Ile Asp Thr

25

Ala Gln Arg

Gly Asp Ala

Tyr Asp Gly

75

Ala

Thr

Trp

Ala

60

Pro

ggc
Gly

ccg
Pro
445

tco

Ser

cayg
Gln

cac
His

Trp

Glu

Ser

45

Val

Leu

tte
Phe
430

gag
Glu

tte
Phe

g9g
Gly

tac
Tyr

Val

Asn

30

Met

Leu

Thr

tat
Tyr

aac
Asn

ttc
Phe

aac
Asn

acg
Thr
495

Leu

15

Leu

Gln

Bro

Ala

cece
Pro

aac
Asn

EEC
Leu

gtc
Val
480

cag
Gln

Pro

Leu

Val

Cys

Ile
B0

1296

1344

1392

1440

1488

1518

28y



Trp

Val

Glu

145

Pro

Pro

Ala

Glu

225

Asn

Gly

Ala

Arg

Phe

Glu

130

Fhe

Leu

Ser

Pro

Ala

210

Leu

Ser

Glu

Pro
290

Ala

Arg

Arg

115

Arg

Ala

His

Pro

Pro

195

Val

Pro

Leu

Ser

Pro

275

Glu

Gly

Gly

100

Leu

Leu

-

Gly

Val

Ala

180

Ala

Arg

Ala

Gly

Gly

260

Lys

Leu

Glu

85

Ser

Leu

Ala

Asp

Thx

165

His

Leu

Ser

Leau

Arg

245

Asp

Ser

Leu

Pro

Glu

Gly

Leu

Val

150

Ala

Ala

Ala

Pro

Thr

230

Ser

Pro

Cys

Gly

TyT

Leu

Asn

Ala

135

Hig

&la

Phe

Trp

Arg

215

His

Glu

Asp

Gly
295

Ala

Cys

Pro

120

Asp

Asp

Pro

Arg

Ser

200

Glu

Asp

Ala

Phe

Lys

280

Ero

Gly

Gln

105

Arg

Asp

Arg

Arg

bla

185

Gly

Gly

Gly

Ser

Leu

265

Thr

Ser

Breo

90

Thr

Arg

Arg

Tyr

Ile

170

Leu

Ero

His

Arg

val

250

Tyr

His

val

Gln

Ala

Asn

Arg

Glu

155

Val

Cys

Bla

Gly

Tyr

235

Tyr

Lys

Thr

FPhe

Val

Leu

Asp

Tyr

140

Ser

Asn

Thr

Leu

His

220

Thr

Leu

Val

Cys

Leu
300

Fhe

Ser

Len

125

Fhe

Arg

Ile

Gly
205

Leu

Cys

Phe

val

Bro

285

Phe

Arg

Leu

110

Ser

Cys

His

Ser

Glu

190

Azn

val

Thr

Arg

Asp

270

Pro

Pro

Cys

95

His

Leu

Arg

Gly

val

175

Gly

Ser

Thr

Ala

Phe

255

Ile

Fro

Ala

Gly

Arg

Val

Val

160

Leu

Glu

Leu

Ala

Ala

240

Eis

Gln

Pro

Lys

0y



Pro Lys
305

Val Val

Val Asp

Gln Tyr

Gln Asp
370

Ala Leu
385

Pro Arg

Thr Lys

Ser Asp

Tyr Lys

450

Tyr Ser
465

Phe Ser

Lys Ser

<210> SEQ ID NO: 23

Asp

Asp

Gly

Asn

355

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

435

Thr

Lys

Cys

Leu

Thr

Val

Val

340

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

420

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
5Q0

Leu

Ser

325

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

405

val

vVal

Pro

Thr

Val

485

Leu

Meat

310

His

Val

Tyr

Gly

Ile

390

Val

Ser

Glu

Pro

Val

470

Met

Ser

Ile

Glu

His

Arg

Lys

375

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

455

Asp

His

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

360

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

440

Leu

Lys

Gly

Arg

Pro

Ala

345

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

425

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
505

Thr

Glu

330

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

410

Leu

Aan

Ser

Arg

Leu
490

Pro

315

Val

Thr

Val

Cys

Ser

395

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

475

His

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

380

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

460

Gln

Asn

Val

Phe

Pro

Thr

385

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

445

Ser

Gln

His

Thr

Aan

Brg

350

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

430

Glu

Phe

Gly

Tyr

Cys

Trp

335

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

415

Tyr

Asn

Fhe

Asn

Thr
495

Val

320

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

400

Met

Pro

Asn

Leu

Val

480

Gln

)§¢




2,63

<211> Longitud: 33

<212> Tipo: ADN

<213> Organisme: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:

<223> Otra informacién: Iniciador PCR de ADNc de cadena pesada del anticuerpo
$#32A1 de rata

<400> Secuencia: 23

ggccgggtgg getacgttge aggtgacggt ctg 33
<210> SEQ ID NO: 24

<211> Leongitud: 35

<212> Tipeo: ADN

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:

223> Otra informzcién: Iniciador PCR de ADNc de cadena ligera del anticuerpo
#32A1 de rata

<400> Secuencia: 24

catgctgtac gtgetgtctt tgctgteocetg atcag 35
<210> SEQ ID NO: 25

<211> Longitud: 29

<212> Tipo: ADN

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:

<223> Otra informacién: Iniciador de secuenciacidn del ADNc de cadena pesada

del anticuerpo #32A1 de rata

<400> Secuencia: 25

ctccagagtt ccaggtcacg gtgactggc 29
<216> SEQ ID NO: 26

<211> Longitud: 20

<212> Tipo: ADN

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:

<223> Otra informacién: Iniciador de secuenciacién del ADNc de cadena ligera

del anticuerpo #32Al de rata

<400> Secuencia: 26

tccagttget aactgttceg 20
<210> SEQ ID NO: 27

<211> Longitud: 501

<212> Tipo: ADN

<213>» Organismo: Rattus norvegicus



<220>
221>

<222>

<220>
<221>

<222>

<400>

Ublcacidn:

Secuencia:

27

Caracteristica:
Nombre/Clave:

CDA

Caracteristica:
Hombre/Clave: CDS
Ubicacién:

(1) ..(501)

(1)..(501}

atg aag ttg tgg ttg agc tagg
Met Lys Leu Trp

1

gtg
Val

cce
Pro

aat
Asn

gag
Glu
65

tat
Tyr

gaa
Glu

geco
Ala

tac
Tyr

gcc
Ala
145

tce
Ser

agy
Arg

ggt
Gly

gat
Asp
50

tgg
Trp

gcq
Ala

agc
Ser

att
Ile

tgg
Trp
130

cca
Pro

atg
Met

tgt
Cys

ggt
Gly
35

tat
Tyr

gtt
Val

gag
Glu

agt
Ser

tat
Tyr
115

ggc
Gly

tet
Ser

gtg
val

gag
Glu
20

tce
Ser

tte
Phe

gct
Ala

tct
Ser

gte
Val
100

tac

Tyr

caa
Gln

gtc
Val

acc
Thr

Leu
5

gtg
Val

ctg
Leu

atqg
Met

caa
Gln

ttg
Leu
8%

tac
Tyr

tgt
Cys

gge
Gly

tat
Tyr

ctg
Leu
165

Ser

caa
Gln

aga
Arg

aac
Asn

ata
Ile
70

gaa
Glu

ctg
Leu

aca
Thr

gte
Val

cca
Pro
150

gga
Gly

Trp

att
Ile

ctg
Leu

tgg
Trp
55

agg
Arg

ggc
Gly

caa
Gln

aga
Arg

atg
Met
135

ctg
Leu

tgc
Cys

ata
Ile

ttg
Leu

tet
Ser
40

gtc
Val

aac
Asn

aga
Arg

gtg
val

tce
Ser
120

gtc
Val

get
Ala

tte
Phe

gag
Glu
25

tgt
Cys

cgt
Arg

aaa
Lys

gte
Val

age
Ser
105

cta
Leu

aca
Thr

cct
Pro

ctt
Leu
10

act
Thr

gca
Ala

cag
Gln

att
Ile

aca
Thr
a0

agt

Ser

act
Thr

gtc
Val

gga
Gly

gtt
Val

gga
Gly

acqg
Thr

gct
Ala

tat
Tyr
75

atc
Ile

tta
Leu

999
Gly

teo
Ser

act
Thr
155

gtt
Val

gga
Gly

tct
Ser

ceca
Pro
€0

act
Thr

tca
Ser

aga
Arg

gga
Gly

tta
Leu
140

get
Ala

ctt
Lau

ggc
Gly

gga
Gly
45

gaa
Glu

tat
Tyr

cga
Arg

gct
Ala

gac
Asp
125

act
Ala

ctc
Leu

ttc aaa
Phe Lys
15

ttg gtg
Leu Val
30

tte aat
Phe Asn

aayg gg9g
Lys Gly

gcc aca
Ala Thr

gac gat
Asp Asp
895

gaa gac
Glu Asp
110

tac ttt
Tyr Phe

gaa aca
Glu Thr

aaa agt
Lys Ser

ggt
Gly

aag
Lys

tte
Fhe

cta
Leu

ttt
Phe
B0

tcec
Ser

act
Thr

gat
Asp

aca
Thr

aac
Asn
160

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

501

25Y




<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

SEQ ID NO: 28

Longitud: 167

Tipo: PRT

Organismo: Rattus norvegicus

Secuencia: 28

Met Lys Leu Trp Leu Ser Trp Ile Phe

1

5

Val Arg Cys Glu Val Gln Ile Leu Glu

20 25

Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys

35 40

Asn Asp Tyr Phe Met Asn Trp Val Arg

50

35

Glu Trp Val Ala Gln Ile Arg Asn Lys

65

70

Tyr Ala Glu Ser Leu Glu Gly Arg Val

85

Glu Ser Ser Val Tyr Leu Gln Val Ser

100 105

Ala Ile Tyr Tyr Cys Thr Arg Ser Leu

115 120

Tyr Trp Gly Gin Gly Val Met Val Thr
130 135

Ala Pro Ser Val Tyr Pro Leu Ala Pro

145

Ser Met

150

Val Thr Leu Gly Cys
165

<210> SEQ ID NO: 29
<2il> Longitud: 417
<212> Tipo: ADN

Leu

10

Thr

Ala

Gln

Ile

Thr

90

Ser

Thr

vVal

Gly

Val

Gly

Thr

Ala

Tyr

75

Ile

Leu

Gly

Ser

Thr
155

Val

Gly

Ser

Pro

60

Thr

Ser

Arg

Gly

Leu

140

Ala

Leu

Gly

Gly

Glu

Tyr

Arg

Ala

Asp

125

Ala

Leu

Phe

Leu

30

Phe

Lys

ala

Asp

Glu

110

Tyr

Glu

Lys

Lya

15

Val

Asn

Gly

Thr

Asp

95

Asp

FPhe

Thr

Ser

Gly

Lys

Phe

Leu

Phe

80

Ser

Thr

Asp

Thr

Asn
160



<213>

<220>
<221>
222>

<400>
atg gag
Met Glu
1

ggc tec
Gly Ser

Organismo: Rattus norvegicus

Caracteristica:
Nombre/Clave: CDS
Ubicacidédn: (1)..({417)

Secuencia: 29
aca gac aga ctc ctg cta tgg
Thr Asp Arg Leu Leu Leu Trp
5

act ggt gac att gtc ttg acc
Thr Gly Asp Ile Val Leu Thr
20 25

tct cta ggg cag agg gece aca ate tcc
Ser Leu Gly Gln Arg Ala Thr Ile Ser

B85 40

act att tect gga tat agt ttt ata cac

Thr Ile
50

cag caa
Gln Gln
65

Ser Gly Tyr Ser Phe Ile His
55

ccc aga cte cte ate tat gt
Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Arg
70

atc ccg gec agg tte agt ggc agt ggg
Ile Pre BAla Arg Phe Ser Gly Ser Gly

acc ate
Thr Ile

cag agt

85
aat cct gtg cag gct gat gat
Asn Pro Val Gln Ala Asp Asp
100 105

agg aaa tct cecyg tgg acg ttc

Gln Ser Arg Lys Ser Pro Trp Thr Phe

113 120

ttg aga cgg gct gat gct gca cca act

Leun Arg
130

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

1

Arg Ala Asp Ala Ala Pro Thr
135

SEQ ID NO: 30

Longitud: 139

Tipo: ERT

Organismo: Rattus norvegicus

Secuencia: 30

Met Glu Thr Asp Arg Leu Leu Leu Trp
5

gca ctg ctg cte tgg gtt cca
Ala Leu Leu Leu Trp Val Pro
10 15

cag tct cct get ttg got gtg
Gln Ser Pro Ala Leu Ala Val
30

tgt agg gcc age caa agt glc
Cys Arg Ala Ser Glm Ser Val
45

tgg tac caa cag aaa cca ggda
Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly
60

gca tcc aac cta gco tct ggg
Ala Ser Asn Leu Ala Ser Gly
75 80

tet ggg aca gac tte acc cte
Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu
80 95

att gca acc tat ttc tgt cag
Ile Ala Thr Tyr Phe Cys Gln
110

get gga ggc acc aag ctg gaa
Ala ¢ly Gly Thr Lys Leu Glu
125

gta tct
Val Ser

Ala Leu Leu Leu Trp Val Pro
10 15

48

96

144

192

240

288

336

384

417

220




2

Ser Pro Ala Leu Ala Val
30

Arg Ala Ser Gln Ser Val
45

Tyr Gln Gln Lys Pro Gly
60

Ser Asn Leu BAla Ser Gly
75 8o

Gly Thr Asp Phe Thr Leu
95

Ala Thr Tyr Phe Cys Gln
110

Gly Gly Thr Lys Leu Glu

125
Leu Arg Arg Ala Asp Ala Ala Pro Thr Val Ser
130 135
<210> SEQ 1D NO: 31
<211> Longitud: 28
<212> Tipo: ADN
<213> Organismo: Secuencia artificial
<220> Caracteristica:
€223> Otra informacién: Iniciador EFF1
<400> Secuencia: 31
. ccacgegecc tgtageggeg cattaage 28

<210> SEQ ID NO: 32

<211> Longitud: 30

<212> Tipo: ADN

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacién: Iniciador EFsmaR

<400> Secuencia: 32
aaacccggga getttttgea aaagccoctagg 30



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

8EQ ID NO: 33
Longitud: 1704
Tipo: ADN
Organismo: Secuencia artificial
Caracteristica:

Otra informacién: Fragmente B

Secuencia: 33

ggtaccaccc
tgttcatetc
gtacggtgge
gcaccgectce
ggaaggtgga
gcaaggacag
agcacaaggt
gcttcaacag
cecagtgect
aaaattaagt
gggggtggta
ttgggaacca
ggttcaageg
caggctcace
ggtctccaac
acaggcgtga
tggttacgceg
tettecette
toecctttagy
gtgatggtte
agteccacgtt

cggtctatte

aagctggcta ggtaagcttg ctagcgcecac

cctgetgcetg
cgeeecctee
cgtgatgtge
caacgeeetg
cacctacagce
gtacgcetge
gggggagtgt
ctectggeee
tgecatcattt
tggagcaagg
agctggagtg
attctecetge
taatttttgt
tcctaatete
accactgcte
cagcgtgacce
ctttctegece
gttecgattt
acgtagtggg
ctttaatagt

ttttgattta

tggatctceg
gtgttcatct
ctgctgaata
cagtccggga
ctgagcagea
gaggtgacce
taggggceccyg
tggaagttgc
tgtctgacta
ggcaagttgg
cagtggeaca
ctcagectce
ttttttggta
aggtgatcta
cacgegecect
gctacacttg
acgttegecyg
agtgctttac
ccatcgecct
ggactcttgt

taagggattt

gogeatatgg
tcececceecte
acttctaccce
actcccagga
ccctgacect
accagggect
tttaaacggy
cactccagtg
ggtgtcctte
gaagacaace
atcttggete
cgagttgttg
gagacggggt
cccaccttqgqg
gtagcggcgce
ccagcgecct
gctttccceg
ggcacctega
gatagacggt
tccaaactgg

tgcegattte

catggtgetyg
cgatatcgtg
cgacgagcag
cagagaggcc
gagcgtgace
gagcaaagcc
gagctcccee
tggcatcecct
cccaccagec
tataatatta
tgtagggect
actgcaatct
ggattccagg
ttcaccatat
cctcecaaat
attaagcgcyg
agcacccget
tcaagcteta
ccccazaaaa
ttttcgooet
aacaacactc

ggcctattgg

cagacccagg
atgattaaac
ctgaagtceg
aaggtgcagt
gagcaggaca
gactacgaga
gtcaccaaga
gtgacccete
ttgtcctaat
tggagtggag
gcggggteta
ccgectcocty
catgcatgac
tggccagget
tgctgggatt
gcgggtgtag
ccetttegett
aatcgggygce
cttgattagg
ttgacyttog
aaccctatet

ttaaaaaatg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

B840

900

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

272




agctgattta
tggaaagtcc
agcaaccagg
tctcaattag
gcecagttce
cgaggcegec
aggcttttge
<210>
<211>

<212>
<213>

SEQ

<220>
<223>

<400>

acaaaaattt

ccaggetccce
tgtggaaagt
tcagcaacca
gcccattcte
tctgectetg

aaaaagctce

ID NO: 34

Longitud: 1120
Tipo: ADN
Organismo: Secuencia artificial

Caracteristica:
Otra informacidn: Sefial de IgGl humano + constante de IgGl

Secuencia: 34

aacgcgaatt
cagcaggcag
cccocaggete
tagtccegec
cgccccatgg

agctattcca

cg99

tgctagcgee accatgaaac acctgtggtt

ggtgctgagce
gtcttecece
ctggtcaagg
ageggegtge
gtggtgaccg
aagcccagca
acatgcccac
ccaaaaccca
gacgtgagcec
cataatgcca
gtecetecaceg
aacaaagcce
gaaccacagyg
ctgacctgec

ggccagececg

caggtgcaat
tggcaccetce
actacttccc
acaccttcce
tgccetccag
acaccaaqggt
cctgcccage
aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagec
tcectgcacca
tceccagececo
tgtacaccet
tggtcaaagg

agaacaacta

tgtgcaggeg
ctecaagage
cgaacccgtg
cgctgtccetg
cagcttgggc
ggacaagaga
acctgaacte
catgatctcc
tgaggtcaag
ccgggaggag
ggactggcetyg
catcgagaaa
gcceoccatee
cttctatcee

caagaccacc

aattctgtgy
aagtatgcaa
cccagcagge
cctaactccg
ctgactaatt

gaagtagtga

ctteocectectg
gttagctcag
acctectggeg
accgtgagcet
cagtectcag
acccagacct
gttgagcccea
ctggggggac
cggacccetg
ttcaactggt
cagtacaaca
aatggcaagg
accatcteca
©gggaggaga
agcgacatcg

cectceegEgE

aatgtgtgtc
agcatgcatc
agaagtatgc
cccatccoge
ttttttattt

ggaggetttt

ctggtggcag
cctccaccaa
gcacagccgo
ggaactcagg
gactctactc
acatctgcaa
aatcttgtga
cctecagtctt
aggtcacatg
acgtggacgg
gcacgtaccg
agtacaagtg
aagccaaaqq
tgaccaagaa
ccgtggagtg

tggactccga

agttagggtg
tcaattagtc
aaagcatgca
ccctaactec
atgcagaggc

ttggaggccet

ctcccagatg
gggcccaage
cctgggetge
cgccctgace
cctcagcage
cgtgaatcac
caaaactcac
ceteEccae
cgtggtggtg
cgtggaggtg
ggtggtcage
caaggtctce
ccagccccgg
ccaggtcage
ggagagcaat

cggctectte

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1704

humano

60
120
180
240
300
380
120
480
540
600
660
720
780
840
900

980

273



ttcctctaca gcaagctcac cgtggacaag agecaggtgge agcagggcaa cgtcttctea 1020

tgctcegtga tgcatgagge tctgcacaac cactacaccc agaagagect ctccectgtet 1080

cccggeaaat gagatatcgg geccgtttaa acgggtggea 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 anticuerpo #3241

<400> Secuencia: 35

aaagctgagc gaggtgcaaa ttttggagac tggaggagge 40
<210> SEQ ID NO: 36

<211> Longitud: 39

<212> Tipo: ADN

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:

<223>» Otra informacién: Iniciador PCR de ADNc de regidén variable de cadena
pesada del anticuerpo #32ZAl

<400> Secuencia: 386

aaagctgagce tgactgtgac catgactcet tggccccag 39
<210> SEQ ID RO: 37

<211> Longitud: 20

<212>» Tipo: ADN

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:

<223> Otra informacién: Iniciador de secuenciacién de ADN¢ de reqgidn variable

de cadena pesada del anticuerpo #32Al

<400> Secuencia: 37

taatacgact cactataggg 20

<210> SEQ ID NC: 38

<211> Longitud: 42

<212> Tipo: ADN

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:

<223> (Qtra informacién: Iniciador de secuenciacldn de ADNc de reqién variable

de cadena ligera del anticuerpo #32A1

25y




<400> Secuencia: 38
aaacatatgg cgacattgte ttgacccagt ctcectgettt gg 42

«210> SEQ ID NO: 39

<21l> Lengitud: 37

<212> Tipo: ADN

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220>» Caracteristica:
<223> Otra informacidén: Iniciador de secuenciacién de ADNc de regién variable
de cadena ligera del anticuerpo #32Al

<400> Secuencia: 39 i
aaacgtacgt ctcaattcca gcttggtgec tcecageg 37

<210> SEQ ID NO: 40

<211> Longitud: 1413

<212> Tipo: ADN
<213> OQrganismo: Secuencia artificial

«220> Caracteristica:

<223> Otra informacién: cadena pesada quimérica de #32A1

<220>» Caracteristica:
<221> HNombre/Clave: CDS
<222> Ubicacidén: (1)..(1413}

<400> Secuencia: 40

Tyr Ala Glu Ser Leu Glu Gly Arg Val Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser
85 20 a5

atg aaa cac ctg tgg ttc tte cte ctg ctg gtg gea get ccc aga tgg 48
Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp
1 5 10 15
gtg ctg age gag gtg caa att ttg gag act gga gga ggc ttg gtg aag 96
Val Leu Ser Glu Val Gln Ile Leu Glu Thr Gly Gly Gly Leu Val Lys
20 25 30
ccec ggt ggt tcc ctg aga ctg tet tgt geca acg tct gga tte aat ttc 144
Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Thr Ser Gly Phe Asn Phe
35 40 45
aat gat tat ttc atg aac tgg gte cgt cag get cca gaa aag ggg cta 192
Asn Asp Tyr Phe Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Glu Lys Gly Leu
50 55 60
gag tgg gtt gct caa ata agg aac aaa att tat act tat gcc aca ttt 240
Glu Trp Val Ala Gln Ile Arg Asn Lys Ile Tyr Thr Tyr Ala Thr Phe
65 70 {5 BD
tat geg gag tect ttg gaa ggoc aga gtc aca atc tca cga gac gat tece 288



338

384

432

480

528

7] (]

624

672

720

768

gle

664

912

960

27¢



305

age acg
Ser Thr

ctg aat

tac
Tyr

ggc

Leu Asn Gly

gce cec
Ala Pro

cca cag
Pro Gln
370

cag gtc
Gin Vval
385

gcc gtg
Ala Val

ace cct
Thr Pro

cte acc
Leu Thr

tce gtg
Ser Val
45¢

tce ctg
Ser Leu
465

<210>
<211>
<212>
<Z13>

<220>
223>

<400>

atc
Ile
355

gtg
Val

age
Ser

gag
Glu

cce
Pro

gtg
Val
435

atg
Met

tct
Ser

SEQ ID NC:
Longitud: 470
Tipo: PRT

cgg
Arg

aag
Lys
340

gag
Glu

tac
Tyr

ctg
Leu

tag
Trp

gtg
Val
420

gac

Asp

cat
His

cce
Pro

gtg
Val
325

gag
Glu

aaa
Lys

acc
Thr

acce
Thr

gag
Glu
405

ctg
Leu

aag
Lys

gag
Glu

ggc
Gly

41

310

gtc
Val

tac
Tyr

acc
Thr

ctg
Leu

tgc
Cys
390

agc
Ser

gac
Asp

agc
Ser

gct
Bla

aaa
Lys
470

agc
Ser

aag
Lys

ate
Ile

ccc
Pro
375

ctg

Leu

aat
Asn

tce
Ser

agg
Arg

ctg
Leu
455

tga

Organismo: Secuencia

Caracteristica:
Otra informaciédn: Construccidédn sintética

Secuencia:

41

gtc
val

tgc
Cys

tce
Ser
360

cca
Pro

gte
Val

ggc
Gly

gac
Asp

tgg
Trp
440

cac
His

cte
Leu

aag
Lys
345

aaa
Lys

tee
Ser

aaa
Lys

cayg
Gln

ggc
Gly
425

cag

Gln

aac
Asn

ace
Thr
330

gtc
Val

gcc
Ala

cgg
Arg

ggc
Gly

cee
Pro
410

tcc

Ser

cag
Gln

cac
His

artificial

315

gtc
Val

tec
Ser

aaa
Lys

gag
Glu

tte
Phe
345

gag
Glu

tte
FPhe

gge
Gly

tac
Tyrx

ctg
Leu

aac
Asn

agc
Gly

gag
Glu
380

tat
Tyr

aac
Asn

ttc
Phe

aac
Asn

ace
Thr
460

cac
His

dda
Lys

cag
Gln
365

atg
Met

cce
Pro

aac
Asn

ctc
Leu

gtc
Val
445

cag
Eln

cag
Gln

gce
Rla
350

coo
Pro

acc
Thr

agc
Ser

tac
Tyr

tac
Tyr
430

ttc
Phe

aayg
Lys

gac
Asp
a3s5

ctc
Leu

<cgg
Arg

aag
Lys

gac
Asp

aag
Lys
415

agc

Ser

tca
Ser

agc
Ser

320

tgg
Trp

cca
Pro

gaa
Glu

aac
Asn

atc
Ile
400

acc

Thr

aag
Lys

tgc
Cys

ctc
Leu

Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp

1

5

10

15

1008

1058

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1413

29




Val

Pro

Tyr

Glu

Ala

Tyr

Gly

145

Gly

Val

Phe

Val

Val

Leu

Gly

Asp

Trp

Ala

Ser

Ile

Trp

130

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

210

Aan

Ser

Gly

35

Tyr

Val

Glu

Ser

Tyr

115

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

195

Val

His

Glu

20

Ser

Phe

Ala

Ser

Val

100

Tyr

Gln

Val

Ala

Ser

180

Val

Pro

Lys

Val

Leu

Met

Gln

Leu

85

Tyr

Cys

Gly

Phe

Leu

165

Trp

Leu

Ser

Pro

Gln

Arqg

Asn

Ile

70

Glu

Leu

Thr

Val

Pro

150

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

Ile

Leu

Trp

25

Arg

Gly

Gln

Arg

Met

135

Leu

Cya

Ser

Ser

Ser

215

Asn

Leu

sSer

40

Val

Asn

Arg

Val

Ser

120

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

200

Leu

Thr

Glu

25

Cys

Arg

Lys

Val

Ser

105

Leu

Thr

Pro

Val

Ala

185

Gly

Gly

Lys

Thr

Ala

Gln

Ile

Thr

90

Ser

Thr

Val

Ser

Lys

170

Leu

Leu

Thr

Val

Gly

Thr

Ala

Tyr

75

Ile

Leu

Gly

Ser

Ser

155

Asp

gl

Tyr

Gln

Asp

Gly

Ser

Pro

60

Thr

Ser

Arg

Gly

Ser

140

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

220

Lys

Gly

Gly

45

Glu

Tyr

Arg

Asp

125

Ala

Ser

Fhe

Gly

Leu

205

Tyr

Arg

Leu

30

Phe

Lys

Ala

Rsp

Glu

110

Tyr

Ser

Thr

Pro

Val

190

Ser

Ile

Val

Val

Asn

Gly

Thr

Asp

Asp

Phe

Thr

Ser

Glu

175

His

Ser

Cys

Glu

Lys

Phe

Leu

Phe

80

Ser

Thr

Asp

Lys

Gly

160

Pro

Thr

Val

Asn

Pra

Lo ¥




225

Lys

Leu

Thr

Val

Val

305

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

385

Ala

Thr

Leu

Ser

Leu

Ser

2%0

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

370

Val

Val

Pro

Thr

CYs

Gly

Met

275

His

Val

Tyr

Ile

355

Val

Ser

Glu

Pro

Val
435

Asp

Gly

260

Ile

Glu

His

Arg

Lys

340

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

420

Asp

Lys

245

Pro

Ser

Asp

Val

325

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

405

Leu

Lys

230

Thr

Ser

Arg

Pro

ala

3190

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

380

Ser

Asp

Ser

His

Val

Thr

Glu

255

Ser

Lys

Ile

Pro

375

Leu

Asn

Ser

Arg

Thr

Phe

Bro

280

Val

Thr

val

Cys

Ser

360

Pro

Val

Gly

Asp

Trp
440

Cys

Leu

265

Lys

Lys

Leu

Lys

345

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

425

Gin

Pro

250

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

330

val

Ala

Arg

Gly

Pro

410

Ser

Gln

235

Fro

Pro

Thr

Asn

Arg

315

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

395

Glu

Phe

Gly

Cys

Pro

Cys

Trp

300

Glu

Leu

Agn

Gly

Glu

380

Tyr

Asn

Phe

Agn

Pro

Lys

Val

2835

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

365

Met

Pro

Asn

Leu

Val
445

Ala

Pro

270

Val

Val

Gln

Gln

Ala

350

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

430

Phe

Pro

255

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

335

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

415

Ser

Ser

240

Asp

Asp

Gly

Asn
320

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

400

Thr

Lys

Cys

b



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>

SEQ ID NO:
Longitud: 714
Tipo: ADN

42

470

455

Organismo: Secuencia artificial

Caracteristica:
Ctra informacién: Cadena

Caracteristica:

Nombre/Clave:
Ubicacibn:

Secuencia:

atg gtg ctg cag

Met Val
1

ggc gca
Gly Ala

tct cta
Ser Leu

act att
Thr Ile
50

cag caa
Gln Gln
65

atc ccg
Ile Pro

Leu

tat
Tyr

999
Gly
35

tet

Ser

ECE
Fro

gca
Ala

acc atc aat

Thr Ile

cag agt
Gln Ser

ttg aga

Asn

adg
Arg
115

cgt

Gin

ggc
Gly
20

cag

Gin

gga
Gly

aga
Arg

agg

cct
Pro
190

aaa
Lys

acg

ace
Thr
5

gac

Asp

agg
Arg

tat
Tyr

cte
Leu

tte
Phe
B5

gtg
Val

tct
Ser

gtg

42

CDS
{1)..(714;

cag
Gln

att
Ile

gcc
Ala

agt
Ser

cte
Leu
70

agt
Ser

cag
Gln

ccg
Pro

gce

gtg
Val

gtc
Val

aca
Thr

ttt
Phe
55

atc
Ile

ggc
Gly

gct
Ala

tgg
Trp

gce

tte
Fhe

ttg
Leu

ate
Ile
40

ata

Ile

tat
Tyr

agt
Ser

gat
Asp

acg
Thr
120

ccC

460

ligera guimérica de

atec
Ile

acc
Thr
25

tce

Ser

cac
His

cgt
Arg

999
Gly

gat
Asp
105

ttc
Phe

tce

tce
Ser
10

cag

Gln

tgt
Cys

tgg
Trp

gca
Ala

tct
Ser
90

att
Ile

get
Ala

gtyg

ctg
Leu

tct
Ser

agg
Arg

tac
Tyr

tce
Ser
75

ggg
Gly

gca
Ala

gga
Gly

ttc

ctg
Leu

cet
Pro

gcc
Ala

caa
Gln
60

aac
Asn

aca
Thr

acc
Thr

ggc
Gly

atc

ctg
Leu

gct
Ala

agc
Ser
45

cag

Gln

cta
Leu

gac
Asp

tat
Tyr

acc
Thr
125

tte

$32A1

tgg
Trp

ttg
Leu
30

caa

Gln

aaa
Lys

gece
Ala

tte
Phe

tte
Phe
110

zag
Lys

cCcC

atc
Ile
15

gct
Ala

agt
Ser

cca
Pro

tct
Ser

acc
Thr
95

tgt
Cys

ctg
Leu

cCccC

tee
Ser

gtg
Val

gtc
Val

gga
Gly

agqg
Gly
BO

cte
Leu

cag
Gln

gaa
Glu

tcc

4B

26

144

192

240

289

33e

384

432



Thr
195

Asp Ser

tac
Tyr

gag
Glu
210

aag
Lys

tece
Ser

age
Ser
225

cce
Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>»

<400>

Met Val Leu
1

Gly Ala Tyr

Ser Leu Gly
a5

Thr Ile Ser
50

Gln Gln Pro

Tyr Ser Leu

cac
His

gtg
Val

aag
Lys

acc
Thr

gtc
Val

aaq
Lys
230

SEQ ID NO: 43
Longitud: 237
Tipo:
Organismo: Secuencia

PRT

Caracteristica:
Otra informacidn: Construccidn sintética

Secuencia: 43

Gln Thr Gln
5

Gly Asp Ile

20

Gln Arg Ala

Gly Tyr Ser

Arg Leu Leu

Ser

tac
Tyr
215

agc
Ser

Val

Val

Thr

Phe

55

Ile

Ser
200

gce
Ala

ttc
Phe

Thr

tgc
Cys

aac
Asn

Leu Thr

gty
Val

gag
Glu

agyg
Arg

ggg
Gly
235

artificial

Phe

Leu

Ile

40

Ile

Tyr

Ile

Thr

25

Ser

His

Arg

Ser Leu

10

Gln Ser

Cys Arg

Trp Tyr

Ala Ser

Leu

acc
Thr
220

gag
Glu

Leu

Pro

Ala

Gin

60

Asn

Ser
205

cac

His

tgt
Cys

Leu

Ala

Ser

45

Gln

Leu

Lys

cag
Gln

tag

Trp

Leu

30

Gln

Lys

Ala

Ala

ggc
Gly

Ile

15

Ala

Ser

Pro

Ser

Asp

ctg
Leu

Ser

Val

Val

Gly

Gly

480

528

376

624

€72

714

2001



70 75 80

Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu
85 S0 a5

Ile Asn Pro Val Gln Ala Asp Asp Ile Ala Thr Tyr Phe Cys Gln
100 105 110

Ser Arg Lys Ser Pro Trp Thr Phe Ala Gly Gly Thr Lys Leu Glu
115 120 125

Arg Arg Thr Val Ala Ala Pro Sexr Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser
130 135 140

Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn
150 455 160

Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala
165 170 175

Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys
180 185 190

Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp
195 200 205

Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu
210 215 220

Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
230 235

. <210> SEQ ID NO: 44
<211> Longitud: 5
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Rattus norvegicus

<400> Secuencia: 44
Asp Tyr Phe Met Asn
1 5

<210> BSEQ ID NO: 45

207



73

<211> Longitud: 19
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Rattus norvegicus

<400> Sacuencia: 45

Gln Ile Arg Asn Lys Ile Tyr Thr Tyr Ala Thr Phe Tyr Ala Glu Ser
1 5 10 15

Leu Glu Gly

<210> SEQ ID NO: 46

<211> Longitud: 10

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Rattus norvegicus

<400> Secuencla: 46

Ser Leu Thr Gly Gly Asp Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> SEQ ID NO: 47

<211> Longitud: 15

<212> Tipo: PRT

<213>» Crganismo: Rattus norvegicus

<4(30> Secuencia: 47
Arg Ala Ser Gln Ser Val Thr Ile Ser Gly Tyr Ser Phe Ile His
1 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: PRT

<213> Organismo: Rattus norvegicus

<§00> Secuencia: 49

Gln Gln Ser Arg Lys Ser Pro Trp Thr



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
221>
<222>

<400>

SEQ ID NO: 50

Longitud: 1410

Tipo: ADN

Organismo: Secuencia artificial

Caracteristica:

Otra informacidén: 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

1

5 10

gtg ctg agc gag gtg caa ctg gtg gag agc
Val Leu Ser Glu Val Gln Leu Val Glu Ser

cct ggc

20 25

ggce tec ctg aga ctt agc tgt gcc

Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala

aac gac tac tte atg aac tgg gtg aga caa
Asn Asp Tyr Phe Met Asn Trp Val Arg Gln

50

55

gag tgg gtg gcc caa atc aga aac aag atc
Glu Trp Val Ala Gln Ile Arg Asn Lys Ile

65

70

tac gcc gag age ctt gag ggc aga tte acc
Tyr Ala Glu Ser Leu Glu Gly Arg Phe Thr

aag aac
Lys Asn

85 80

agc ctg tac ctt caa atg aac tcec
Ser Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser
100 105

gcc gtg tac tac tgt gee aga age ctt acc

Ala Val

Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser Leu Thr
115 120

tac
Tyr

ggc
Gly

tgg
Trp
130

cca
Pro

ggc
Gly

agc
Ser

caa
Gln

gtc
Val

ggc acc ctg

Gly

tte
Phe

Thr

ccg
Pre

Leu
135

ctyg
Leu

gtg acc gtg

Val

gca
Ala

Thr

cce
Pro

Val

tec
Ser

gtyg
Val

ggc
Gly

gcc
Ala

gce
Ala

tac
Tyr
75

atc
Ile

ctg
Leu

ggc
Gly

agc
Ser

tce
Ser

gca
Ala

ggc
Gly

tce
Ser

cct
Pro
60

acc
Thr

tee
Ser

aga
Arg

ggc
Gly

tca
Ser
149

aag
Lys

gct
Ala

gga
Gly

ggc
Gly
45

dgc
Gly

tac
Tyr

aga
Arg

gee
Ala

gac
Asp
125

gcc

Ala

agc
Ser

ccc
Proc

ctt
Leu
34

ttc
Phe

aaq
Lys

gce
Ala

gac
Asp

gag
Glu
110

tac
Tyr

tec
Ser

acc
Thr

aga
15

gtg
Val

aac
Asn

ggc
Gly

acc
Thr

aac
Asn
85

gac
Asp

ttec
Ehe

acc
Thr

tct
Ser

tag
Trp

caa
Gln

ttc
Phe

ctg
Leu

ttc
Phe
80

gcc
Ala

acec
Thr

gac
Asp

aag
Lys

ggc
Gly

49

56

144

192

240

288

336

384

432

480

>0t




145

ggc
Gly

gtg
Val

tte
Phe

gtg
Val

gtg
Val
225

aaa

Lys

ctoe
Leu

acg
Thr

gtg
Val

gty
Val
305

agc
sSer

ctg
Leu

gec
bla

cca

aca
Thr

acc
Thr

cce
Pro

acc
Thr
210

aat
Asn

tct
Ser

ctg
Leu

ctc
Leu

age
Ser
290

gag
Glu

acg
Thr

aat
Asn

ceo
Pro

cag

gcc
Ala

gtg
Val

gct
Ala
195

gtg
Val

cac
His

tgt
Cys

gqq
Gly

atg
Met
275

cac

His

gtyg
Val

tac
Tyr

ggc
Gly

atc
Ile
355

gtg

gec
Ala

agc
Ser
180

gtc
val

cce
Bro

aag
Lys

gac
Asp

gga
Gly
260

atc

Ile

gaa
Glu

cat
His

cgg
Arg

aag
Lys
340

gag
Glu

tac

ctg
Leu
165

tgg
Trp

ctg
Leu

tce
Ser

cee
Pro

aaa
Lys
245

ccCc
Pro

tce
Ser

gac
Asp

aat
Asn

gtg
Val
325

gag
Glu

aaa
Lys

acc

150

ggc
Gly

aac
Asn

cag
Gln

agc
Ser

age
Ser
230

act

Thr

tca
Ser

<cgg
Arg

cct
Pro

gcc
Ala
310

gte
Val

tac
Tyr

acc
Thr

ctyg

tgc
Cys

tca
Ser

tec
Ser

age
Ser
215

aac

Asn

cac
His

gtc
Val

acc
Thr

gag
Glu
295

aaqg
Lys

agc
sSer

aag
Lys

atc
Ile

cco

ctg
Leu

ggce
Gly

tca
Ser
200

ttg
Leu

acc
Thr

aca
Thr

tte
Phe

cct
Pre
280

gtc
Val

aca
Thr

gtc
Val

tge
Cys

tce
Ser
360

cca

gtc
Val

gcc
Ala
185

gga
Gly

ggc
Gly

aag
Lys

tgc
Cys

cte
Leu
265

gag
Glu

aag
Lys

aag
Lys

ctec
Leu

aag
Lys
345

aaa
Lys

tce

aag
Lys
170

ctg
Leu

cte
Leu

acce
Thr

gtg
Val

cca
Pro
250

tte
Phe

gte
Val

ttc
Phe

cce
Pro

acc
Thr
330

gte
Val

gco
Ala

<gg

155

gac
Asp

ace
Thr

tac
Tyr

cag
Gln

gac
Asp
235

ccC

Pro

ceco
Pro

aca
Thr

aac
Asn

cgg
Arg
315

gtc
Val

tcc
Ser

aaa
Lys

gag

tac
Tyr

age
Ser

tce
Ser

acc
Thr
220

aag

Lys

tgc
Cys

cca
Pro

tgc
Cys

tgg
Trp
300

gag
Glu

ctyg
Leu

aac
Asn

ggc
Gly

gag

ttc
Phe

ggc
Gly

ctc
Leu
205

tac
Tyr

aga
Arg

cca
Pro

aaa
Lys

gtyg
Val
285

tac

Tyr

gag
Glu

cac
His

aaa
Lys

cag
Gln
365

atg

cceo
Pro

gtg
Val
190

agc
Ser

atc
Ile

gtt
Val

gca
Ala

ol otn
Pro
270

gtg
Val

gtg
Val

caqg
Gln

cag
Gln

gce
Bla
350

coo
Pro

acc

gaa
Glu
175

cac
His

agc
Ser

tgc
Cys

gag
Glu

cct
Pro
255

aag

Lys

gtg
Val

gac
Asp

tac
Tyr

gac
Asp
335

cte
Leu

cgqg
Arg

aag

160

cee
Pro

acc
Thr

gtg
Val

aac
Asn

cce
Pro
240

gaa

Glu

gac
Asp

gac
Asp

ggc
Gly

aac
Asn
320

tog
Trp

cca
Pro

gaa
Glu

aac

25

528
576
624
672
720
768
gie
864
912
360
1008
1056
1104

1152




Pro

cag
Gln
385

gce

Ala

acc
Thr

cte
Leu

tce
Ser

‘l' tcec

Ser
465

Gln
370

gtc
Val

gtg
Val

cct
Fro

acc
Thr

gtg
Val
450

ctg
Leu

<210>
<211>
<212>

<213>

1

<220>
<223>

<400>

50

Val

agc
Ser

gag
Glu

coc
Pro

gtg
val
435

atg
Met

tet
Ser

as

Tyr

ctg
Leu

tag
Trp

gty
Val
420

gac
Asp

cat
His

cce
Pro

PRT

Secuencia:

20

Thr

acc
Thr

gag
Glu
405

ctg

Leu

aag
Lys

gag
Glu

ggc
Gly

SEQ ID NOo: 51
Longitud:
Tipo:
Organismo: Secuencia artificial

470

5

51

Leu

tgc
Cys
380

agc
Ser

gac
Asp

age
Ser

gct
Ala

aaa
Lys
470

Caracteristica:
Otra informacidn:

Met Lys His Leu Trp FPhe

Val Leu Ser Glu Val Gln

Pro Gly Gly Ser Leu Arg

Asn Asp Tyr Phe Met Asn

Glu Trp Val Ala Gln Ile

Pro
375

ctg
Leu

aat
Asn

tce
Ser

aggq
Arg

ctg
Leu
455

Pro

gtc
Val

ggc
Gly

gac
Asp

tagg
Trp
440

cac
His

Ser

aaa
Lys

cag
Gln

ggc
Gly
425

cag
Gln

aac
Asn

Aryg

ggc
Gly

ccc
Pro
410

tce
Ser

cag
Gln

cac
His

Glu

tte
Phe
395

gag
Glu

tte
Phe

ggc
Gly

tac
Tyr

Glu
380

tat
Tyr

aac
Asn

tte
Phe

aac
Asn

acce
Thr
450

Construccidn sintética

Phe Leu Leu

Leu Val Glu

25

Leu Ser Cys

40

Trp Val Arg

S0

Arg Asn Lys

Leu

10

ser

Ala

Gln

Ile

Val

Gly

Ala

Ala

Ala

Gly

Ser

Pro

60

Thx

Met

ccc
Pro

aac
Agn

cte
Leu

gtc
Val
445

cag
Gln

Ala

Gly

Gly

45

Gly

Tyr

Thr

age
Ser

tac
Tyxr

tac
Tyr
430

ttc
Phe

aag
Lys

Pro

Leu

30

Fhe

Lys

Ala

Lys

gac
Asp

aag
Lys
415

agc

Ser

tea
Ser

agc
Ser

Arg

15

Val

Asn

Gly

Thr

Asn

atce
Ile
400

acec

Thr

aag
Lys

tgc
Cys

ctc
Leu

Trp

Gln

Phe

Leu

FPhe

1200

1248

1296

1344

1392

1410

S



65

Tyr

Lys

Ala

Tyr

Gly
145

. Gly

Val
Phe
Val

Val
225

. Lys

Leu

Thr

Asn

Val

Trp

130

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

210

Asn

Ser

Leu

Leu

Glu

Ser

Tyr

115

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

195

Val

His

Cys

Gly

Met
275

Ser

Leu

100

Tyr

Gln

Val

Ala

Ser

180

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

260

Tle

Leu

85

Tyr

Cys

Gly

Phe

Leu

165

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

245

Pro

Ser

70

Glu

Leu

Thr

Pro

150

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

230

Thr

Ser

Arg

Gly

Gln

Arg

Leu

135

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

215

Asn

His

Val

Thr

Arg

Met

Ser

120

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

200

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro
280

Phe

Asn

105

Leu

Thr

Pro

Val

Ala

185

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

265

Glu

Thr

90

Ser

Thr

Val

Ser

Lys

17¢

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

250

Phe

Val

75

Ile

Leu

Gly

Ser

Ser

155

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

23%

Pro

Pro

Thr

Ser

Arg

Gly

Ser

140

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

220

Lys

Cys

Pro

Cys

Arg

Ala

Asp

125

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

205

Tyr

Arg

Pro

Lys

Val
285

Asp

Glu

110

Tyr

Ser

Thr

Pro

Val

190

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

270

Val

Asn

85

Asp

Phe

Thr

Ser

Glu

175

His

Ser

Cys

Glu

Pro

255

Lys

val

80

Ala

Thr

Asp

Lys

Gly

160

Pro

Thr

Val

Agn

Pro

240

Glu

Asp

Asp



Val

Val

305

Ser

Leu

Pro

Gln

385

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
465

Ser

290

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

370

Val

Val

Pro

Thr

Val

450

Leu

<210>

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

His

Val

Tyr

Gly

Ile

355

Val

Ser

Glu

Pro

Val

435

Met

Ser

Glu

His

Arg

Lys

340

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

420

Asp

His

Pro

Asp

Asn

Val

325

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

405

Leu

Lys

Glu

Gly

SEQ ID NO: 52
Longitud: 1410
Tipo: ADN
Organismo: Secuencia artifiecial

Pro

Ala

310

Val

Tyxr

Thr

Leu

Cys

390

Asp

Ser

Ala

Lys
470

Caracteristica:
Otra informacién: h#32A1-T2H

Glu

295

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

375

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
155

Val

Thr

Val

Cys

Ser

360

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

440

His

Lys

Lys

Leu

Lys

345

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

425

Gln

Asn

Phe

Pro

Thr

330

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

410

Ser

Gin

His

Asn

Arg

315

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

395

Glu

Phe

Gly

Tyr

Trp

300

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

380

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
460

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

365

Met

Pro

Asn

Leu

Val

445

Gln

val

Gln

Gln

Bla

350

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tihhs

430

Phe

Lys

Asp

Tyr

Asp

335

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

413

Ser

Ser

Ser

Asn

320

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

400

Thr

Lys

Cys

Leu

208




<220>

<221>
<222>

<400>

1

gtg
Val

cect
Pro

aac
Asn

gag
Glu
65

tac
Tyr

aag
Lys

gce
Ala

tac
Tyr

ggc
Gly
145

ggc<
Gly

gtg
Val

ctg
Leu

ggc
Gly

gac
Asp
20

tagg
Trp

gce
Ala

aac
Asn

gtg
val

tgg
Trp
130

cca
Pro

aca
Thr

ace
Thr

Secuencia: 52
atg aaa cac ctg tgg ttc
Met Lys His Leu Trp

agc
Ser

ggc
Gly
35

tac
Tyr

gty
Val

gag
Glu

aqgc
Ser

tac
Tyr
115

ggc
Gly

agc
Ser

gcc
Ala

gtg
Val

gag
Glu
20

tec
Ser

tte
Phe

gcc
Ala

agc
Ser

ctg
Leu
100

tac
Tyx

caa
Gln

gtec
Val

gce
Ala

agc
Ser
180

5

gtag
Val

ctg
Leu

atg
Met

caa
Gin

ctg
Leu
BS

tac
Tyxr

tgt
Cys

ggc
Gly

ttc
Phe

ctg
Leu
165

tag
Trp

Caracteriatica:
Neombre/Clave: CDS
Ubicacidn:

Phe

caa
Gln

aga
Arg

aac
Asn

atc
Ile
70

gag
Glu

ctg
Leu

gce
Ala

acc
Thr

cee
Pro
150

ggc
Gly

aac
Asn

(1)..{1410)

tte ctc
Phe Leu

ctg gtg
Leu Val

ctg agc
Leu Ser
40

tgg gtg
Trp Val
55

aga aac
Arg Asn

ggc aga
Gly Arg

caa atg
Gln Met

aga agc
Arg Ser
120

ctg gtg
Leu Val
135

ctg gca
Leu ARla

tgec ctg
Cys Leu

tca ggc
Ser Gly

ctg
Leu

gag
Glu
25

tgt
Cys

aga
Arg

aag
Lys

gty
Val

tce
Ser
105

r-l:g
Leu

acc
Thr

cec
Pro

gte
Val

gcc
Ala
185

ctg
Leu
10

agc
Ser

gcc
Ala

caa
Gin

atc
Ile

acc
Thr
a0

tce
Ser

acc
Thr

gtg
Val

tcec
Ser

aag
Lys
170

ctg
Leu

gtg
Val

ggc
Gly

gcc
Ala

gcc
Ala

tac
Tyr
75

ate
Ile

ctg
Leu

ggc
Gly

age
Ser

EeE
Ser
155

gac

Asp

acc
Thr

gca
Ala

gg<
Gly

tce
Ser

cct
Pro
o0

ace
Thr

teo
Ser

aga
Arg

ggc
Gly

tca
Ser
140

aag

Lys

tac
Tyr

age
Ser

gct
Ala

gga
Gly

ggc
Gly
45

gag
Glu

tac
Tyr

aga
Arg

gec
Ala

gac
Asp
125

gcc

Ala

agc
Ser

tte
Phe

agc
Gly

ccc
Pro

ctg
Leu
30

tte
Phe

aag
Lys

gce
Ala

gac
Asp

gag
Glu
110

tac
Tyr

tee
Ser

acc
Thr

cce
Proc

gtg
Val
190

aga
Arg
15

atg
Val

aac
Asn

ggc
Gly

ace
Thr

aac
Asn
95

gac
Asp

tte
Phe

acc
Thr

tct
Ser

gaa
Glu
175

cac
His

tgg
Trp

caa
Gln

ttc
Phe

ctg
Leu

ttc
Phe
BO

gec
Ala

acc
Thr

gac
Asp

aag
Lys

ggc
Gly
160

cec
Pro

ace
Thr

397

48

96
144
192
240
288
336
384
432
480
528

576




tte
Phe

gtg
Val

gtg
Val
225

aaa
Lys

cte
Leu

ace
Thr

gtg
Val

gtg
Val
305

agc
Ser

ctg
Leu

gecc
&la

cra
Pro

cag
Gln
385

gcc
Ala

cce
Pro

acc
Thr
210

aat
Asn

tct
Ser

ctg
Leu

ctc
Leu

age
Ser
290

gag
Glu

acyg
Thr

aat
Asn

cce
Pro

cag
Gln
370

gte
Val

gtg
Val

gct
Ala
185

gtg
Val

cac
His

tgt
Cys

9499
Gly

atg
Met
275

cac
His

gtg
Val

tac
Tyr

gge
Gly

ate
Ile
355

gtg
Val

age
Ser

gag
Glu

gtc
Val

cCco
Pro

aag
Lys

gac
Asp

gga

Gly
260

atec
Ile

gaa
Glu

cat
His

cgg
Arg

aag
Lys
340

gag
Glu

tac
Tyr

ctg
Leu

tog
Trp

ctg
Leu

tce
Ser

cce
Pro

aaa
Lys
245

cec
Pro

tce
Ser

gac
Asp

aat
Asn

gty
Val
325

gag
Glu

aaa
Lys

acc
Thr

acc
Thr

gag
Glu
4105

cag
Gln

agce
Ser

agc
Ser
230

act
Thr

tca
Ser

cgg
Arg

cct
Proc

gcc
Ala
310

gtec
Val

tac
Tyr

acc
Thr

ctg
Leu

tagc
Cys
390

agc
Ser

tcec
Ser

agc
Ser
215

aac
Asn

cac
His

gtc
Val

acc
Thr

gag
Glu
295

aag
Lys

age
Ser

aaqg
Lys

atec
Ile

ccc
Pro
37%

ctg
Leu

aat
Asn

tca
Ser
200

ttg
Leu

acc
Thr

aca
Thr

ttc
Phe

cct
Pro
280

gtc
Val

aca
Thr

gte
Val

tgc
Cys

tce
Ser
360

cca
Pro

gtc
Val

ggc
Gly

gga
Gly

ggc
Gly

aag
Lys

tgc
Cys

cte
Leu
265

gag
Glu

aag
Lys

aag
Lys

cte
Leu

aag
Lys
345

aaa

Lys

tece
Ser

aaa
Lys

cag
Gin

BEe
Leu

acc
Thr

gty
Val

cca
Pro
250

ttc
Phe

gtc
Val

tte
Phe

ceco
Pro

acc
Thr
330

gtc
Val

gcc
Ala

cqg
Arg

ggc
Gly

cce
Pro
4190

tac
Tyr

cag
Gln

gac
Asp
235

cco
Pro

cceo
Pro

aca
Thr

aac
Asn

©gg
Arg
315

gtc
Val

tee
Ser

aaa
Lys

gag
Glu

ttc
Phe
345

gag
Glu

tce
Ser

ace
Thr
224

aag
Lys

e
Cys

cca
Fro

tge
Cys

tgg
Trp
300

gag
Glu

ctg
Leu

aac
Asn

ggc
Gly

gag
Glu
380

tat
Tyr

aac
Asn

ctc
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

cce
Pro

aac
Asn

agc
Ser

atc
Ile

gtt
Val

gca
Ala

cco
Pro
270

gty
Val

gtg
Val

cag
Gln

cag
Gln

gce
Ala
aso

cCC
Pro

acc
Thr

agc
Ser

tac
Tyr

agc
Ser

tge
Cys

gag
Glu

cct
Pro
255

aag
Lys

gtg
val

gac
Asp

tac
Tyr

gac
Asp
335

cte
Leu

cgg
Arg

aag
Lys

gac
Asp

aag
Lys
415

gty
Val

aac
Asn

cce
Pro
240

gaa
Glu

gac
Asp

gac
Asp

ggc
Giy

aac
Asn
320

tgg
Trp

cca
Pro

gaa
Glu

aac
Asn

atc
Ile
400

acc
Thr

624

672

120

768

Ble

864

912

260

1008

1056

1104

1152

1200

1248

SO



acc
Thr

cta
Leu

tec
Ser

tcec
Ser
465

cct
Pro

acc
Thr

gtg
Val
450

ctg
Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ceo
Pro

gtg
val
435

atg
Met

tct
Ser

gtg
Val
420

gac
Asp

cat
His

ccce
Pro

ctg
Leu

aag
Lys

gag
Glu

ggc
Gly

gac
Asp

agec
Ser

get
Ala

aaa
Lys
470

SEQ ID NO: 53
Longitud: 470
FRT
Organismo: Secuencia artificial

Tipo:

Caracteristica:

Otra infermacidn:

Secuencia:

53

Met Lys His Leu Trp Phe

1

Val

Pro

Asn

Gly

65

Tyr

Lys

Leu

Gly

Asp
50

Trp

Ala

Asn

Ser

Gly

35

Tyr

Val

Glu

Ser

Glu

20

Ser

Phe

Ala

Ser

Leu
100

5

val

Leu

Met

Gln

Leu

85

Tyx

Gln

Arg

Asn

Ile

70

Glu

Leu

tce
Ser

agg
Arg

ctg
Leu
455

gac
Asp

tag
Trp
440

cac
His

ggc
Gly
425

caqg
Gln

aac
Asn

tce
Ser

cag
Gln

cac
His

tte ttc
Phe Phe

ggc aac
Gly Asn

tac acc
Tyr Thr
460

Construccibdn sintética

Phe

Leu

Leu

Trp

53

Arg

Gly

Gln

Leu

Val

Ser

40

Val

Asn

Arg

Met

Leu

Glu

25

Cys

Arg

Lys

Val

Ser
105

Leu

10

Ser

Ala

Gln

Ile

Thr

a0

Ser

Val Ala

Gly Gly

Ala Ser

Ala Pro

60

Tyr Thr
75

Ile Ser

Leu Arg

ctc
Leu

gtc
Val
445

cag
Gln

Ala

Gly

Gly

45

Glu

Tyr

Arg

Ala

tac
Tyr
430

ttc
Phe

aag
Lys

Pro

Leu

30

Phe

Lys

Ala

Asp

Glu
110

age
Ser

tca
Ser

agc
Ser

Arq

15

Val

Asn

Gly

Thr

Asn

95

Asp

aag
Lys

tgc
Cys

ctc
Leu

Trp

Gln

Phe

Leu

FPhe

80

Ala

Thr

1296

1344

1392

1410

377






Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys
420 425 430

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: 54

<211> Longitud: 1410

<212> Tipo: ADN

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacién: h#32A1-T3H

«220> Caracteristica:
<221> HNombre/Clave: CDS
«222> Ubicacién: {1)..(1410)

<400> Secuencia: 534

atg aaa cac ctg tgg tte ttc ctc ctg ctg gtg gca gect ccc aga tgg
Met Lyg His Leu Trp Phe Fhe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp
1 ) 10 15

48

5/3



gtg
Val

cct
Pro

aac
Asn

gag
Glu
65

tac
Tyr

gag

. Glu

gece
Ala

tac
Tyr

ggc
Gly
145

ggc
Gly

Vai
. a

tte
Phe

gtg
Val

gtg
Val

ctg
Leu

ggc
Gly

gac
Asp
50

tgyg
Trp

gcc
Ala

tce
Ser

gtg
Val

tagg
Trp

130

cca
Pro

aca
Thr

acc
Thr

cce
Pro

acc
Thr
210

aat
Asn

agc
Ser

ggc
Gly
35

tac
Tyr

gtg
Val

gag
Glu

agc
Ser

tac
Tyr
115

ggc
Gly

agc
Ser

gcc
Ala

gtg
Val

gct
Ala
195

gtg
Val

cac
His

gag
Glu
20

tee
Ser

ttc
Phe

gcc
Ala

agc
Ser

gtg
Val
100

tac
Tyr

cag
Gln

gte
val

gce
Ala

agc
Ser
180

gte
Val

cce
Pro

aag
Lys

gtg
Val

ctyg
Leu

atg
Met

cag
Gln

ctt
Leu
a5

tac
Tyr

tgt
Cys

ggc
Gly

tte
Phe

ctyg
Leu
165

tag
Trp

ctg
Leu

tce
Ser

ceo
Pro

cag
Gln

aga

aac
Asn

atc
Ile
70

gag
Glu

ctt
Leu

acc
Thr

ace
Thr

cce
Pro
150

ggc
Gly

aac
Asn

cag
Gln

agce
Ser

agc
Ser

ate
Ile

ctt
Leu

tag
Trp
55

aga

ggc
Gly

cag
Gln

aga
Arg

ctg
Leu
135

ctg
Leu

tgc
Cys

tca
Ser

tce
Ser

agc
Ser
215

aac
Asn

gtg
Val

agc
Ser
40

gtg
Val

aac
Asn

aga
Arg

atg
Met

age
Ser
120

gtg
Val

gca
Ala

ctg
Leu

ggc
Gly

tca
Ser
200

ttg
Leu

acc
Thr

gag
Glu
25

tgt
Cys

aga
Arg

aag
Lys

gtg
Val

tce
Ser
105

ctt
Leu

acc
Thr

cec
Pro

gtc
Val

gce
Ala
i85

gga
Gly

gac
Gly

aag
Lys

agc
Ser

gcc
Ala

cag
Gln

atc
Ile

aco
Thr
o0

age
Ser

acc
Thr

gtg
Val

tece
Ser

aag
Lys
170

ctg
Leu

ctc
Leu

ace
Thr

gtg
Val

ggc
Gly

acc
Thr

gcc
Ala

tac
Tyr
1)

atc
Ile

ctg
Leu

ggc
Gly

agc
Ser

tee
Ser
155

gac

Asp

ace
Thr

tac
Tyr

cag
Gln

gac
Bsp

ggc
Gly

tce
Ser

cct
Pro
60

ace
Thr

tcco
Ser

aga
Arg

ggc
Gly

tca
Ser
140

aag
Lys

tac
Tyr

agc
Ser

tec
Ser

acc
Thr
220

aag
Lys

gga
Gly

ggc
Gly
45

gag
Glu

tac
Tyr

aga
Arg

gcc
Ala

gac
Asp
125

gcc
Ala

agc
Ser

tte
Phe

ggc
Gly

cte
Leu
205

tac

Tyr

aga
Arg

ctt
Leu
30

tte
Phe

aag
Lys

gcc
Ala

gac
Asp

gag
Glu
110

tac
Tyr

tcc
Ser

acc
Thr

coe
Pro

gtg
Val
190

agc

Ser

atc
Ile

gtt
Val

gtg
Val

aac
Asn

ggc
Gly

acc
Thr

gac
Asp
95

gac
Asp

tte
Phe

acc
Thr

tct
Ser

gaa
Glu
175

cac

His

age
Ser

tgc
Cys

gag
Glu

cag
Gln

ttc
Phe

ctyg
Leu

tte
Fhe
80

agc
Ser

acc
Thr

gac
Asp

aag
Lys

ggc
Gly
160

cce
Pro

acc
Thr

gtg
Val

aac
Asn

cce
Pro

96

144

192

240

268

336

384

432

480

528

5376

624

672

720

Z/c/



225

aaa
Lys

cte
Leu

ace
Thr

gtg
Val

gtg
Val
305

agc

Ser

ctg
Leu

gce
Ala

cca
Pro

cag
Gln
385

gcc
Ala

acc
Thr

cte
Leu

tce

tet
Ser

ctg
Leu

ctc
Leu

age
Ser
290

gag
Glu

acg
Thr

aat
Asn

cce
Pro

cag
Gln
370

gtc
Val

gtg
Val

cct
Pro

acc
Thr

gtg

tgt
Cys

999
Gly

atg
Met
275

cac
His

gtg
Val

tac
Tyr

ggc
Gly

atc
Ile
BES

gtg
Val

agc
Ser

gag
Glu

cce
Bro

gtg
Val
435

atg

gac
Asp

gga
Gly
260

atc
Ile

gaa
Glu

cat
Hisa

cgg
Arg

aaqg
Lys
340

gag
Glu

tac
Tyr

ctg
Leu

tgg
Trp

gtg
Val
420

gac
Asp

cat

daa
Lys
245

cce
Pro

tce
Ser

gac
Asp

aat
Asn

gtg
Val
325

gag
Glu

dda
Lys

acc
Thr

acc
Thr

gag
Glu
405

ctg
Leu

aag
Lys

gag

230

act
Thr

tca
Ser

cgg
Arg

cct
Pro

gcc
Ala
310

gtc
Val

tac
Tyr

acc
Thr

ctqg
Leu

tgc
Cys
380

agc
Ser

gac
Asp

agc
Ser

gct

cac
His

gtc
val

ace
Thr

gag
Glu
295

aag

Lys

agc
Ser

aag
Lys

atc
Ile

cce
Pro
375

ctg
Leu

aat
Asn

teco
Ser

agy
Arg

ctyg

aca
Thr

tte
Phe

cct
Pro
2B0

gtc
Val

aca
Thr

gtc
Val

tgc
Cys

tee
Ser
360

cca

Bro

gte
vVal

gge
Gly

gac
Asp

tgg
Trp
440

cac

tgc
Cys

cte
Leu
265

gag
Glu

aag
Lys

aag
Lys

ctc
Leu

aag
Lys
345

ddd

Lys

tce
Ser

aaa
Lys

cag
Gln

gac
Gly
425

cag
Gln

aac

cca
Pro
250

ttc
Phe

gtc
Val

tte
Fhe

(oTale
Pro

ace
Thr
330

gtc
Val

gee
Ala

cgg
Arg

ggc
Gly

cce
Pro
410

tce
Ser

cag
Gln

cac

235

cce
Pro

cce
Pro

aca
Thr

aac
Asn

cgg
Arg
315

gtc
Val

tcc
Ser

aaa
Lys

gag
Glu

tte
Phe
395

gag
Glu

ttc
Phe

ggc
Gly

tac

tgc
Cys

cca
Pro

tgc
Cys

tgg
Trp
300

gag
Glu

ctg
Leu

aac
Asn

ggc
Gly

gayg
Glu
380

tat
Tyr

aac
Asn

ttc
Phe

aac
Asn

ace

cca
Pro

aaa
Lys

gtg
Val
285

tac
Tyr

gag
Glu

cac
His

aaa
Lys

cag
Gln
365

atg
Met

cco
Pro

aac
Asn

cte
Lau

gtc
Val
445

cag

gca
Ala

cce
Pro
270

gtg
val

gtg
Val

cag
Gln

cag
Gln

gce
Ala
350

cco

Pro

acc
Thr

agc
Ser

tac
Tyr

tac
Tyr
430

ttec
Phe

aag

cct
Pro
255

aaq
Lys

gtg
Val

gac
Asp

tac
Tyr

gac
Asp
335

(eictel

Leu

cgq
Arg

aag
Lys

gac
Asp

aag
Lys
415

age
Ser

tca
Ser

agc

240

gaa
Glu

gac
Asp

gac
Asp

ggc
Gly

aac
Asn
320

tgg
Trp

cca
Pro

gaa
Glu

aac
Asn

atec
Ile
400

ace
Thr

aag
Lys

tgc
Cys

cte

768

Bl6

B64

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

o

/)



465

<210>
<211>
<212>

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu
450

455 460

tece ctg tct ccoc gge aaa
Ser Leu Ser Proc Gly Lys

470

SEQ ID NO: 55
Longitud: 470
Tipo: PRT

1

"' Val

Pro
Asn
Glu
65

Tyr
"' Glu
Ala
Tyr

Gly

<213>

<220>
<223>

<400>

Leu

Gly

Asp

50

Trp

Rla

Ser

Val

Trp
130

Pro

Ser

Gly

35

Tyr

Val

Glu

Ser

Tyr

115

Gly

Ser

Secuencia:

Glu

20

Ser

Phe

Ala

Ser

Val
100

Tyx

Gln

Val

5

Val

Leu

Met

Gln

Leu

85

Tyr

Cys

Gly

Phe

55

Caracteristica:
Otra informacidn:

Met Lys His Leu Trp Phe

Gln

Arg

Asn

Ile

70

Glu

Leu

Thr

Thr

Pro

Organismo: Secuencia artificial

Construccidén sintética

Phe

Ile

Leu

Trp

55

Arg

Gly

Gln

Arg

Leu

135

Leu

Leu

Val

Ser

40

Val

Asn

Arg

Met

Ser

120

Val

Ala

Leu

Glu

25

Cys

Arg

Lys

Val

Ser

105

Leu

Thr

Pro

Leu

10

Ser

Ala

Gln

Ile

Thr

90

Ser

Thr

Val

Ser

Val

Gly

Thr

Ala

Tyr

S

1le

Leu

Gly

Ser

Sar

Ala

Gly

Ser

Pro

60

Thr

Ser

Arg

Gly

Ser

140

Lys

Ala

Gly

Gly

Glu

Tyr

Arg

Ala

ASp

125

Bla

Ser

Pro

Leu

30

Phe

Lys

Ala

Asp

Glu

110

Tyr

Ser

Thr

Arg

13

Val

Asn

Gly

Thr

Asp

Asp

Phe

Thr

Ser

Trp

Gln

Fhe

Leu

Phe

80

Ser

Thr

Asp

Lys

Gly

1410

/6




Lys

Leu

Thr

Val

Val

305

Ser

Leu

Ala

Ser

Leu

Leu

Ser

250

Glu

Thr

Asn

Pro

Cys

Gly

Met

275

His

val

Tyr

Ile
355

Asp

Gly

260

Ile

Glu

His

Arg

Lys

340

Glu

Lys

245

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

325

Glu

Lys

Thr

Ser

Axrg

Pro

Ala

310

Yal

Tyr

Thr

His

val

Thr

Glu

295

Lys

Ser

Lys

Ile

Thr

Phe

Pro

280

Val

Thr

Val

Cys

Ser
360

Cys

Leu

265

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

345

Lys

Pro

250

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

330

Val

Ala

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

315

Val

Ser

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

300

Glu

Leu

Asn

Gly

Pro

Lys

Val

285

Tyr

Glu

His

Lys

Gln
365

Ala

Pro

2170

Val

Val

Gln

Gin

Ala

350

Pro

Pro

255

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

335

Leu

Arg

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

320

Trp

Pro

Glu

Z(9




Pro Gln
370

Gln Val
385

Ala Val

Thr Pro

Leu Thr

Ser Val
450

Ser Leu
465

<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

Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg
375

Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly
390

Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro
405 410

Proc Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser
420 425

val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln
435 440

Met His Glu Ala Leu His Asn His
455

Ser Pro Gly Lys
470

SEQ ID NO: 56

Longitud: 1410

Tipo: ADN

Organismo: Secuencia artificial

Caracteristica:
Otra informacién: h#32A1-TSH

Caracteristica:
Nombre/Clave: CDS
Ubicacién: {1)..{1410)

Secuencia: 56

cac ctg tgg ttec ttec cte ctg ctg

His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu
5 10

agc gag gtg cag gtg gtg gag agc
Ser Glu Val Gln Val Val Glu Ser
20 25

ggc tecec ctg aga ctt agc tgt geocco
Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
35 40

tac tte atg aac tgg gtg aga cag

Glu

Ehe
395

Glu

Phe

Gly

Tyr

gtg
Val

ggc
Gly

acc
Thr

gcc

Glu
380

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
460

gca
Ala

ggc
Gly

tce
Ser

cct

Met

Pro

Asn

Leu

Val
445

Gln

gct
Ala

gga
Gly

ggce
Gly
45

ggc

Thr

Ser

Tyr

Tyr
430

Phe

Lys

coo
Pro

ctt
Leu
30

12ice)
Phe

aaq

Lys

Asp

Lys

415

Ser

Ser

Ser

ggc

Asn

Ile
400

Thr

Lys

Cys

Leu

tgg
Trp

cag
Gln

tte
Phe

ctg

48

96

144

192

1y



Asn

gag
Glu
65

tac
Tyr

aag
Lys

gcee
Bla

tac
Tyr

ggc
Gly
145

ggc
Gly

gtg
Val

ttc
Phe

gtg
Val

gtg
Val
225

aaa

Lys

ctc
Leu

Asp

tgg
Trp

gcc
hla

tce
Ser

gtg
Val

tag
Trp
130

cca
Pro

aca
Thr

ace
Thr

cce
Pro

acc
Thr
210

aat
Asn

tct
Ser

ctg
Leu

Tyr

gtg
Val

gag
Glu

acc
Thr

tac
Tyr
115

ggc
Gly

age
Ser

gcc
Ala

gtg
Val

gct
Ala
195

gtg
Val

cac
His

tgt
Cys

ggg
Gly

Phe

gco
Alg

age
Ser

gty
val
100

tac
Tyr

cag
Gln

gtc
Val

gcc
Ala

agc
sSer
180

gtc
Val

coo
Pro

aag
Lys

gac
Asp

gda
Gly
260

Met

cag
Gln

ctt
Leu
a5

tac
Tyr

tgt
Cys

ggc
Gly

tte
Phe

ctg
Leu
165

tag
Trp

ctg
Leu

tre
Ser

cce
Pro

aaa
Lys
245

cce
Pro

Asn

atc
Ile
70

gag
Glu

ctt
Leu

ace
Thr

acc
Thr

cec
Pro
130

ggc
Gly

aac
Asn

cag
Gln

agc
Ser

agc
Ser
230

act
Thr

tca
Ser

Trp
55

aga
Arg

ggc
Gly

cag
Gln

aga
Arg

ctg
Leu
135

ctg
Leu

tgc
Cys

tca
Ser

tcc
Ser

agc
Ser
215

aac
Asn

cac
His

gtc
vVal

Val

aac
Asn

aga
Arg

atg
Met

age
Ser
120

gtg
Val

gca
Ala

ctyg
Leu

ggc
Gly

tca
Ser
200

ttg

Leu

acc
Thr

aca
Thr

ttc
Phe

Arg

aag
Lys

ttc
Phe

aac
Asn
105

ctt
Leu

ace
Thr

cec
Pro

gtc
Val

gce
Ala
185

gga
Gly

ggc
Giy

aag
Lys

tgc
Cys

ctc
Leu
265

Gln

atc
1le

ace
Thr
80

tec
Ser

acc
Thr

gtg
Val

tce
Ser

aag
Lys
170

ctyg
Leu

ctc
Leu

acc
Thr

gtg
Val

cca
Pro
250

tte
Phe

bla

tac
Tyr
75

ate
Ile

ctg
Leu

ggc
Gly

age
Ser

tce
Ser
155

gac
Asp

acc
Thr

tac
Tyr

cag
Gln

gac
Asp
235

cec
Pro

cce
Pro

Pro
60

acc
Thr

tcec
Ser

aga
Arg

ggc
Gly

tca
Ser
140

aag
Lys

tac
Tyr

agce
Ser

tece
Ser

acc
Thr
220

aag

Lys

tgc
Cys

cca
Pro

Gly

tac
Tyr

aga
Arg

gocc
2la

gac
Asp
125

gcc

age
Ser

tte
Phe

ggc
Gly

ctc
Leu
2056

tac

Tyr

aga
Arg

cca
Pro

aaa
Lys

Lys

gcc
Ala

gac
Asp

gag
Glu
110

tac
Tyr

tec
Ser

acc
Thr

cce
Pro

gtg
Val
190

agc
Ser

ate
Ile

gtt
Val

gca
Ala

cee
Pro
2170

Gly

acc
Thr

aac
Asn
85

gac
Asp

tte
Phe

ace
Thr

fet
Ser

gaa
Glu
7S]

cac
His

agc
Ser

tgc
Cys

gag
Glu

cct
Pro
255

aag
Lys

Leu

ttc
Phe
80

agc
Ser

acc
Thr

gac
Asp

aag
Lys

ggc
Gly
160

GCC
Pro

acc
Thr

gtg
Val

aac
Asn

ccc
Pro
240

gaa
Glu

gac
Asp

240

298

336

384

432

480

528

376

624

672

720

768

8le

205




Leu

tece
Ser

&
Ser
465

<210> SEQ ID ND: 57
<211> Longitud:

Thr

gtg
Val
450

ctg
Leu

Val
435

atg
Met

tet
Ser

Asp

cat
Bis

cce
Bro

Lys

gag
Glu

age
Gly

Ser

get
Ala

aaa
Lys
470

470

Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys
440 445

ctg cac aac cac tac ace cag aag agc ctc
Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu
455 460

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1410

228




<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

Tipo: PRT
Organismo: Secuencia artificial

Secuencia:

57

Caracteristica:
Otra informacién:

Met Lys His Leu Trp Phe

1

Val

Pro

Glu

63

Tyr

Lys

Ala

Tyr

Gly

145

Gly

Val

Leu

Gly

Asp
50

Trp

Ala

Ser

Val

Trp

130

Pro

Thr

Thr

Ser

Gly

Tyr

Val

Glu

Thr

Tyr

115

Gly

Ser

Ala

Val

Glu

20

Ser

Phe

Ala

Ser

Val

100

Tyr

Gln

Val

&la

Ser
180

5

Val

Leu

Met

Gln

Leu

85

Tyr

Cys

Gly

Phe

Leu

165

Trp

Gln

Arg

Asn

Ile

70

Glu

Leu

Thr

Thr

Pro

150

Asn

Construccidn sintética

Phe

Val

Leu

Trp

Arg

Gly

Arg

Leu

135

Leu

Cys

Ser

Leu

Val

Ser

40

val

Asn

Arg

Met

Ser

120

Val

Ala

Leu

Gly

Leu

Glu

25

Cys

Arg

Lys

Fhe

Asn

105

Leu

Thr

Pro

Val

Ala
185

Leu
10

Ser

Gln

Tle

Thr

20

Ser

Thr

Val

Ser

Lys

170

Leu

Val Ala

Gly Gly

Thr Ser

Ala Pro
60

Tyr Thr
75

Ile Ser

Leu Arg

Gly Gly

Ser Ser

140

Ser Lys
153

Asp Tyr

Thr Ser

Ala

Gly

Gly

45

Gly

Tyr

Arg

Ala

Asp

125

Ala

Ser

Phe

Gly

Pro

Leu

30

Phe

Lys

Ala

Asp

Giu

110

Tyr

Ser

Thr

Pro

Val
130

Arg

15

Val

Asn

Gly

Thr

Asn

a5

Asp

Phe

Thr

Ser

Glu

175

His

Trp

Gln

Phe

Leu

Phe

80

Ser

Thr

Asp

Lys

Gly

180

Pro

Thr

3




S22




Thr Pro Pro Val Leu Asp
420

Leu Thr Val Asp Lys Ser
435

Ser Val Met His Glu Ala
450

Ser Leu Ser Pro Gly Lys
465 470

<210> SEQ ID NO: SB
<211> Longitud: 1410
<212> Tipo: ADN

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys

425

430

Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys

440

445

Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu

455

<€213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:

<223> ©Otra informacidn:

<220>» Caracteristica:

h#32A1-T6H

<221> Nombre/Clave: CDS
<222> Ubicacién: {1)..{1410)

<430> BSecuencia: 58
atg aaa cac ctg tgg tte
Met Lys His Leu Trp Phe
1 5

gtg ctg agc gag gtg cag
val Leu Ser Glu Val Gln
20

cct ggoc gge tec ctg aga
Pro Gly Gly Ser Leu Axg
35

aac gac tac ttc atg aac
Asn Asp Tyr Phe Met Asn
50

gag tgg gtg gcc cag atce
Glu Trp Val Ala Gln Ile
65 70

tac gcc gag age ctt gag
Tyr Ala Glu Ser Leu Glu
85

tte
Phe

gtg
Val

ctt
Leu

tgg
Trp
a5

aga

Arg

ggc
Gly

ctc
Leu

gtq
Val

agc
Ser
40

gtg
Val

aac
Asn

aga
Arg

ctg
Leu

gag
Glu
25

tgt
Cys

aga
Arg

aag
Lys

gtg
Val

ctg
Leu
10

agc
Ser

gce
Ala

caqg
Gln

atc
Ile

ace
Thr
a0

gtg
Val

ggc
Gly

ace
Thr

gee
Ala

tac
Tyr
75

atc
Ile

460

gca
Bla

ggc
Gly

teoe
Ser

cct
Pro
60

ace
Thr

tce
Ser

gct
Ala

gga
Gly

ggc
Gly
45

gag
Glu

tac
Tyr

aga
Arg

cee
Pro

ctt
Leu
30

ttc
FPhe

aag
Lys

gcc
Ala

gac
Asp

aga
Arqg

gtg
val

aac
Asn

ggc
Gly

acc
Thr

aac
Asn
a5

tag
Trp

cag
Gln

tte
Phe

ctg
Leu

tte
Phe
B0

agc
Ser

48

96

144

152

240

288

523



aag
Lys

gcc
Ala

tac
Tyr

gge
Gly
145

ggc
Gly

gtg
Val

e
Phe

gtg
Val

gtg
Val
225

aaa

Lys

ctc
Leu

acc
Thr

gtg
val

gtg
Val

HeE
Ser

gtg
Val

tag
Trp
130

cca
Pro

aca
Thr

acce
Thr

cee
Pro

acce
Thr
210

aat
Asn

tct
Ser

ctyg
Leu

cte
Leu

agc
Ser
290

gag
Glu

acc
Thr

tac
Tyr
115

ggc
Gly

agc
Ser

gce
Ala

gtg
Val

gct
Ala
195

gtg
Val

cac
His

tgt
Cys

999
Gly

atg
Met
275

cac

His

gtg
Val

gtg
Val
100

tac
Tyr

cag
Gln

gtc
Val

gee
Ala

age
Ser
180

gtc
Val

ccc
Pre

aag
Lys

gac
Asp

gga
Gly
260

atc
Ila

gaa
Glu

cat
His

tac
Tyr

tgt
Cys

ggc
Gly

tte
Phe

ctg
Leu
165

tgg
Trp

ctg
Leu

tce
Ser

EEE
Pro

aaa
Lys
245

cce
Pro

tce
Ser

gac
Asp

aat
Asn

ctt
Leu

acc
Thr

acc
Thr

cce
Pro
150

ggc
Gly

aac
Asn

cag
Gln

agc
Ser

agc
Ser
230

act
Thr

tca
Ser

cggq
Arg

cct
Pro

gcc
Ala

cag
Gln

aga
Arg

ctt
Leu
135

ctg
Leu

tgc
Cys

tca
Ser

tee
Ser

agec
Ser
215

aacg
Asn

cac
His

gtec
Val

acc
Thr

gag
Glu
295

aag
Lys

atg
Met

agc
Ser
120

gtg
Val

gca
Ala

cty
Leu

gqc
Gly

tca
Ser
200

ttg
Leu

acc
Thr

aca
Thr

tte
Phe

cct
Pro
280

gte
Val

aca
Thr

tce
Ser
105

ctt
Leu

aca
Thr

cee
Pro

gtc
Val

gcc
Ala
185

aga
Gly

ggc
Gly

aag
Lys

helefel
Cys

ctc
Leu
265

gag
Glu

aag
Lys

aag
Lys

agc
Ser

ace
Thr

gtg
Val

tec
Ser

aag
Lys
170

ctg
Leu

cte
Leu

acc
Thr

gtg
Val

cca
Pro
250

tte
Phe

gtc
Val

tte
Phe

CEC
Pro

ot
Leu

ggc
Gly

agce
Ser

tece
Ser
155

gac
Asp

ace
Thr

tac
Tyxr

cag
Gln

gac
Asp
235

cce
Pro

ccc
Pro

aca
Thr

aac
AsSn

£gg
Arg

aga
Arg

ggc
Gly

tca
Ser
140

aag
Lys

tac
Tyr

age
Ser

tce
Sex

acce
Thr
220

aag
Lys

tgc
Cys

cca
Pro

tgc
Cys

tag
Tre
300

gag
Glu

gcc
Ala

gac
Asp
125

gcco
Ala

agc
Ser

tte
Phe

ggc
Gly

cte
Leu
205

tac
Tyr

aga
Arg

cca
Pro

aaa
Lys

gtg
Val

285
tac

Tyr

gag
Glu

gag
Glu
110

tac
Tyr

tece
Ser

acc
Thr

ccc
Pro

gtg
Val
190

age
Ser

atc
Ile

gtt
Val

gca
Ala

ccc
Pro
270

gtg
Val

gtg
Val

cag
Gln

gac
Asp

tte
Phe

acc
Thr

tct
Ser

gaa
Glu
175

cac
His

age
Ser

tgec
Cys

gag
Glu

cct
Pro
255

aag

Lys

gtg
Val

gac
Asp

tac
Tyr

acc
Thr

gac
Asp

aag
Lys

ggc
Gly
160

cec
Pro

acc
Thr

gtg
Val

aac
Asn

cce
Pro
240

gaa

Glu

gac
Asp

gac
Asp

ggc
Gly

aac
Asn

338

384

432

480

528

576

624

672

720

768

Ble

864

912

960

224



305

age
Ser

ctg
Leu

geo
Ala

cca
Pro

cag
Gln
385

gec
Ala

acce
Thr

ctc
Leu

tce
Ser

tce
Ser
465

acg
Thr

aat
Asn

cce
Pro

cag
Gln
370

gtc
Val

gtg
Val

cct
Pro

ace
Thr

gtg
vVal
450

ctg
Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

tac
Tyr

gac
Gly

atc
Ile
55

gtg
val

agc
Ser

gag
Glu

cee
Ero

gtg
Val

435

atg
Met

tct
Ser

cgg
Arg

aag
Lys
340

gag
Glu

tac
Tyr

ctg
Leu

tgg
Trp

gtg
val
420

gac
Asp

cat
His

cce
Pro

gtg
Val
325

gag
Glu

aaa
Lys

acc
Thr

acc
Thr

gag
elu
405

ctg
Leu

aag
Lys

gag
Glu

ggc
Gly

SEQ ID NQ: 585
Longitud: 470
Tipo: PRT
Organismo:

Secuencia: 589

310

gtc
Val

tac
Tyr

ace
Thr

cktg
Leu

tgc
Cys
390

agc
Ser

gac
Asp

agc
Ser

gct
Ala

aaa
Lys
470

Caracteristica:
Otra informacién: Construccidn sintética

agc
Ser

aag
Lys

atc
Ile

cee
Pro
375

ctg
Leu

aat
Asn

tcc
Ser

agg
Arg

ctg
Leu
455

gtec
Val

tge
Cys

tec
Ser
360

cca
Pro

gte
Val

ggc
Gly

gac
Asp

tgg
Trp
440

cac
His

ctc
Leu

aag
Lys
345

aaa
Lys3

tce
Ser

aaa
Lys

cag
Gln

ggc
Gly
425

caqg
Gln

aac
Asn

ace
Thr
330

gte
Val

gcc
Ala

cgg
Arg

ggc
Gly

cce
Pro
110

tece
Ser

cag
Gln

cac
His

Secuencia artificial

315

gtc
Val

tece
Ser

aaa
Lys

gag
Glu

ttc
Phe
395

gag
Glu

ttec
Phe

ggc
Gly

tac
Tyr

ctg
Leu

aac
Asn

ggc
Gly

gag
Glu
k1:1v]

tat
Tyr

aac
Asn

tte
Phe

aac
Asn

acc
Thr
460

cac
His

aaa
Lys

cag
Gln
365

atg
Met

S
Pro

aac
Asn

cte
Leu

gtc
val
445

cag
Gln

cag
Gin

gce
Ala
350

ccC
Pro

ace
Thr

age
Ser

tac
Tyr

tac
Tyr
430

ttc
Phe

aag
Lys

gac
Asp
335

cte
Leu

<gg
Arg

aag
Lys

gac
Asp

aag
Lys
415

agc

Ser

tca
Ser

agc
Ser

320

tgg
Trp

cca
Bro

gaa
Glu

aac
Asn

atc
Ile
400

acc

Thr

aag
Lys

tgc
Cys

cte
Leu

Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp

1

5

10

15

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1410

>0




| "' Lys

Ala
Tyr
Gly
145

Gly

‘ . Val

Phe

Val

Val

Ser

val

Trp

130

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr
210

Thr

Tyr

115

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

195

Val

His

Val

100

Tyr

Gln

Val

Ala

Ser

180

val

Pro

Lys

Tyr

Cys

Gly

Phe

Leu

185

Trp

Leu

Ser

Pro

Leu

Thr

Thr

Pro

150

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

Gln

Arg

Leu

135

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

215

Asn

Met

Ser

120

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

200

Leu

Thr

Ser

105

Leu

Thr

Pro

Val

Ala

185

Gly

Gly

Lys

Ser

Thr

Val

Ser

Lys

170

Leu

Leu

Thr

Val

Leu

Gly

Ser

Ser

155

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

Arg

Gly

Ser

140

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

220

Lys

Ala

Asp

125

Ser

Phe

Gly

Leu

205

Tyr

Arg

val

Asn

Gly

Thr

Asn

85

Glu Asp
110

Tyr Phe

Ser Thr

Thr Ser

Pro Glu

175

Val His

190

Ser Ser

Ile Cys

Val Glu

Gln

Fhe

Leu

Phe

8&

Ser

Thr

Asp

Lys

Gly

160

Ero

Thr

Val

Asn

Pro

226



Leu

Ala

Pro

Gln

385

Ala

Thr

Leu

Asn

Pro

Gln

3170

Val

val

Pro

Thr

Gly

Ile

355

Val

Ser

Glu

Pro

Val
435

Lys

340

Tyr

Leu

Trp

Val

420

Asp

325

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

405

Leu

Lys

Tyr

Thr

Leu

Cys

390

Ser

Asp

Ser

Lys

Ile

Pro

375

Leu

Asn

Ser

Arg

Cys

Ser

360

Pro

Val

Gly

Asp

Trp
440

Lys

345

Lys

Ser

Lys

Gin

Gly

425

Gln

330

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

410

Ser

Gln

Ser

Lys

Glu

Phe

395

Glu

Phe

Gly

Aszn

Gly

Glu

380

Tyxr

Asn

Phe

Asn

Lys

Gln

3eb

Met

Pro

Bsn

Leu

Val
445

335

Ala Leu
350

BPro Arg

Thr Lys

Ser Asp

Tyr Lys
415

Tyr Sex
430

Phe Ser

Pro

Glu

Asn

Ile

400

Thr

Lys

Cys



Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu

450

Ser Leu
465

<210>
<211>
<212>
<213>»

220>
<223>

<220>
<221>
<222>

<400>
. atg gtg
Met Val

1

ggc gca
Gly Ala

Val Ser

gtg acc
Val Thr
50

455

Ser Pro Gly Lys
470

SEQ ID NO: 60
Longitud: 714
Tipo: ADN

Organisme: Secuencia artificial

Caracteristica;

Otra informacién: h#3221-

Caracteristica:
Nombre/Clave: CDS
Dbicacidén: (1}..(714]

Secuencia: 60

ctg cag acc cag gtg ttc

Leu Gln Thr Gln Val Phe
5

tat ggc gac atc gtg atg
Tyr Gly Asp Ile Val Met
20

gtg tec ctg ggc gag aga gcc acce

Leu Gly Glu Arg Ala Thr
35 40

atc tce gge tac agec tte
Ile Ser Gly Tyr Ser Phe
35

gge cag cct cct aag ctt ctg atc
Gly Gln Pro Pro Lys Leu Len Ile

70

. ggc gtg cct goe aga tte tec ggce

Gly Val

Pro Ala Arg Phe Ser Gly
85

ctg acc atc agec tcc ctt cag gec

Leu Thr

cag cag
Gln Gln

Ile Ser Ser Leu Gln Ala
100

agc aga aag tecc cct tgg
Ser Arg Lys Ser Pro Trp
115 120

gag atc aag cgt acg gtg gcc gec

TlL

atc
lle

acc
Thr
25

ate

Ile

ate
Ile

tac
Tyr

agc
Ser

gag
Glu
105

acc
Thr

ccc

tee
Ser
10

cag
Gln

aac
Asn

cac
His

aga
Arg

ggc
Gly

gac
Asp

tte
Phe

tece

ctg
Leu

age
Ser

tgt
Cys

tgg
Tzp

gee
Ala
75

tece
Ser

gtg
Val

ggc
Gly

gtg

480

ctg
Leu

cct
Bro

aga
Arg

tac
Tyr
60

tcc
Ser

ggc
Gly

gcc
Ala

ggc
Gly

tte

ctg
Leu

gac
Asp

gcc
Ala
45

cag

Gln

aac
Asn

acc
Thr

gtg
Val

ggc
Gly
125

atc

tgg
Trp

tee
Ser
30

tce

Ser

cag
Gln

ctt
Len

gac
Asp

tac
Tyr
110

acc
Thr

tte

atc
Ile
185

ctt

Leu

cag
Gln

aag
Lys

gec
Ala

ttec
Phe
95

tac
Tyr

aag
Lys

cCce

Ltee
Ser

gec
Ala

agc
Ser

cct
Pro

age
Ser
80

acc
Thr

tgt
Cys

gtg
Val

ccc

48

96

144

192

240

288

336

384

432



Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro
130 135 140

tee gac gag cag ctg aag tcc ggc ace gec tec gtg gtg tge ctg ctg 480
Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu
145 150 155 160

aat aac tte tac ccc aga gag gcc aag gtg cag tgg aag gtg gac aac 528
Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn
165 170 175

gce ctg cag tec ggg aac tcc cag gag agc gtg acc gag cag gac agc 576
ARla lLeu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser
180 185 190

aag gac agc acc tac agc ctg agc agec acc ctg acc ctg agec aaa gcc 624
Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala
195 200 205

gac tac gag aag cac aag gtg tac gcc tge gag gtg acc cac cag ggc 672
Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly
210 215 2290

. ctg agc tec cce gte acc aag age ttc aac agg ggg gag tgt 714
Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
225 230 235

<210> SEQ ID NO: 61

<211> Longitud: 238

<212>» Tipo: PRT

<213» Qrganismo: Secuencia artificial

<220>» Caracteristica:
<223» Qtra informacidén: Construccidn sintética

<400> Secuencia: 61
Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe Ile Ser Leu Leu Leu Trp Ile Ser
1 5 10 15

. Gly Ala Tyr Gly Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala
20 25 30

Val Ser Leu Gly Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Arg Ala Ser Gln Sex
35 40 45

Val Thr Ile Ser Gly Tyr Ser Phe Ile His Trp Tyr Gln Gln Lya Pro
50 55 60

Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Arg Ala Ser Asn Leu Ala Ser

225



65

Gly Val

Leu Thr

Gln Gln

Glu Ile
130

Ser Asp
145

Asn Asn

Ala Leu

Lys Asp

Asp Tyr
210

Leu Ser
225

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
222>

Prc

Ile

Ser

115

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

195

Glu

Ser

Rla

Ser

100

Arg

Axrg

Gln

Tyr

Ser

1B0O

Thr

Lys

Pro

Arg

Ser

Lys

Thr

Leu

Pro

165

Gly

Tyr

His

Val

SEQ ID NO: 62
Longitud: 714
Tipo: ADN

Organiamo: Secuencia

70

Phe

Leu

Ser

Val

Lys

150

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
230

Caracteristica:
Otra informacidn:

Caracteristica:
Nembre/Clave: CDS
Ubicacidn:

Ser

Gln

Pro

Bla

135

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

215

Lys

Gly

Ala

Trp

120

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

200

Tyr

Ser

Ser

Glu

105

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

185

Ser

Ala

Phe

Gly

a0

Asp

Phe

Ser

Ala

Val

170

Ser

Thr

Cys

Asn

artificial

h#32A1-T2L

(1}..{714)

75

Ser

Val

Gly

Val

Ser

155

Gln

val

Leu

Glu

Arg
235

Gly

Ala

Gly

Phe

140

Val

Trp

Thr

Thr

Val

220

Gly

Thr

Val

Gly

125

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

205

Thr

Glu

Asp

Tyr

110

Thr

Fhe

Cys

Val

Gln

190

Ser

His

Cys

Fhe

85

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

175

Asp

Lys

Gln

80

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

160

Asn

Ser

Ala

Gly

320



e T RITIRY

<400>
atg gtg ctg cag acc cag
Met Val Leu Gln Thr Gln

1

ggc
Gly

gtg
Val

gtg
Val

ggc
Gly
63

ggc
Gly

ctg
Leu

cag
Gln

gag
Glu

tce
Ser
145

aat
Asn

gec
Ala

aag
Lys

gac

gca
Ala

tcc
Ser

acec
Thr
50

cag

Gln

gtg
Val

acc
Thr

cag
Gln

atc
ile
130

gac
Asp

aac
Asn

ctg
Leu

gac
Asp

tac

tat
Tyr

ctg
Leu
35

atc
Ile

cct
Pro

cct
Pro

atc
1le

agc
Ser
115

aag

Lys

gag
Glu

ttc
Phe

cag
Gln

agc
Ser
195

gag

Secuencia;

ggc
Gly
20

gg<
Gly

tece
Ser

cct
Pro

gcc
Ala

agc
Ser
100

aga

Arg

cgt
Arg

cag
Gln

tac
Tyr

teceo
Ser
180

acc
Thr

aag

5
gac

Asp

gag
Glu

ggc
Gly

aga
Arg

aga
Arg

tece
Ser

aag
Lys

acg
Thr

ctg
Leu

ccc
Pro
165

ggg
Gly

tac
Tyr

cac

62

atc
Iile

aga
Arg

tac
Tyr

ctt
Leu
70

tte
Phe

ctt
Leu

tcc
Ser

gty
Val

aag
Lys
150

aga
Arg

aac
Asn

agc
Ser

aag

gtg
Val

gtg
Val

gcc
Ala

agc
Ser
55

ctg

Leu

tce
Ser

cag
Gln

cct
Pro

gcc
Ala
135

tce
Ser

gag
Glu

tcc
Ser

ctg
Leu

gty

ttc
Phe

atg
Met

ace
Thr
4Q

ttc
Phe

atc
Ile

ggc
Gly

gcc
Ala

tgg
Trp
120

gcc

Ala

gygc
Gly

gce
Ala

cag
Gln

age
Ser
200

tac

ate
Ile

acc
Thr
25

atc
Ile

atc
Ile

tac
Tyr

agc
Ser

gag
Glu
105

acc

Thr

ele)
Pro

acc
Thr

aag
Lys

gaqg
Glu
183

agc
Ser

gce

tce
Ser
10

cag
Gin

age
Ser

cac
His

aga
Arg

ggc
Gly
90

gac

Asp

tte
Phe

tece
Ser

gcc
Ala

gtg
Val
170

agc
Ser

acc
Thr

tgc

ctg
Leu

agc
Ser

tgt
Cys

tgg
Trp

gcc
Ala
75

tce

Ser

gtg
Val

gcc
Rla

gty
val

tce
Ser
155

cag
Gln

gtg
Val

ctg
Leu

gag

ctg
Leu

cct
Pro

aga
Arg

tac
Tyr
60

tece

Ser

gg<
Gly

gce
Ala

ggc
Gly

tte
Phe
140

gtg
Val

tgg
Trp

acc
Thr

acec
Thr

gtg

ctg
Leu

gac
Asp

gce
Ala
45

cag
Gln

aac
Asn

ace
Thr

gtg
Val

ggc
Gly
125

atc
Ile

gtg
Val

aag
Lys

gag
Glu

ctg
Leu
205

acc

tgg
Trp

tce
Ser
30

tcc
Ser

cag
Gln

ctt
Leun

gac
Asp

tac
Tyxr
110

aco

Thr

ttc
Phe

tgc
Cys

gtg
Val

cag
Gln
1380

agce
Ser

cac

atc
Ile
15

ctt
Leu

cag
Gln

aag
Lys

gcc
Ala

tte
Phe
95

ttc
Phe

aag
Lys

CEE
Pro

ctg
Leu

gac
Asp
175

gac
Asp

aaa
Lys

cag

tce
Ser

gce
Ala

agc
Ser

cct
Pro

age
Ser
BO

acc

Thr

tgt
Cys

gtg
Val

cce
Pro

ctg
Leu
160

aac
Asn

agc
Ser

gcec
Ala

ggc

48

96

144

192

240

288

33e

394

432

480

528

576

624

672



Asp Tyr Glu Lys His Lys Val

210

215

ctg agc tcc ccc gtc acc aag
Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys

225

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>»

<400>

SEQ ID NO: €3
Longitud: 238
Tipo: PRT

230

Organismo: Secuencia

Caracteristica:
Otra informacién: Construccidén sintética

Secuencia:

63

Met Val Leu Gln Thr Gln

1

Gly Ala

Val Ser

Val Thr
50

Gly Gln
65

Gly Val

Leu Thr

Gln Gln

Glu Ile

130

Ser Asp

Tyr

Leu

35

Ile

Pro

Pro

Ile

Ser

115

Lys

Glu

Gly

Gly

Ser

Pro

Ala

Ser

100

Arg

Arg

Gln

5

Asp

Glu

Gly

Arg

Arg

85

Ser

Lys

Thxr

Leu

Ile

Arg

Tyr

Len

70

Phe

Leu

Ser

Val

Lys

Val

Val

Ala

Ser

55

Leu

Ser

Gln

Pro

Ala

135

Ser

Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly
220

agc ttc aac agg ggg
Ser Phe Asn Arg Gly

artificial

Phe

Meat

Thr

40

Phe

Ile

Gly

Bla

Trp

120

Ala

Gly

Ile

Thr

253

Ile

Ile

Tyr

Ser

Glu

105

Thr

Pro

Thr

Ser

10

Gln

Ser

His

Arg

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

235

Leu

Ser

Cys

Trp

Ala

/3

Ser

Val

Ala

Val

Ser

Leu

Pro

Arg

Tyr

60

Ser

Gly

Ala

Gly

Phe

140

Val

gag
Glu

Leu

Asp

Ala

45

Gin

Thr

Val

Gly

125

Ile

Val

tgt
Cya

Trp

Ser

e

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyxr

110

™hr

Phe

Cys

Ile

15

Leu

Gln

Lys

Ala

Phe

85

Phe

Lys

Bro

Leu

Ser

Ala

Ser

Pro

Ser

80

Thr

Cys

Val

Bro

Leu

7224

714



145

Asn Asn

Ala Leu

Lys Asp

Asp Tyr
210

Leu Ser
225

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

220>
221>
222>

<400>
atg gtg
Met Val
1

150

Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val
165 170

Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser
180 185

Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr
195 200

Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys
215

Ser Pro Val Thr Lys Ser Fhe Asn
230

SEQ ID NO: €4

Longitud: 714

Tipo: ADN

Organismo: Secuencia artificial

Caracteristica:
Otra informacién: h#32A1-T3L

Caracteristica:
Nombre/Clave: CDS
Ubicacidén: (1)..(714:

Secuencia: 64

ctg cag acec cag gtg ttec atc tcc

Leu Gln Thr Gln Val Phe Ile Ser
5 10

ggc gca tat ggc gac ate gtg ctt acc cag

Gly Ala

gtg tcc
Val Ser

Tyr Gly Asp Ile Val Leu Thr Gln
20 25

¢ctg ggc gag aga gcc acc atc age
Leu Gly Glu Arg Ala Thr Ile Ser
35 40

gtg acc atc tecc ggc tac age ttc ate cac
Yal Thr Ile Ser Gly Tyr Ser Phe Ile His

50

ggc cag

55

cag cct aga ctt ctg atc tac aga

Gly Gln Gin Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Arg

155

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
235

ctg
Leu

agc
Ser

tgt
Cys

tgg
Trp

gce
Ala

Trp

Thr

Thr

Val
220

Giy

ctg
Leu

cct
Pro

aga
Arg

tac
Tyr
60

tce
Ser

Lys

Glu

Leu
205

Thr

Glu

ctg
Leu

gac
Asp

gcc
Ala
45

cag
Gln

aac
Ban

Val

Gln
190

Ser

His

Cys

tgg
Trp

tce
Ser
30

tece

Ser

cag
Gln

ctt
Leu

Asp
175

Asp

Lys

Gln

atc
Ile
15

ctt

Leu

cag
Gln

aag
Lys

gcc
Ala

160

Bsn

Ser

Ala

Gly

tce
Ser

gce
Ala

agce
Ser

cct
Pro

agec
Ser

48

96

144

182

240

233




65

ggc
Gly

ctg
Leu

cag
Gln

gag
Glu

tec
Ser
145

aat
‘.’ Asn

gce
Ala

aag
Lys

gac
Asp

ctqg
Leu
225

atc
Ile

acc
Thr

cag
Gln

atc
Ile
130

gac
Asp

aac
Asn

ctyg
Leu

gac
Asp

tac
Tyr
210

agc
Ser

. <210>

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

cct gce
Pro RAla

atc agc
Ile Ser
100

agc aga
Ser Arg
115

aag cgt
Lys Arg

gag cag
Glu Gln

ttc tac
Phe Tyr

cag tcc
Gln Ser
180

agc acc
Ser Thr
195

gag aag
Glu Lys

tcec cecco
Ser Pro

SEQ ID NO
Longitud:
Tipo: PRT

aga
Arg
85

tce
Ser

aag
Lys

acg
Thr

ctg
Leun

EEE
Pro
16%

999
Gly

tac
Tyr

cac
His

gte
Val

: 65
238

70

ttc
Phe

ctt
Leu

tce
Ser

gta
Val

aag
Lys
150

aga
Arg

aac
Asn

agc
Ser

aag
Lys

acc
Thr
230

e
Ser

cag
Gln

cct
Pro

gec
ala
135

tece
Ser

gag
Glu

tece
Ser

ctg
Leu

gtg
Val
215

aag
Lys

Organismo: Secuencia

Caracteristica:
Otra informacién: Construccién sintética

Secuencia

¢ 65

ggc
Gly

gce
Ala

tag
Trp
120

gcc
Ala

ggc
Gly

gcc
Ala

cag
Gln

age
Ser
200

tac

Tyr

agce
Ser

agc
Ser

gag
Glu
105

acc
Thr

cce
Pro

acc
Thr

aag
Lys

gag
Glu
185

agc

Ser

gcc
Ala

tte
Phe

ggc
Gly
80

gac
Asp

ttc
Phe

tce
Ser

gecc
Ala

gtg
Val
170

agc
Ser

acc
Thr

tgc
Cys

aac
Asn

artificial

75

tce
Ser

gty
Val

gce
Ala

gtg
Val

tce
Ser
155

cag

Gln

gty
Val

ctg
Leu

gag
Glu

agg

235

ggc
Gly

gce
Ala

ggc
Gly

tte
Phe
14Q

gtg
Val

tgg
Trp

acc
Thx

acc
Thr

gtg
Val
220

9499
Gly

ace
Thr

acc
Thr

ggc
Gly
125

atc
Ile

gtg
Val

aaqg
Lys

gag
Glu

ctyg
Leu
205

acc

Thr

gag
Glu

gac
Asp

tac
Tyr
110

ace
Thr

ttc
Fhe

tgc
Cys

gtg
Val

cag
Gln
150

age

Ser

cac
His

tgt
Cys

ttec
Phe
05

ttc
Phe

aag
Lys

ccc
Pro

ctg
Leu

gac
Asp
175

gac
Asp

aaa
Lys

cag
Gln

BO

acce
Thr

tgt
Cys

gtg
Val

cce
Pro

ctg
Leu
160

aac
Asn

aqce
Ser

gce
Ala

ggc
Gly

Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe Ile Ser Leu Leu Leu Trp Ile Ser

1

5

10

i85

288

336

384

432

480

228

576

624

672

714

234



Gly

Val

Val

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

145

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu

Ala

Ser

Thr

50

Gln

Ile

Thr

Gln

Ile

130

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

210

Ser

Tyr

Leu

35

Ile

Gln

Pro

Ile

Ser

115

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

195

Glu

Ser

Gly

20

Gly

Ser

Pro

Bla

Ser

100

Arg

Arg

Gln

Tyr

Ser

180

Thr

Lys

Pro

Asp

Glu

Gly

Arg

Arg

Ser

Lys

Thr

Leu

Pro

165

Gly

Tyr

His

Val

ile

Arg

Tyr

Leu

70

Phe

Leu

Ser

Val

Lys

150

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr

Val

Ala

Ser

55

Leun

Ser

Gln

Pro

Ala

135

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

215

Lys

Leu

Thr

40

Phe

Ile

Gly

Ala

Trp

120

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

200

Tyr

Ser

Thr Gln
25

Ile Ser

Ile His

Tyr Arg

Ser Gly

a0

Glu Asp
105

Thr Phe

Fro Ser

Thr Ala

Lys Val

170

Glu Ser

185

Ser Thr

Ala Cys

Phe Asn

Ser

Cys

Trp

Ala

7)5]

Ser

val

Rla

Val

Ser

155

Gln

Val

Leu

Glu

Arg

Pro

Arg

Tyr

60

Ser

Gly

Ala

Gly

Pha

140

Val

Trp

Thr

Thr

Val

220

Gly

Asp

Ala

45

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly

125

Ile

Val

Lys

Leu
205

Thr

Glu

Ser

30

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

110

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

180

Ser

His

Cys

Leu

Gln

Lys

Ala

Phe

95

Phe

Lys

Ero

Leun

Asp

175

Asp

Lys

Gln

Ala

Ser

Pro

Ser

BO

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

160

Asn

Ser

Ala

Gly

221



225

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
222>

<400>
atg gtg ctg cag acc cag

Met
1

ggc
Gly

tce
Ser

acc
Thr

cag
Gln
65

ate
Ile

ace
Thr

cag
Gln

ate
Ile

gac
Asp

Val

gea
Ala

ctg
Leu

ate
Ile
50

cag
Gln

cct
Pro

atc
Ile

agc
Ser

aag
Lys
130

gay
Glu

Leu

tat
Tyr

ggc
Gly

tcc
Ser

et
Pro

gcce
Ala

agc
Ser

aga
Arg
115

cgt
Arg

cag
Gln

Secuencia:

Gln

ggc
Gly
20

gag
Glu

ggc
Gly

aga
Arg

aga
Arg

tcc
Serx
100

aag

Lys

acg
Thr

ctg
Leu

Thr
5

gac
Asp

aga
Arg

tac
Tyr

ctt
Leu

tte
Phe
85

ctt

Leu

tce
Ser

gtg
Val

aag
Lys

230

SEQ ID NO: 66
Longitud: 711
Tipo: ADN

Organismo: Secuencia artificial

Caracteristica:
Otra informacién: h#3221-T4L

Caracteristica:
Nombre/Clave:
Ubicacién:

CDS
(1)..(711)

66

Gln

atec
Ile

gcc
Ala

agc
Ser

ctg
Leu
70

tece
Ser

cag
Gln

cct
Pro

gce
Ala

tcc
Ser

gtg tte
Val Phe

gtg ctt
Val Leu

acc atc
Thr Ile
40

tte atce
Fhe Ile
55

atc tac
Ile Tyr

ggc agc
Gly Ber

gcc gag
Ala Glu

tgg acc
Trp Thr
120

gcc cec
Ala Pro
135

ggc acc
Gly Thr

atc
Ile

acc
Thr
25

age

Ser

cac
His

aga

ggce
Gly

gac
Asp
105

tte
Ehe

tce
Ser

gce
Ala

tece
Ser
10

cag
Gln

tgt
Cys

tgg
Trp

gcc
Ala

tce
Ser
S0

gty
Val

gce
Ala

gtg
Val

tee
Ser

235

ctg
Leu

agce
Serx

aga
Arg

tac
Tyr

tce
Ser
75

ggc
Gly

gcc
Ala

gyc
Gly

tte
Phe

gtg
Val

ctg
Leu

cct
Pro

gcc
Ala

cag
Gln
60

aac
Azn

ace
Thr

acc
Thr

ggc
Gly

atc
Ile
140

gtg
Val

ctg
Leu

gce
Ala

tce
Ser
45

cag
Gln

ctt
Leu

gac
Asp

tac
Tyr

acc
Thr
125

ttc
Fhe

tgc
Cys

tgg
Trp

ctt
Leu
30

cag
Gln

aag
Lys

gce
Ala

tte
Phe

tte
Fhe
110

aag

Lys

cce
Pro

ctyg
Leu

atc
Ile
)

gEe
Ala

age
Ser

cet
Pro

agc
Ber

acc
Thr
95

tgt
Cys

ctg
Leu

cce
Pro

ctyg
Leu

tce
Ser

gty
Val

gtg
Val

ggc
Gly

ggc
Gly
80

ctg
Leu

cag
Gln

gag
Glu

tec
Ser

aat
Asn

48

96

144

192

240

208

336

384

432

480

22



145

aac ttec
Asn Phe

ctg cag
Leu Gln

gac agc
Asp Ser

tac gag
Tyr Glu
210

agec tce
Ser Ser
225

<210>
<211>
<212>
<213>

220>
223>

<400>

tac
Tyr

tcc
Ser

acc
Thr
195

aag

Lys

cco
Pro

SEQ ID NO: €7
Longitud: 237

ceeo
Pro

ggg
Gly
180

tac

Tyr

cac
His

gtc
Val

aga
Arg
165

aac

Asn

agc
Ser

aag
Lys

ace
Thr

Tipo: PRT
Organismo: Secuencia artificial

150

gag
Glu

tceo
Ser

ctg
Leu

gtg
Val

aag
Lys
230

Caracteristica:

Otra informacién:

Secuencia:

Met Val Leu Gln Thr

1

Gly Ala Tyr Gly

20

Ser Leu Gly Glu

35

Thr Ile Ser Gly

20

Gln Gln Pro Arg

65

Ile Pro Ala Arg

5

Asp

Arg

Tyr

Leu

Phe
85

&7

Gln

Ile

Ala

Ser

Leu

70

Ser

gcc
Ala

cag
Gln

agc
Ser

tac
Tyr
215

agc
Ser

aag
Lys

gag
Glu

age
Ser
200

gcec
Ala

tte
Phe

gtg
Val

agc
Ser
1B5

ace
Thr

tgc
Cys

aac
Asn

cag
Gln
170

gtg
val

ctg
Leu

gag
Glu

agg
Arg

155

tgg

ace
Thr

acc
Thr

gtg
Val

ggg
Gly
235

aag
Lys

gaq
Glu

ctg
Leu

ace
Thr
220

gag
Glu

Construccién sintética

Val

Val

Thr

Phe

55

Ile

Gly

Phe

Leu

Ile

40

Ile

Tyr

Ser

Ile

Thr

25

Ser

Ris

Arg

Gly

Ser

10

Gln

Cys

Trp

Ala

Ser
90

Leu

Ser

Arg

Tyr

Ser

75

Gly

Leu

Pro

Ala

Gln

a0

Asn

Thr

gtg
Val

caqg
Gln

agc
Ser
205

cac
His

tgt
Cys

Leu

Ala

Ser

45

Gln

Leu

Asp

gac
Asp

gac
Asp
190

aaa
Lys

cag
Gln

Trp

Leu

30

Gln

Lys

Ala

Phe

aac
Asn
175

age

Ser

gecc
Ala

ggc
Gly

Ile

15

Ala

Ser

Pro

Ser

Thr
a5

160
gcc

Ala

aaqg
Lys

gac
Asp

ctg
Leu

Ser

val

Val

Gly

Gly

Leu

o28

576

624

672

711

723




Thr Ile

Gln Ser

Ile Lys
130

Asp Glu
145

Asn Phe

Leu Gln

Asp Ser

Tyr Glu
210

Ser Ser
225

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
223>

<220>
<221>
<222>

<400>

Ser Ser Leu Gln Ala
100

Arg Lys Ser Pro Trp
115

Arg Thr Val Ala Ala
135

Gln Leu Lys Ser Gly
150

Tyr Pro Arg Glu Ala
165

Ser Gly Asn Ser Gln
180

Thr Tyr Ser Leu Ser
195

Lys His Lys Val Tyr
215

Pro Val Thr Lys Ser
230

SEQ ID NO: 68
Longitud: 714

Tipc: ADN

Organismo: Secuencia

Caracteristica:

Otra informacién:

Caracteristica:
Nombre/Clave: CDS
Ubicacién: (1)..(714)

Secuencia: o8

Glu

Thr

120

Pro

Thr

Lys

Glua

Ser

200

Ala

Phe

Asp

105

Phe

Ser

Ala

Val

Ser

185

Thr

Cys

Asn

Val

Ala

val

Ser

Gln

170

Val

Leu

Glu

Arg

artificial

h#32A1-T5L

Ala

Gly

Phe

Val

155

Trp

Thr

Thr

Val

Gly
235

Thx

Gly

Ile

140

Val

Lys

Glu

Leu

Thr

220

Glu

Tyr

Thr

125

Phe

Cys

Val

Gln

Ser

205

His

Cya

Phe

110

Lys

Pro

Leu

Asp

Asp

190

Lys

Gln

Cys

Leu

Pro

Leu

Asn

175

Ser

Ala

Gly

Gln

Glu

Ser

Asn

160

Ala

Lys

Agp

Leu

atg gtg ctg cag acc cag gtg ttc atc tece ctg ctg ctg tgg atc tec
Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe Ile Ser Leu Leu Leu Trp Ile Ser

1

5

10

15

25



cag
Gln

gag
Glu

tce
Ser
145

aat
Asn

gece

aag
Lys

gac
Asp

cty
Leu

cag
Gln

atc
Ile
130

gac
Asp

aac
Bsn

ctyg
Lau

gac
Asp

tac
Tyr
210

age
Ser

age
Ser
115

aag
Lys

gag
Glu

ttc
Phe

cag
Gln

age
Ser
195

gag
Glu

tce
Ser

100

aga
Arg

cgt
Arg

cag
Gln

tac
Tyr

teco
Ser
180

acc
Thr

aag
Lys

cce
Pro

aag
Lys

acg
Thr

ctg
Leu

ccc
Pro
165

gga
Gly

tac
Tyr

cac
His

gte
Val

tce
Ser

gtg
Val

aag
Lys
150

aga

Arg

aac
Asn

age
Ser

aag
Lys

acc
Thr

cct
Pro

gcce
Ala
135

tce
Ser

gag
Glu

teco
Ser

ctg
Leu

gtg
Val
215

aag
Lys

tgqg
Trp
120

gcc
Ala

ggc
Gly

gcc
Ala

cag
Gln

agc
Ser
200

tac

Ty

age
Sar

105

acc
Thr

cee
Proc

acc
Thr

aag
Lys

gag
Glu
185

agce

Ser

gce
Ala

ttc
Phe

cag
Gln

aac
Asn

cac
His

aga
Arg

ggc
Gly
90

gac
Asp

ttc
Phe

tce
Ser

gcc
Ala

gtg
Val
170

age
Ser

ace
Thr

tge
Cys

aac
Asn

age
Ser

tgt
Cys

tag
Trp

gcc
Ala
75

tce
Ser

gtg
Val

ggc
Gly

gtg
Val

12(e)e]
Ser
155

cag

Gln

gtg
Val

ctg
Leu

gag
Glu

agg
Arg

cct
Pro

aga
Arg

tac
Tyr
60

tece
Ser

ggc
Gly

gcc
Ala

cag
Gln

tte
Phe
140

gtg
Val

tgg
Trp

acc
Thr

acc
Thr

gty
Val
220

gg99q
Gly

gac
Asp

gcc
Ala
45

caqg
Gin

aac
Asn

acc
Thr

ace
Thr

ggc
Gly
125

atc
Ile

gtg
Val

aag
Lys

gag
Glu

ctg
Leu
205

acc

Thr

gag
Glu

tce
Ser
30

tce
Ser

cag
Gln

ctt
Leu

gac
Asp

tac
Tyr
110

acc
Thr

ttc
Phe

tgc
Cys

gtg
Val

cag
Gln
190

age
Ser

cac
His

tgt
Cys

ctt
Leu

cag
Gln

aag
Lys

gcc
Ala

tte
Phea
35

tac
Tyr

aag
Lys

cce
Pro

ctg
Leu

gac
Asp
175

gac
Asp

aaa
Lys

cag
Gin

gce
Ala

agc
Ser

cct
Pro

agc
Ser
BQ

acc
Thr

tgt
Cys

gtg
Val

cca
Pro

ctyg
Len
160

adac
Asn

agec
Ser

gcc
Ala

ggc
Gly

96

144

192

240

288

336

354

432

480

528

576

624

672

714



225

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Met Val Leu Gln

1

Gly

Val

Val

Gly

65

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

145

Asn

Ala

Ser

Thr

50

Gln

Ile

Thr

Gln

Ile

130

Asp

Asn

Tyr

Leu

B85

Ile

Pro

Pro

Ile

Ser

115

Lys

Glu

Phe

Gly

Gly

Ser

Pro

Ser

100

Arg

Arg

Gln

Tyr

230

SEQ ID NO: &9
Longitud: 238
Tipo: PRT

Organismo: Secuencia artificial

Caracteriatica:
Otra informacidn:

Secuencia: 69

Thr Gln
5

Asp Ile

Glu Arg

Gly Tyr

Lys Leu
70

Arg Phe
85

Ser Leu

Lys Ser

Thr Val

Leu Lys

150

Pro Arqg
165

235

Construccién sintética

Val

Val

Ser
55

Leu

Ser

Gln

Pro

Ala

135

Ser

Glu

Phe

Leu

Thr

40

Phe

Ile

Gly

Bla

Trp

120

Ala

Gly

Ala

Ile

Thr

25

Ile

Ile

Tyr

Ser

Glu

105

Thr

Pro

Thr

Lys

Ser

10

Gln

Asn

Ris

Arg

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

Val
170

Leu

Ser

Cysa

Trp

Ala

75

Ser

val

Gly

val

Ser

155

Gln

Leu

Pro

Arg

Tyr

60

Ser

Gly

Gin

Fhe

140

Val

Trp

Leu Trp

Asp Ser
30

Rla Ser
45

Gln Gln

Agn Leu

Thr Asp

Thr Tyr

110

Gly Thr

125

Ile Phe

Val Cys

Lys Val

Ile

15

Leu

Gln

Lys

Ala

FPhe

95

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp
175

Ser

Ala

Ser

Pro

Ser

a0

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

160

Asn



Ala Leu

Lys Asp

Asp Tyr
210

Leu Ser
225

<210>
<211>
<212>
<213>

220>
<223>

<220>
<221>»
<222»

<400>

atg gtg
Met Val
1

ggc gca
Gly Ala

gtg tcc

Gln Ser Gly Asn Ser
180

Ser Thr Tyr Ser Leu
195

Glu Lys His Lys Val
215

Ser Pro Val Thr Lys
230

SEQ ID NO: 70
Longitud: 714

Tipo: ADN

Organismo: Secuencia

Caracteristica:

Gln Glu Ser

185

Ser Ser Thr

200

Tyr BAla Cys

Ser Phe Asn

artificial

Otra informacién: h#32A1-T6L

Caracteristica:
Nombre/Clave: CDS
Ubicacién: (1)..(714)

Secuencia: 70

ctg cag acc cag gtg

Leu Gln Thr Gln Val
S

tat ggc gac atc gtg
Tyr Gly Asp Ile Val
20

ctg ggc gag aga gcc

Val Ser Leu Gly Glu Arg Ala

35

gtg acc atc tcc gge tac agce
Val Thr Ile Ser Gly Tyr Ser

50

ggc cag
Gly Gln

65

ggc ate
Gly Ile

515

cct cct aga ctg ctg
Pro Fro Arg Leu Leu
70

cct goce aga ttc teo
Pro Ala Arg Phe Ser
B5

tte
Phe

ctt
Leu

acc
Thr
40

ttc
Phe

atec
Ile

ggc
Gly

atc
Ile

ace
Thr
25

atc
Ile

ate
Ile

tac
Tyr

agc
Ser

tee
Ser

10

cag
Gln

agc
Ser

cac
His

aga
Arg

ggc
Gly
90

Val

Leu

Glu

Arg
235

ctg
Leu

agc
Ser

tgt
Cys

tgg
Trp

gec
Ala
75

teo
Ser

Thxr

Thr

Val
220

Gly

ctg
Leu

cct
Pro

aga

tac
TYr
60

tecc

Ser

ggc
Gly

Glu

Leu
205

Thr

Glu

ctg
Leu

gac
Asp

gce
Ala
45

cag
Gln

aac
ASn

acc
Thr

Gln Asp
150

Ser

His

Cys

tgg
Trp

tee
Ser
30

tce

Ser

cag
Gln

ctt
Leu

gac
AsSD

Lys

Gln G

atc
Ile
15

ctt
Leu

cag
Gln

aag
Lys

gcc
Ala

tte
Phe
85

Ser

Ala

tce
Ser

gcc
Ala

agce
Ser

cct
Pro

age
Ser
80

acc
Thr

48

26

144

182

240

2088



ctg
Leu

cag
Gln

gag
Glu

tee
Ser
145

aat
Asn

gcc
Ala

aag
Lys

gac
Asp

ctg
Leu
225

acc
Thr

cag
Gln

atc
Ile
130

gac
Asp

aac
Asn

ctg
Leu

gac
hsp

tac
Tyr
210

agc
Ser

atc
Ile

agc
Ser
115

aag
Lys

gag
Glu

tte
Phe

caq
Gln

age
Ser
195

gag
Giu

tee
Ser

agce
Ser
100

aga
Arg

cgt
Arg

cag
Gln

tac
Tyr

tec
Ser
180

acc
Thr

aag
Lys

cce
Pro

tec
Ser

aag
Lys

acg
Thr

ctyg
Leu

cce
Pro
165

ggg
Gly

tac
Tyr

cac
His

gtc
Val

ctt
Leu

tce
Ser

gtq
val

aag
Lys
150

aga
Arg

aac
A=n

agc
Ser

aag
Lys

acc
Thr
230

cag
Gln

cct
Pro

gcc
Ala
135

tce
Ser

gag
Glu

tce
Ser

ctg
Leu

gtg
Val
215

aag
Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

SEQ ID NO: 71
Longitud: 238

Tipo: PRT

Organismo: Secuencia

Caracteristica:

gcc
Ala

tag
Trp
1290

gcc
Ala

g9gc
Gly

gce
Ala

cag
Gln

age
Ser
200

tac

Tyr

agc
Ser

gag
Giu
105

acc
Thr

cce
Pro

acc
Thr

aaq
Lys

gag
Glu
185

agc

Ser

gce
Ala

ttc
Phe

gac
Asp

tte
Phe

tce
Ser

gce
Ala

gtg
Val
170

age

Ser

ace
Thr

tgc
Cys

aac
Asn

artificial

gtg
val

gce
Ala

gtyg
Val

tec
Ser
155

cag
Gln

gtg
Val

ctqg
Leu

gag
Glu

agg
Arg
235

gcc
Ala

ggc
Gly

ttc
Ehe
14¢

gtg
Val

tgg
Trp

acc
Thr

acc
Thr

gtg
Val
220

9499
Gly

Otra informacién: Construccidn sintética

Secuencia: 71

acc
Thr

gg9¢c
Gly
128

atc
Ile

gtg
Val

aag
Lys

gag
Glu

ctg
Leu
205

acc

Thr

gag
Glu

tac
Tyr
110

acc
Thr

tte
Fhe

tgc
Cys

gtg
Val

cag
Gln
190

agc

Ser

cac
His

tgt
Cys

tte
Phe

aag
Lys

cce
Pro

ctg
Leu

gac
Asp
175

gac
Asp

aaa
Lys

cag
Gln

tgt
Cys

gtg
Val

ccco
Pro

ctg
Leu
160

aac
Asn

agc
Ser

gcc
Ala

ggc
Gly

Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe Ile Ser Leu Leu Leu Trp Ile Ser

1

5

10

15

Gly Ala Tyr Gly Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala

20

25

30

336

384

432

480

528

576

624

672

714

e



Leu Ser Ser Pro Val
225

<210> SEQ ID NO: 72
<211> Longitud; 451

Thr
230

Lys

Ser

Phe

Asn

Arg
235

Gly

Glu

Cys



24y

<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Secuencia artificial

«220» Caracteristica:
<223> Otra informacién: h#32A1-T7H

<400> Secuencia: 72
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 S 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe ARsn Phe Asn Asp Tyr
20 25 30

Phe Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Glu Lys Gly Leu Glu Trp Val
a5 40 45

Ala Gln Ile Arg Asn Lys Ile Tyr Thr Tyr Ala Thr Phe Tyr Ala Glu
50 55 60

Ser Leu Glu Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser
65 70 75 80

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr
B5 90 95

Tyr Cys Ala Arg Ser Leu Thr Gly Gly Asp Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly
100 105 110

Gln Gly Thr Leu Val Thr val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser
115 120 125

Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala
130 135 140

Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val
145 150 155 160

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala
165 170 175

Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val
180 185 150



Glu

His

Arg

305

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

385

Val

Asp

Asn

290

val

Glu

Lys

Thr

Thr

370

Glu

Leu

Pro

2715

val

Tyr

Thr

Leu

355

Cys

Ser

Asp

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

340

Pro

Leu

Asn

Ser

Val

Thr

vVal

Cys

325

Ser

Fro

Val

Gly

Asp
405

Lys

Lys

Leu

310

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

3580

Gly

Phe

Pro

295

Thr

Val

ala

Arg

Gly

375

Pro

Ser

Asn

280

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

360

Phe

Glu

Phe

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

345

Glu

Tyr

Asn

Phe

Tyr

Glu

His

Lys

330

Gln

Met

Pro

Asn

Len
410

Val

Gln

Gln

SHLG)

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

395

Tyr

Asp

Tyr

300

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

380

Lys

Ser

Gly

285

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

365

Ile

Thr

Lys

Val

Ser

Leu

Pro

350

Gln

Ala

Thr

Leu

Glu

Thr

Asn

Pro

335

Gln

Val

Val

Pro

Thr
415

val

Tyr

Gly

320

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

400

Val

22Uy



Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met

420

425

430

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser

Pro Gly
450

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

435

Lys

SEQ ID NO: 73
Longitud:
Tipo: PRT

451

440

Organismo: Secuencia artificial

Caracteristica:

Otra informacién:

Secuencia:

zlu V¥al Gln Leu

1

Ser Leu

Phe Met

Ala Gln
50

Ser Leu
65

Leu Tyr

Tyr Cys

Asn

35

Ile

Glu

Leu

Ala

Gln Gly Thr

115

Leu
20

Trp

Arg

Gly

Arg
100

Leu

Val

5

Ser

Val

Asn

Arg

Met

85

Ser

Val

73

Glu

Cys

Arg

Lys

Yal

70

Asn

Leu

Thr

h#32A1-T8H

Ser

Ala

Ile

55

The

ser

Thr

Yal

Gly

Ala

Ala

40

Tyr

Iie

Leu

Gly

Ser
120

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Ser

Arg

Gly

105

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Arg

Ala
90

Asp

Ala

Leu

Phe

Lys

Ala

Lsp

Glu

Tyr

Ser

Val

Asn

Gly

Thr

60

Asn

Asp

Phe

Thr

445

Gln

Phe

Leu

45

Phe

Thr

Asp

Lys
125

Pro

Asn

3C

Glu

Tyr

Lys

Ala

Tyr

110

Gly

Gly

15

Asp

Trp

ala

Val T

95

Trp

Pro

Gly

Tyr

Val

Glu

Ser

80

Gly

Ser

p i




Arg Val val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly
305 310 315 320

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile
325 330 335

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val
340 345 350

WP



. His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln
435 440

Pro Gly Lys
450

«210> SEQ ID NO: 74

<211> Longitud: 451

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:
<223> 0Otra informacién: h#32A1-TSH

<400> Secuencia: 74
Giu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly
1 5 10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly
20 25

Phe Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Prec Gly
35 40

Ala Gln Ile Arg Asn Lys Ile Tyr Thr Tyr
50 55

Lys

Leu

Phe

Lys

Ala

Ser

Val

Asn

Gly

Thxr
60

Asn

365

ile

Thr

Lys

Cys

Leu
445

Gln

Phe

Leu

45

Phe

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

430

JSer

Pro

Asn

30

Glu

Tyr

Val

Val

Pro

Thr

415

Val

Leu

Gly

15

Asp

Trp

Ala

Ser

Glu

Pro

400

Val

Met

Ser

Gly

Tyr

Val

Giu

Uy



Ser

65

Leu

Tyr

Gln

Val

Ala

145

Ser

Val

Pro

Lys

Asp

225

Gly

Ile

Glu

Leu

Tyr

Cys

Gly

Phe

130

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

210

Lys

Pro

Ser

Asp

Glu

Leu

Ala

Thr

115

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

195

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro
275

Gly

Gln

Arg

100

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

180

Ser

Asn

His

val

Thr

260

Glun

Arg

Met

85

Ser

Val

Ala

Leu

Gly

185

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

245

Pro

Val

Phe

70

Ser

Leu

™hr

Pro

Val

150

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

230

Leu

Lys

Thr

Ser

Thr

Val

Ser

135

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

215

Proc

Fhe

Val

Phe

Ile

Leu

Gly

Ser

120

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

200

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn
280

Ser

Arg

Gly

105

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

185

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys

265

Trp

Arg

Ala

90

Asp

Ser

Fhe

Gly

170

Leu

Tyr

Arg

Pro

Lys

250

Val

Tyr

Asp

15

Glu

Tyr

Ser

Thr

Pro

155

Val

Ser

Ile

Val

Ala

235

Pro

Val

Val

Asn

Asp

Phe

Thr

Ser

140

Glu

His

Ser

Cys

Glu

220

Pro

Lys

val

Asp

Ala

Thr

Asp

Lys

125

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

205

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly
285

Lys

Ala

Tyr

110

Gly

Gly

Val

Fhe

Val

130

Val

Lys

Leu

Thr

Val

270

Val

Azn

Val

95

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

175

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu

255

Glu

Ser

80

Gly

Ser

Ala

Val

160

la

Val

His

Cys

Gly

240

Met

His

Val

72U

3




<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Lys Prc Arg Glu Glu
295

Leu Thr Val Leu His
310

Lys Val Ser Asn Lys
330

Lys Ala Lys Gly Gln
345

Ser Arg Glu Glu Met
360

Lys Gly Phe Tyr Fro
375

Gln Pro Glu Asn Asn
390

Gly Ser Phe Fhe Leu
410

Gln Gln Gly Asn Val
425

Asn His Tyr Thr Gln
440

SEQ ID NO: 75

Longitud: 451

Tipo: PRT

Organismo: Secuencia artificial

Caracteristica:
Otra informacién: h#32al1-T10H

Secuencia: 75

Gln

Gln

S5

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

395

Tyr

Phe

Lys

Tyr

300

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

380

Lys

Ser

Ser

Ser

Asn

Trp

Pro

Glu

Bsn G

365

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
445

Ser

Leu

Ala

Fro

350

Ala

Thr

Leu

Ser

430

Ser

Thr

Asn

Pro

335

Gln

Val

Val

Pro

Thr

415

val

Leu

Tyr

Gly

320

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

400

Wal

Met

Ser

780



Glu

Ser

Phe

Ala

Ser

65

Leu

Tyr

Gln

val

Ala

145

Ser

Val

Pro

Lys

Val

Leu

Met

Gln

50

Leu

Tyr

Cys

Gly

Phe

130

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro
214

Gln

Arg

Asn

35

Ile

Glu

Leu

Ala

Thr

115

Pro

Asn

Gln

Ser

195

Ser

Leu

Leu

20

Trp

Arg

Gly

Gln

Arg

100

Leu

Leu

Cys

Sex

Ser

180

Ser

Asn

Val

Ser

Val

Asn

Arg

Met

85

Ser

Val

Ala

Leu

Gly

1&3

Ser

Leu

Thr

Glu

Cys

Arg

Lys

Val

70

Asn

Leu

Thr

Pro

Val

150

Ala

Gly

Lys

Ser

Ala

Gln

Ile

35

Thr

Ser

Val

Ser

o5

Lys

Leu

Leu

Thr

vVal
215

Gly

Ala

Ala

40

Tyr

Ile

Leu

Gly

Serxr

120

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

200

Asp

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Ser

Arg

Gly

105

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

185

Thr

Lys

Gly

10

Gly

Glu

Tyr

Arg

Alaz

90

Asp

Ala

Ser

Fhe

Gly

170

Leu

Tyr

Arg

Leu

Phe

Lys

Ala

Asp

U5

Glu

Tyr

Ser

Thr

Pro

155

Val

Ser

Ile

Val

val

Asn

Gly

Thr

60

Asn

Asp

Phe

Thr

Ser

140

Giu

His

Ser

Cys

Glu
220

Gln

Phe

Leu

45

Phe

Ala

Thr

As3p

Lys

125

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

205

Pro

Pro

Asn

30

Glu

Tyr

Lys

Ala

Tyr

110

Gly

Gly

Val

Phe

Val

190

val

Lys

Gly

15

Asp

Trp

Ala

Asn

Val

95

Trp

Pro

Thr

Thr

Ero

175

Thr

Asn

Ser

Gly

Tyr

Val

Glu

Ser

80

Gly

Ser

Ala

val

160

Ala

Val

His

Cys

>ST




Asp

225

Gly

Ile

Glu

His

305

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

385

Val

Asp

His

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

250

val

Glu

Lys

Thr

Thr

370

Glu

Leu

Lys

Glu

Thr

Ser

Arg

Pro

275

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

355

Cys

Ser

Asp

Ser

ala

His

Val

Thr

260

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

340

Pro

Leu

Ser

Arg
420

Leu

Thr

FPhe

245

Pro

Val

Thx

Val

Cys

325

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

405

Trp

His

Cys

230

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

310

Lys

Ser

Lys

Glin

390

Gly

Gln

Asn

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

295

Thr

Val

Ala

Arg

Gly

375

Pro

Ser

His

Pro

Pro

Thr

Asn

280

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

360

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr

Cys

Pro

Cys

265

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

345

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

425

Thr

Pro

Lys

250

Val

Tyr

Glu

Bis

Lys

330

Gln

Met

Pro

Asn

Len

410

Val

Gln

Ala

235

Pro

Val

Val

Gln

Gln

31%

Pro

Thr

Ser

Tyr

385

Tyr

Phe

Lys

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr

300

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

380

Lys

Ser

Ser

Ser

Glu

Asp

Asp

Gly

285

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

365

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu

Leu

Thr

Val

270

Val

Ser

Leu

Ala

Pro

350

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

430

Ser

Leu

Leu

255

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

335

Gin

Val

Val

Pro

Thr

415

Val

Leu

Gly

240

Met

His

Val

Tyxr

Gly

320

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

400

Val

Met

Ser

POl




Pro Gly
450

<210>
<211>
<212>
<213>

220>
<223>

<400>
Glu Val
1

Ser Leu

Phe Met

Ala Gln
50

Ser Leu
£5

Leu Tyr

Tyr Cys

Gln Gly

Val Phe

130

Ala Leu
145

435

Lys

SEQ ID NO: 76
Longitud: 451

Tipo: PRT

440

Organismo: Secuencia artificial

Caracteristica:

QOtra informacién: h#32A1-T11H

Secuencia: 76

Gln

Arg

Asn

35

Ile

Glu

Leu

Ala

Thr

115

Pro

Gly

Leu

Leu
20

Trp

Arg

Gly

Gln

Arg

100

Leu

Leu

Cys

Val

5

Ser

Val

Asn

Arg

Met

85

Ser

Val

Ala

Leu

Glu

Cys

Lys

Phe

70

Ser

Leu

Thr

Bro

Val
150

Ser

Ala

Gln

Ile

55

Thr

Ser

Thr

Val

Ser

135

Lys

Gly

Ala

Ala

44

Tyr

Ile

Leu

Gly

Ser

120

Ser

Asp

Gly Gly

Ser

25

Pro

Thr

Ser

Arg

Gly

105

Ser

Lys

Tyr

10

Gly

Glu

Tyr

Arg

Ala

S0

Asp

Ala

Ser

Phe

Leu

Phe

Lys

Ala

Asp

75

Glu

Tyr

Ser

Thr

Bro
155

Val

Asn

Gly

Thr

60

Asp

Phe

Thz

Ser

140

Glu

445

Gin

Phe

Leu

45

Phe

Ala

Thr

Asp

Lys

125

Gly

Pro

Pro

bhsn

30

Glu

Tyr

Lys

Tyr

110

Gly

Gly

Val

Gly

15

Asp

Trp

Bla

Asn

Val

95

Trp

Pro

Thr

Thr

Gly

Tyr

Val

Glu

Ser

80

Tyr

Gly

Ser

Ala

Val
160

383



Ser

Val

Pro

Lys

Asp

223

Gly

Ile

Glu

His

305

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

210

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

290

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

Asn

Gln

Ser

195

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

275

Bla

Val

Tyr

Thr

Leu

355

Cys

Ser

Ser

180

Ser

A3n

His

Val

Thr

2860

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

340

Pro

Leu

Gly

165

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

245

Pro

Val

Thr

Val

Cys

325

Ser

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

230

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

310

Lys

Lys

Ser

Leu

Leu

Thr

Val

215

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

295

Thr

Val

Ala

Arg

Gly

Thr

Tyr

Gln

200

Asp

Fro

Proc

Thr

Asn

280

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

360

Phe

Ser

Ser

185

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys

265

Trp

Glu

Leu

Gly
345

Glu

Tyr

Gly

170

Leu

Tyr

Arg

Pro

Lys

250

Val

Tyr

Glu

His

Lys

330

Gln

Met

Pro

Val

Ser

Ile

Val

Bla

235

Pro

Val

Val

Gln

Gln

315

Ala

Pro

Thr

Ser

His

Ser

Cys

Glu

220

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr

300

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

Thr

val

Asn

205

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

285

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

365

Ile

Phe

Val

190

Val

Lys

Leu

Thr

Val

270

Val

Ser

Leu

Ala

Fro

350

Gln

ala

Pro

175

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu

255

Ser

Glu

Thx

Asn

Pro

335

Gln

Val

Val

Ala

Val

His

Cys

Gly

240

Met

His

Val

Tyr

Gly

320

Ile

Val

Ser

Glu

25y



370 8§15

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn
385 390

Val Leu Asp Ser BEsp Gly Ser Phe Phe Leu
405 410

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val
420 425

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln
435 440

Pro Gly Lys
450

<210> SEQ ID NOC: 77

<211> Longitud: 451

<212> Tipo: FRT

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacidén: h#32AL-T12H

<400> Secuencia: 77
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly
1 5 10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly
20 25

Phe Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly
35 40

Ala Gln Ile Arg Asn Lys Tle Tyr Thr Tyr
50 335

Ser Leu Glu Gly Arg Val Thr Ile Ser Arg
65 70

Leu Tyr Leu Gln Met Ser Ser Leu Arg Ala
85 90

Tyr

395

Tyr

Phe

Lys

Leu

Phe

Lys

Ala

Asp

Glu

380

Lys

Ser

Ser

Ser

Val

Asn

Gly

Thxr

60

Asn

Asp

Thr

Lys

Cys

Leu
445

Gln

Phe

Leu

45

Phe

Thr

Thr

Leu

Ser

430

Ser

Pro

Asn

30

Glu

Tyr

Lys

Ala

Pro

Thr

415

val

Leu

Gly

15

Asp

Trp

Ala

Asn

Val
95

Pro

400

val

Met

Ser

Gly

Tyr

Val

Glu

Ser

80

Tyr

251



Tyr

Gln

Val

Ala

145

Ser

Val

Pro

Lys

Asp

225

Gly

Ile

Glu

His

Arg

Cys

Gly

Phe

130

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

210

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

290

Val

Ala

Thr

115

Fro

Gly

Asn

Gln

Ser

195

Ser

Thr

Ser

Pro
275

Ala

Val

Arg

100

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

180

Ser

Asn

His

Val

Thr

260

Glu

Lys

Ser

Ser

Val

Ala

Leu

Gly

165

Ser

Leu

Thr

Thr

Fhe

245

Pro

Val

Thr

Val

Leu

Thr

Pro

Val

150

Ala

Gly

Gly T

Lys

Cys

230

Leu

Glu

Lys

Leu

Thr

Val

Ser

135

Lys

Leu

Leu

Val

215

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

295

Thr

Gly

Ser

120

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

200

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

280

Arg

Val

Gly

105

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

185

Thr

Lys

Cys

2ro

Cys

265

Trp

Glu

Leu

Asp

&la

Ser

Phe

Gly

170

Leu

Tyr

Arg

Pro

Lys

250

Val

Tyr

Glu

His

Tyr

Ser

Thr

Pro

155

val

Ser

Ile

Val

Ala

235

Pro

Val

Val

Gln

Gln

Phe

Thr

Ser

140

Glu

His

Ser

Cys

Glu

220

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr

300

Asp

Asp

Lys

125

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

205

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

285

Asn

Trp

Tyr

110

Gly

Gly

Val

Phe

Val

15¢

Val

Lys

Leu

Thr

Val

27¢

Val

Ser

Leu

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

175

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu

255

Ser

Glu

Thr

Asn

Gly

Ser

Ala

Val

160

Ala

Val

His

Cys

Gly

240

Met

His

Val

Tyr

Gly

255




305

Lys Glu Tyr

Glu Lys Thr

Tyr Thr Leu

355

Leu Thr Cys

370

Trp Glu Ser

385

Val Leu

Asp Lys

Asp

Ser

His Glu Ala

435

Pro Gly Lys

450

<210>
<21l>
<212>
<213>

<Z220>
<223>

<400>

SEQ ID NO: 78
Longitud: 218
Tipo:

Lys

Ile

340

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

420

Leu

PRT

Cys

325

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

405

Trp

His

310

Lys

Lys

Ser

Lys

zln

390

Gly

Gln

Asn

Val

Ala

Arg

Gly

375

Pro

Ser

Gln

His

Ser

Lys

Gluy

360

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
440

Asn

Gly

345

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

425

Thr

Lys

330

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

410

Val

Gln

Organismo: Secuencia artificial

Caracteristica:
Otra infermacidn: h#32a1-T7L

Secuencia:

78

315

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

395

Tyr

Phe

Lys

Leu

Arg

Lys

Asp

380

Ser

Ser

Ser

Pro

Glu

Asn

365

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
445

Ala

Pro

350

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

430

Ser

Pro

335

Gln

Val

Val

Pro

Thr

415

Val

Leu

320

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

400

Val

Met

Ser

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser lLeu Gly

1

5

10

15

Glu Arg Ala Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Thr Ile Ser

20

25

30

504




Gly Tyr

Lys Leu

50

Arg Phe

Saer Leu

Lys Ser

Thr Val

Leu Lys
i30

Ser

35

Leu

Ser

Gln

Pro

Ala

115

Ser

Pro Arg Glu

145

Gly Asn Ser

Tyr Serxr

His Lys

Val Thr
210

<Z10>
<211>
<212>
<213>

Leu

Val
195

Lys

Phe

Ile

Gly

Ala

Trp

100

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

180

Tyr

Ser

Ile

Tyr

Ser

~

Glu

B5

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

165

Ser

Ala

Phe

His

Arg

Gly

70

Aszp

Phe

Ser

Ala

Val

150

Ser

Thr

Cys

Asn

8EQ ID NO: 79
Longitud: 218
Tipo: PRT
Organismo: Secuencia

Trp

Ala

55

Ser

Val

Gly

Yal

Ser

135

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
215

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gly

Fhe

120

Val

Trp

Thr

Thr

Val

200

Gly

Gln

Asn

Thr

Val

Gly

105

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

185

Thr

Glu

Gln

Leu

Asp

Tyr

20

Thy

Phe

Cys

Val

Gl

170

Ser

His

Cys

artificial

Lys

Ala

Phe

/s

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

155

Asp

Lys

Gln

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

140

Asn

Ser

Ala

Gly

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

125

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
205

Gln

Val

Thr

Gln

Iie

i10

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

190

Ser

Pro

Pro

Ile

Ser

a5

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

175

Glu

Ser

Pro

Bla

Ser

80

Arg

Gln

Tyr

Ser

160

Thr

Lys

Pro

¥




<220> Caracteristica:

€223> OQtra informacién:

<400> Secuencia:

79

Asp Ile Val Met Thr Gin

1

Glu

Gly

Arg

85

Ser

Lys

Thr

Leu

Pro

145

Gly

Tyr

His

Arg

Tyr

Leu

50

Phe

Leu

Ser

Val

Lys

130

Arg

Asn

Ser

Lys

Ala

Ser

35

Leu

Ser

Gln

Pro

Ala

115

Ser

Glu

Ser

Leu

Val
195

Thr

20

Phe

Ile

Gly

Ala

Trp

100

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

180

Tyr

5

Ile

Ile

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

165

Ser

Ala

Asn

His

Arg

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

val

150

Ser

Thr

Cys G

h#32A1-T8L

Ser

Cys

Trp

Ala

35

Ser

Val

Gly

Val

Ser

135

Gln

Val

Leu

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Ala

Gly

Phe

120

Val

Trp

Thr

Thr

val
200

Asp

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Val

Gly

105

Ile

Val

Lysa

Glu

Leu

185

Thr

Ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

80

Thr

Fhe

Cys

Val

Gln

170

Ser

Bis

Leu

Gln

Lys

Ala

Phe

73

Tyr

Lys

Pro

Leu

Rap

155

Asp

Lys

Gln

Ala

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

140

Asn

Ser

Ala

Gly

Val

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

125

Asn

Ala

Lys

Rap

Leu
205

Ser

Thr

30

Gin

Val

Thr

Gln

Ile

116

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

190

Ser

Leu

15

Ile

Pro

Pro

Ile

Ser

85

Lys

Glu

FPhe

Gln

Ser

175

Glu

Ser

Gly

Ser

Pro

Ala

Ser

80

Arg

Arg

Gln

Tyr

Ser

160

Thr

Lys

Pro

355




Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

SEQ ID NO: 80

Longitud: 218
Tipo: PRT

215

Organismo: Secuencia artificial

Caracteristica:

Ctra informacién:

Secuencia:

Asp Ile Val Met

1

Glu Arg

Ala

Gly Tyr Ser

Lys Leu
50

Arg Phe

85

Ser Leu

Lys Ser

Thr Val

Leu Lys
130

S5

Leu

Ser

Gln

Pro

ala

115

Ser

Pro Arg Glu

145

Thr

20

Phe

ile

Gly

Trp

100

Ala

Gly

Ala

Thr

5

Ile

Ile

Tyr

Ser

Thr

Pro

Thr

Lys

B8O

Gln

Asn

His

Arg

Gly

70

Asp

Phe

Ser

Ala

Val
150

h#32A1-T9L

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Val

Gly

Val

Ser

135

GLln

Pro

Arg

Tyr

40

Gly

Ala

Gly

Phe

120

Val

Trp

Agp

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Val

Gly

105

Ile

Val

Lys

Ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Fhe

Cys

Val

Leu

Gln

Lys

Ala

Fhe

75

Fhe

Lys

Pro

Leu

Asp
155

Ala

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Val

Pro

Leu
140

Val

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

125

Asn

Ala

Ser

Thr

30

Gln

Val

Thr

Gln

Ile

110

Asp

Asn

Leu

Leu

L5)

Ile

Pro

Bro

Ile

Ser

95

Lys

Glua

Phe

Gln

Gly

Ser

Pro

Ala

Ser

80

Arg

Arg

Gln

Tyr

Ser
160

Pl e




36 (

Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr
165 170 175

Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
180 185 18¢

Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro
200 205

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215

<210> SEQ ID NO: 81

<211> Longitud: 218

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Secuencia artificial

. <220> Caracteristica:
<223» Otra informacién: h#32A1-T10L

<400> Secuencia: 81
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 Asn Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Thr Ile Ser
20 25 30

Gly Tyr Ser Phe Ile His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro
35 40 45

Lys Leu Leu Ile Tyr Arg Ala Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ala
50 55 60

. Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser

Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Arg
85 80 95

Lys Ser Pro Trp Thr Phe Ala Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
100 105 110



Val Thr
210

<210>
<211>
<212>»
<213>

<220>
<223>

<400>

Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
215

SEQ ID NO: B2

Longitud: 218

Tipo: PRT

Organismo: Secuencia artificial

Caracteristica:
Otra informacién: h#32A1-T11L

Secuencia: 82

Asp Ile Val Met Thr Gin Ser Pro Asp Ser

1

Glu Arg Ala

Gly Tyr Ser
35

Arg Leu Leu
50

Arg Phe Ser

5

Thr Ile Ser Cys
20

Phe Ile His Trp

Ile Tyr Arg Rla
515

Gly Ser Gly Ser

Arg

Tyr

10

Ser

Gly

Ala

25

Gln

Asn

Thr

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Pro

Leu

140

Asn

Ser

Ala

Gly

Leu Ala

Gln Ser

Lys Pro

Ala Ser

60

Phe Thr

Ser

123

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
205

Val

Val

Gly

45

Gly

Leu

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

130

Ser

Ser

Thr

30

Gln

Val

Thr

Glu

Phe

Gln

Ser

175

Glu

Ser

Leu

15

Ile

Pro

Pro

Ile

Gln

Tyr

Ser

160

Thr

Lys

Pro

Gly

Ser

Pro

Ala

Ser

=26 2




65

Ser

Lys

Thr

Leu

Pro

145

Gly

Tyr

His

Val

Leu

Ser

Val

Lys

130

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln Ala

Pro Trp
100

Ala Ala
115

Ser Gly

Glu Ala

Ser Gln

Leu Ser
180

Val Tyr
195

Lys Ser

SEQ ID NO
Longitud:
Tipg: PRT

Glu

85

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

165

Ser

Fhe

+ B3
218

70

Asp

Phe

Sex

Ala

Val

150

Ser

Thr

Cys

Val

Gly

Val

Ser

135

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
215

Ala

Gly

Phe

120

Val

Trp

Thr

Thr

Val

200

Gly

val

Gly

105

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

185

Thr

Glu

Tyr

90

Thx

Fhe

Cys

Val

Gln

170

Ser

His

Cys

Organismo: Secuencia artificial

Caracteristica:

Otra informacién:

Secuencia

A )]

h#32A1-T12L

=

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

LS

Asp

Lys

Gln

Cys

Val

Pro

Leu

140

Asn

Ser

&la

Gly

Gln

Glu

Ser

125

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
205

Gln

Ile

110

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

1%0

Ser

Ser

95

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

175

Glu

Ser

B0

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

5

10

15

Glu Arg Ala Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Thr Ile Ser

20

25

30

26 3



Gly Tyr

Ser Phe

Lys Leu Leu Ile

50

Arg Phe
65

Sexr Gly

Ser Leu Gln Ala

Lys Ser

Thr Val

Leu Lys
130

Pro Arg
145

Pro Trp
100

Ala Ala
115

Ser Gly

Glu Ala

Gly Asn Ser Gln

Tyr Ser

His Lys

Val Thr
210

<210>
<211>
<212>
<213>

Leu Ser
i80

Val Tyr
185

Lys Ser

Ile

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

165

Ser

Ala

Phe

SEQ ID NO: B4

Longitud:
Tipo: PRT

218

His

Arg

Gly

70

Asp

Phe

Ser

Val

150

Ser

Thr

Cys

Asn

Trp

Ala

55

Ser

Val

Gly

Val

Ser

135

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
215

Organismo: Secuencila

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gly

Phe

120

Val

Trp

Thr

Thr

Val

200

Gly

Asn

Thr

Val

Gly

105

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

185

Thr

Glu

Gln

Leu

Asp

Tyr

20

Thr

Phe

Cys

Val

Gin

170

Ser

His

Cys

artificial

Lys

Ala

Phe

75

Phe

Lys

Pro

Leu

Asp

155

Asp

Lys

Gin

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

140

Asn

Ser

Rla

Gly

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

125

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
205

Gln

val

Thr

Gln

lle

110

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

190

Ser

Pro

Pro

Ile

Ser

a5

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

175

Glu

Ser

Pro

Ala

Ser

80

Arg

Arg

Gln

Tyr

Ser

160

Thr

Lys

Pro




<220> Caracteristica:

<223>» Otra informacidn:

<400>

Secuencia:

84

Asp Ile Val Met Thr Gln

1

Glu

Gly

Lys

Arg

65

Ser

Lys

Thr

Tyr

Hig

Arg

Tyr

Leu

50

Phe

Leu

Ser

Val

Lys

130

Arg

Asan

Ser

Lys

Ala

Ser

35

Leu

Ser

Pro

Ala

115

Ser

Glu

Ser

Leu

Val
195

Thr

20

Phe

Ile

Gly

Ala

Trp

1060

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

180

Tyxr

5

Ile

Ile

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

165

Ser

Ala

Ser

His

Arg

Gly

70

Asp

Phe

Ser

Ala

Val

150

Ser

Thr

Cys

h#32A1-T13L

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

val

Ala

Val

Ser

135

Gln

Val

Leu

Glu

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gly

Phe

120

Val

Trp

Thr

Thr

Val
200

Asp

Ala

25

Asn

Thr

Val

Gly

105

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

185

Thr

Ser

1aG

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

20

Thr

Phe

Cys

Val

Gin

170

Ser

His

Leu

Gln

Lys

Ala

Phe

75

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

155

Asp

Lys

Gln

Ala

Sexr

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

140

Asn

Selx

Ala

Gly

Val

Val

Gly

Gly

Leun

Gln

Giu

Ser

125

Asn

Ala

Lys

Asp

Len
205

Ser

Thr

30

Gln

Val

Thr

Gln

Ile

110

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

190

Ser

Leu

15

Ile

Pro

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

175

Glu

Ser

Gly

Ser

Pro

Ala

Ser

80

Arg

Arg

Gln

Ser

160

Thr

Lys

Pro

265




66

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215

«<210> SEQ ID NO: 85

<211> Longitud: 218

«<212> Tipo: ERT

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:
<223> OQtra informacidn: h#32A1-T14L

<400> Secuencia: 85
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Rla Val Ser Leu Gly
1 S 10 15

Glu Arg Ala Thr Ile BAsn Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Thr Ile Ser
20 25 30

Gly Tyr Ser Phe Ile His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro
35 40 45

Arg Leu Leu Ile Tyr Arg Ala Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Rla
50 55 &0

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser
65 70 15 80

Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Phe Cys Gln Gln Sexr Arg
85 80 95

Lys Ser Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
100 105 119

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln
115 120 125

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
130 135 140

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser
145 150 155 160



Gly Asn

Tyr

Ser

His Lys

val

Thr
210

<210>
<21l1>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ser Gln Glu Ser Val

Leu Serx
180

Val Tyr
195

Lys Serx

SEQ ID NO

Tipo: PRT

165

Ser Thr Leu

Phe

: Be
Longitud: 218

Cys

Asn

Glu

Arg
215

Organismo: Secuencia

Caracteristica:
Otra informacidén: h#32A1-T1SL

Secuencia

: B6

Asp Ile Val Met Thr

1

Giun

Gly

Arg

Arg

65

Ser

Lys

Arg

Tyzr

Leu

50

Fhe

Leu

Ser

Ala Thr
20

Ser Phe

35

Ley Ile

Ser Gly

Gln Ala

Pro Trp
100

5

Ile

Ile

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

Gln

Asn

His

Arg

Gly

70

Asp

Phe

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Val

Ala

Thr

Thr

Val

200

Gly

Glu

Leu

185

Thr

Glu

Gln

170

Ser

His

Cys

artificial

Pro

Arg

Tyr

40

Sar

Gly

ala

Gly

Asp

Ala

25

Gln

Asn

Thx

Val

Gly
105

Ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Asp Ser Lys

Lys Ala Asp

Gln Gly Leu

Leu

Gln

Lys

hla

Phe

75

Tyr

Lys

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Val

205

Val

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Asp

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

30

Gln

Val

Thr

Gin

Ile
110

Ser Thr
175

Glu Lys

Ser Pro

Leu Gly
15

Tle Ser

Pro Pro

Pro Ala

Ile Ser
80

Ser Arg
95

Lys Arg

565




Val Thr

210

<210>
<21ll>
<21l2>
<213>

<220>
<223>

<400>

Lys

Ser

Phe Asn

SEQ ID NG: 87

Arg

215

Gly

Glu

Cys

Longitud: 218

Tipo: PRT

Organismo: Secuencia artificial
Caracteristica:
Otra informacién: h#32A1-T16L

Secuencia: 87

Asp Ile Val Met Thr Gln

1

Glu Arg

Gly Tyr

Lys Leu

50

Arg Phe

Ala

Ser

35

Leu

Ser

5

Thr Ile Asn

20

Phe Ile His

Ile Tyr Arg

Gly Ser Gly

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Asp

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Leu

Gln

Lys

Ala

Phe

ala

Ser

Pro

Ser

60

Thz

Val

Val

Gly

45

Gly

Len

Ser

Thr

30

Gin

Val

Thr

Ile

Pro

Pro

Ile

Gly

Ser

Pro

Ala

Ser



265

65 70 75 BC

Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Phe Cys Gln Gln Ser Arg
85 20 a5

Lys Ser Pro Trp Thr Phe Ala Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
100 195 110

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln
115 120 125

Leu Lys Ser Gly Thr ARla Ser val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
130 135 140

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser
145 150 155 160

| . Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr
165 170 175

' Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
180 185 190

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Yal Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro
195 200 205

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
2190 215

<210> SEQ ID NO: 88
<211> Longitud: 218
<212>» Tipo: PRT
. <213> OQrganismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacién: h#32A1-T17L

<4C0> Secuencia: 88
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 Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Thr Ile Ser
20 25 30




Gly Tyr

Arg 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>

Ser

35

Leu

Ser

Gln

Pro

Ala

115

Ser

Glu

Ser

Leu

Val
195

Lys

SEQ ID NO: 89
Longitud: 218

Tipo:

Fhe

Ile

Gly

Ala

Trp

100

Ala

Gly

Gln

Ser

180

Tyxr

Ser

PRT

Ile

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

165

Ser

Ala

Phe

His

Arg

Gly

70

Asp

Phe

Ala

Val

150

Ser

Thr

Cys

Asn

Trp

Ala

55

Ser

Val

Gly

Val

Ser

135

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
215

Organismo: Secuencia

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gly

Phe

120

Val

Trp

Thr

Thr

Val

200

Gly

Gln

Asn

Thr

Val

Gly

105

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

185

Thr

Glu

Gln

Leu

Asp

Tyx

S0

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

170

Ser

His

Cys

artificial

Lys

Ala

Phe

75

Phe

Lys

Pro

Leu

Asp

L)

Asp

Lys

Gln

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

140

Asn

Ser

Ala

Gly

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

125

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
205

Gln

Val

Thr

Gln

Ile

110

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

190

Ser

Proc

Pro

Ile

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

175

Glu

Ser

Pro

ARla

Ser

80

Arg

Arg

Gln

Tyr

Ser

160

Thr

Lys

Pro

Sq0




<220> Caracteristica:

<223> Otra informacidn:

<400> Secuencia: B9

Asp Ile Val Met

1

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

Ala

Ser

35

Leu

Ser

Gln

Pro

Ala

115

Ser

Glu

Ser

Leu

Val
195

Thr

20

Phe

Ile

Gly

Ala

Trp

100

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

180

Tyr

Thr Gln
5

Ile Ser

Ile His

Tyr Arg

Ser Gly
70

Glu Asp
85

Thr Phe

Pro Ser

Thr Ala

Lys Val
150

Glu Ser
165

Ser Thr

Ala Cys

h#32A1-T18L

Ser

Cys

Trp

55

Ser

Val

Ala

Val

Ser

135

Gln

Val

Leu

Giu

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gly

Fhe

120

Val

Thr

Thr

Val
200

Asp

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Val

Gly

105

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

185

Thr

Ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

50

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

170

Ser

His

Leu

Gln

Lys

Ala

Phe

75

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

135

Asp

Lys

Gln

Ala

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

140

Asn

Ser

Ala

Val

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

125

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
205

Ser

Thr

30

Gln

val

Thr

Gln

Ile

110

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

150

Ser

Leu

15

Ile

Pro

Bro

Ile

Ser

95

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

175

Glu

Ser

Gly

Ser

Pro

Ala

Ser

80

Arg

Arg

Gln

Tyr

Ser

160

Thr

Lys

Pro

297



Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

215

SEQ ID NO: 90

Longitud: 218

Tipo: PRT

Organismo: Secuencia artificial

Caracteristica:
Otra informacidn: h#32A1-T19L

Secuencia: 920

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Rla Val Ser Leu Gly

1

Glu Arg

Gly Tyr

Lys Leu
50

Arg Phe
65

Ser Leu

Lys Ser

Thr Val

Leu Lys

130

Pro Arg
145

Ala

Ser

35

Leu

Ser

Gln

Pro

Ala

115

Ser

Glu

Thr

20

Phe

Ile

Gly

hla

Trp

100

Bla

Gly

Ala

5

Ile Ser

Ile His

Tyr Arg

Ser Gly

Glu Asp

85

Thr Phe

Pro Ser

Thr Ala

Lys Val
150

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Val

Ala

Yal

Ser

135

Gln

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gly

Phe

120

Val

Trp

Ala

23

Gln

Asn

Thr

val

Gly

105

Ile

Val

Lys

10

Ser

Leu

Asp

Tyr

20

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

Lys

Ala

Phe

75

Phe

Lys

Pro

Leu

Asp
155

Ser

Pro

Ser

&0

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

140

Asn

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

125

Asn

Ala

Thy

30

Gln

Val

Thr

Gln

Ile

110

Asp

Asn

Leu

15

Ile

Pro

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

Pro

Ala

Ser

80

Arg

Arg

Gln

Tyr

Ser
160



Gly Asn Ser Gln Glu Ser
165

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr
180

His Lys Val Tyr Ala Cys
145

Val Thr Lys Ser Phe Asn

210
<210> SEQ ID NO: 91
<211> Longitud: 218
<212> Tipo: PRT
<213>
<220> Caracteristica:
<223> Otra informacidn:
<400> Secuencia: 91

Agp Ile Val Met Thr Gln
1 5

Glu Arg Rla Thr Ile Asn
20

Gly Tyr Ser Phe Ile His
85

Arg Leu Leu Ile Tyr Arg
50

Arg Phe Ser Gly Ser Gly
65 70

Ser Leu Gln Ala Glu Asp
85

Lys Ser Prec Trp Thr Fhe
100

Val Thr Glu Gln
170

Leu Thr Leu Ser
185

Glu Val Thr His
200

Arg Gly Glu Cys
215

Organismo: Secuencia artifieial

h#32A1-T20L

Ser Pro Asp Ser
10

Cys Arg Ala Ser
25

Trp Tyr Gln Gin
40

Ala Ser Asn Leu
55

Ser Gly Thr Asp

Val Ala Val Tyr
o0

BRla Gly Gly Thr
105

Asp Ser Lys

Lys Ala Asp

Gln Gly Leu
203

Leu Ala Val

Gln Ser Val

Lys Pro Gly
45

Ala Ser Gly
60

Phe Thr Leu
15

Phe Cys Gln

Lys Val Glu

Asp

Tyr

120

Ser

Ser

Thr

30

Gln

val

Thr

Gln

Ile
110

Ser
175

Glu

Ser

Leu

15

Ile

Prc

Pro

Ile

Ser

25

Lys

Thr

Lys

Pro

Gly

Ser

Pro

Ala

Ser

80

Arg

Arg

<73



Thr Val

Leu Lys
130

Pro Arg
145

Gly Asn

Tyr Ser

His Lys

VYal Thr
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu Ile
1

Ala

115

Ser

Glu

Ser

Leu

Val
195

Lys

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

180

Tyr

Ser

Pro Ser

Thr aAla

Lys Val

150

Glu Ser

165

Ser Thr

Ala Cys

Phe Asn

SEQ ID WO: 92
Longitud: 218
Tipo: PRT

QOrganismo: Secuencia

Caracteristica:

Ctra informacién:

Secuencia: 92

Leu

Glu Arg Ala
"' g

Gly Tyr

Arg Leu
50

Arg Phe

Ser
35

Leu

Ser

Met

Thr

20

Phe

Ile

Gly

Thr Gln

5

Leu Ser

Ile His

Tyr Arg

Ser Gly

Val

Ser

135

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
215

Phe

120

Val

Trp

Thr

Thr

Val

200

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

185

Thr

FPhe

Val

Gln

170

Ser

His

Cys

artificial

h#32R1-T21L

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Ala

25

Gln

Thr

Thr

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Pro

Leu

Asp

155

Asp

Lys

Gln

Leu

Gln

Lys

Ala

Fhe

Pro

Leu

140

Asn

Ser

Ala

Gly

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Ser

125

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
205

Leu

Val

Gly

45

Gly

Leu

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

190

Ser

Ser

Thr

30

Gln

Ile

Thr

Glu

Fhe

Gln

Ser

175

Glu

Ser

Pro

115

Ile

Ala

Pro

Ile

Gln

Tyr

Ser

180

Thr

Lys

Pro

Gly

Ser

Pro

Ala

Sexr

P%c(



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>

Glu

Pro

Ala

115

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

195

Lys

Pro

Trp

100

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

180

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

165

Ser

Ala

Phe

SEQ ID NO: 93
Longitud: 218
Tipo: PRT

Organismo: Secuencia

70

Asp

Phe

Ser

Ala

Val

150

Ser

Thr

Cys

Asn

Caracteristica:
Ctra informacidn: h#32R1-T22L

Secuencia: 93

Phe

Gly

Val

Ser

135

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
215

Ala

Gln

Phe

120

Val

Trp

Thx

Thr

Val

200

Gly

Leu

Gly

105

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

185

Thr

Glu

Tyr

20

Thx

Phe

Cys

Val

Gln

170

Ser

His

artificial

75

Tyr

Ly=

Pro

Leu

Asp

155

Asp

Lys

Gln

Cys

val

Pro

Leu

140

Asn

Ser

Ala

Gly

Gin

Glu

S5er

125

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
205

Gin

Ile

110

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

190

Ser

Ser
95

Lys

Phe

Ser
175

Glu

Ser

g0

Arg

Arg

Gln

Tyr

Ser

160

Thr

Lys

Pro

Glu Ile Leu Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1

5

10

15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Thr Ile Ser

20

25

30

22T



Gly Tyr

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>

Ser

35

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

181855

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

185

Lys

SEQ ID NO: 94
Longitud: 218
Tipo:

Fhe

Ile

Gly

Proc

Trp

100

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

180

Tyr

Ser

PRT

Ile

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

165

Ser

Ala

Phe

His

Arg

Gly

70

Asp

Phe

Ser

Ala

Val

150

Ser

Thr

Cys

Asn

Trp

Ala

55

Ser

Phe

Ala

Val

Ser

135

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
215

Organismo: Secuencia

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gln

Phe

120

Val

Trp

Thr

Thr

Val

200

Gly

Gln

Asn

Thr

Leu

Gly

105

Ile

Val

Lys

Leu
185

Thr

Glu

Gln

Leu

Asp

Tyr

80

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

170

Ser

His

Cys

artificial

Lys

Ala

Phe

75

Phe

Pro

Leu

Asp

155

Asp

Lys

Gln

Bro

Ser

€0

Thr

Cys

Val

Bro

Leu

140

Asn

Ser

Ala

Gly

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

125

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
205

Gin

Tle

Thr

Gln

Ile

11¢

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

1390

Ser

Ala

Pro

Ile

Ser

a5

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

175

Glu

Ser

Pro

Ala

Ser

80

Arg

Arg

Gln

Tyr

Ser

160

Thr

Lys

Pre

37C



<220> Caracteristica:
€223>» Otra informacién: h#32B1-T23L

<400> Secuencia:

94

Glu Ile Leu Leu Thr &ln

1

Glu

Gly

Arg

65

Ser

Lys

Thr

Leu

Prxo

145

Gly

Tyr

His

Arg

Tyx

Leu

50

Phe

Leu

Ser

val

Lys

130

Arg

Asn

Ser

Lys

Ala

Ser

35

Leua

Ser

Pro

Ala
115

Ser

Glu

Ser

Leu

Val
185

Thr

20

Phe

Ile

Gly

Pro

Trp

100

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

180

Tyr

2

Leu

Ile

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

165

Ser

Ser

His

Arg

Gly

70

Asp

Phe

Ser

Ala

Val

150

Sex

Thr

Cys

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Phe

Gly

Val

Ser

135

Gln

Val

Leu

Glu

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gln

Ehe

120

Val

Trp

Thr

Thr

Val
200

Ala

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Leu

Gly

105

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

185

Thr

Thr

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

20

Thr

Phe

Cys

Val

Glin

170

Ser

His

Leu

Gln

Lys

Ala

Phe

15

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

155

Asp

Lys

Gin

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

140

Asn

Ser

Ala

Gly

Leu

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

125

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
205

Ser

Thr

30

Eln

Ile

Thr

Gln

Ile

11¢

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

190

Ser

Pro

15

Ile

Ala

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Glu

FPhe

Gin

Ser

175

Glu

Ser

Gly

Ser

Pro

Ala

Ser

80

Arg

Arg

Gln

Tyr

Ser

160

Thr

Lys

Pro

394




Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<400>

Glu Ile Leu Leu

1

Glu Arg

Gly Tyr

50

Arg Phe
65

Ser Leun

Lys Ser

Thr Val

Leu Lys
130

Pro RArg
145

Ala

Ser

2]

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

115

Ser

Glu

Thr

20

Phe

Ile

Gly

Pro

Trp

100

Ala

Gly

Ala

SEQ ID NO: 95
Longitud: 218
Tipo: PRT

Organismo: $Secuencia artificial

Caracteristica:
<223> Otra informacién:

Secuencia: 95

Thr Gln

5

Leu Ser

Ile His

Tyr Arg

Ser Gly

Glu Asp

85

Thr Phe

Pro Ser

Thr Ala

Lys Val
150

215

h#32A1-T24L

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Phe

Gly

Val

Ser
135

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gln

Phe

120

Val

Trp

Ala

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Leun

Gly

105

Ile

Val

Lys

Thr

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Phe

Cys

Val

Leu

Gln

Lys

Ala

Phe

75

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp
155

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Val

Pro

Leun

140

Asn

Leu

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gin

Glu

Ser

125

Asn

Ala

Ser

Thx

30

Gln

Ile

Thr

Gln

Ile

110

Asp

Asn

Leu

Pro

15

Ile

Ala

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Glu

Phe

Gln

Gly

Serx

Preo

Ala

Ser

80

Arqg

Arg

Gln

Tyr

Ser
1460



Gly Asn

Tyr Ser

His Lys

Val Thr
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ser

Leu

Val

195

Lys

Gln

Ser

igo

Tyr

Ser

Asp Ile Leu Leu

1

Glu Arg

Gliy Tyr

Arg Leu
50

Arg Phe
65

Ser Leu

Lys Ser

Ala

Ser

35

Leu

Ser

Glu

Pro

Thr

20

Phe

Ile

Gly

Pro

Trp
100

Glu Ser

165

Zer Thr

Ala Cys

Fhe Asn

SEQ ID NO: 96
Longitud: 218
Tipo: PRT

Organismo: Secuencia

Caracteristica:
Otra informacién:

Secuencia: 96

Thr Gln

5

Leu Ser

Ile His

Tyr Arg

Ser Gly

70

Glu Asp

Thr Phe

Val

Leu

Glu

Arg
215

Thr Glu Gln

170

Thr Leu Ser

185

Val Thr His

200

Gly Glu Cys

artificial

h#32A1-T25L

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Phe

Ala

Pro

Arg

Tyr

40

Serx

Gly

Ala

Gly

Ala

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
105

Thr

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

20

Thr

Asp

Lys

Gln

Leu

Gln

Lys

Ala

Phe

75

Fhe

Lys

Ser

Ala

Gly

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Val

Lys

Asp

Leu
205

Leu

Val

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

Asp

Tyr

1840

Ser

Ser

Thr

30

Gln

Ile

Thr

Gln

Ile
110

Ser
175

Glu

Ser

Pro

iR

Ile

Gln

Pro

Ile

Ser

85

Lys

Thr

Lys

Pro

Gly

Ser

Pro

Ala

Ser

80

Arg

3’?‘17




Val Thr Lys Ser Phe Asn ARrg Gly Glu Cys
210 215

€210>»> SEQ ID NO: 97

<211> Longitud: 14

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Rattus norvegicus

<400> Secuencia: 97

Gln Ile Arg Asn Lys Ile Tyr Thr Tyr Ala Thr Phe Tyr Ala
1 5 10

<210> SEQ ID NC: 98

<211> Longitud: 1398

<212> Tipo: ADN

<213> OQrganismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacidén: h#32A1-H1-1

<220> Caracteristica:
<221> Nombre/Clave: CDS
<222> Ubicacidn: (1}..(1398)

<400> Secuencia: 98
atg aaa cac ctg tgg ttec tte cte ctg ctg gtg gca get ccc aga tgg
Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp

48

&0




gtg
Val

cea
Bro

aat
Asn

gaa
Glu
65

tac

Tyr

aaa
Lys

get
Ala

tac
Tyr

ggc
Gly
145

tece
Sar

gtg
Val

ttc
Phe

gtg
Val

gtg

ctg
Leu

gga
Gly

gat
Asp

tgg
Trp

goc
Ala

aat
Asn

gte
Val

tagg
Trp
130

cct

Bro

acce
Thr

acc
Thr

cct
Pro

ace
Thr
210

gac

agc
Ser

ggc
Gly
35

tat
Tyr

gtec
val

gca
Ala

agt
Ser

tac
Tyr
115

gga
Gly

tce
Ser

gcec
Ala

gtg
Val

gce
Ala
195

gtg
Val

cac

gaa
Glu
20

tct
Ser

ttt
Phe

gee
Ala

tet
Ser

ctg
Leu
100

tac

Tyr

cag
Gln

gtg
Val

gcce
Ala

agc
Ser
180

atg
Val

cct
Pro

aag

gte
Val

ctg
Leu

atg
Met

cag
Gln

gta
Val
a5

tat
Tyr

tgc
Cys

ggc
Gly

tte
Phe

ctt
Leu
165

tgg
Trp

ctg
Leu

agc
Ser

cct

cag
Gln

cgc
Arg

aac
Asn

ate
Iie
70

aag

Lys

ctc
Leu

gee
Ala

ace
Thr

cct
Pro
150

ggc
Gly

aac
Asn

cagq
Gln

teco
Ser

agc

ctt
Leu

ctg
Leu

tgg
Trp

aga
Arqg

999
Gly

caa
Gln

agg
Arg

ctg
Leu
135

ctyg

Leu

tgt
Cys

tcc
Ser

tce
Ser

aac
Asn
215

adc

gtyg
Val

tca
Ser
40

gte
Val

aac
Asn

2gg
Arg

atg
Met

el=o]
Ser
120

gtg
Val

gece
ala

ctyg
Leu

gga
Gly

agce
Ser
200

ttc
Phe

dCccC

gaa
Glu
25

tge
Cys

agg
Arg

aag
Lys

ttt
Phe

aac
Asn
105

ttg

Leu

acg
Thr

cct
Pro

gtg
Val

gce
Ala
185

ggc
Gly

ggc
Gly

aag

10

agec
Ser

gct
Ala

cag
Gln

atc
Ile

aca
Thr
a0

tce

Ser

act
Thr

gtg
val

tgt
Cys

aag
Lys
170

ctt
Leu

ctt
Leu

acc
Thr

gtg

gga
Gly

gce
Ala

get
Ala

tat
Tyr
15

att
Ile

ctc
Leu

ggc
Gly

age
Ser

age
Ser
1555

gac
Asp

acc
Thr

tac
Tyr

caa
Gln

gac

ggg
Gly

agc
Ser

ccg
BEro
60

act
Thr

agt
Ser

cgc
Arg

ggc
Gly

tca
Ser
140

cgt
Arg

tac
Tyr

age
Ser

tce
Ser

acc
Thr
220

aag

gga
Gly

gga
Gly
45

gga
Gly

tac
Tyr

cge
Arg

gca
Ala

gac
Asp
125

gce

Ala

tce
Ser

ttc
Phe

ggc
Gly

ctg
Leu
205

tac
Tyr

acc

cte
Leu
30

ttt
Phea

aaa
Lys

gct
Rla

gac
Asp

gag
Glu
110

tat
Tyr

agc
Ser

acc
Thr

cct
Pro

gtg
Val
190

agc
Ser

acc
Thr

gtg

15

gtt
Val

aat
Asn

ga9g
Gly

aca
Thr

aat
Asn
S5

gat
Asp

ttt
Phe

acc
Thr

agce
Sexr

gag
Glu
175

cac
His

ic{ele]
Ser

tgt
Cys

gag

cag
Gin

tte
Phe

ctg
Leu

ttc
Phe
80

gca

Ala

act
Thr

gat
Asp

aag
Lys

gag
Glu
160

cct
Pro

ace
Thr

gtg
Val

aac
Asn

cgt

96

144

192

240

288

336

384

4132

480

328

576

624

672

720

377



Val
225

aag
Lys

cct
Pro

agc
Ser

gac
Asp

aac
Asn
305

gtg
Val

gag
Glu

aag
Lys

acc
Thr

acce
Thr
385

gag
Glu

ctt
Leu

aag
Lys

Asp

tgt
Cys

tce
Ser

cgt
Arg

EE
Pro
290

gcc
Ala

gtg
Val

tac
Tyr

ace
Thr

ctt
Leu
370

tgt
Cys

tce
Ser

gac
Asp

tece
Ser

His

tgt
Cys

gtg
Val

acc
Thr
275

gag
Glu

aag
Lys

tce
Ser

aag
Lys

atc
Ile
355

cct
Pro

ctg
Leu

aac
Asn

agc
Ser

cgt
Arg
435

Lys

gtg
Val

ttc
Phe
260

cct
Pro

gtg
Val

acc
Thr

gtg
Val

tgt
Cys
340

tce
Ser

cct
Pro

gtg
Val

gga
Gly

gac
Asp
420

tygg
Trp

Pro

gag
Glu
245

ctt
Leu

gag
Glu

cag
Gln

aag
Lys

ctt
Leu
325

aag
Lys

aag
Lys

agc
Ser

aag
Lys

caa
Gln
405

ggc
Gly

Caa
Gln

Ser
230

tgt
Cys

ttc
Phe

gtg
val

tte
Phe

cet
Pro
310

acg
Thx

gtg
Val

acc
Thx

cgt
Arg

ggc
Gly
380

cct
Pro

tece
Ser

caa
Gln

Asn

cct
Pro

cct
Pro

acce
Thr

aac
Asn
295

cgt
Arg

gtg
Val

age
Ser

aag
Lys

gag
Glu
375

ttc
Phe

gag
Glu

tte
Phe

ggc
Gly

Thr

cct
Pro

cct
Pro

tgt
Cya
280

tgg
Trp

gag
Glu

gtg
Val

aac
Asn

ggc
Gly
360

gag
Glu

tac
Tyr

aac
Asn

tte
Phe

aac
Asn
440

Lys

tgt
Cys

aag
Lys
265

gtg
Val

tac
TyT

gag
Glu

cac
His

aag
Lys
345

caa
Gln

atg
Met

cct
Pro

aac
Asn

ctg
Leu
425

gtg
Val

val

cct
Pro
250

cct
Pro

gtg
Val

gtg
Val

caa
Gln

caa
Gln
330

gga
Gly

cct
Pro

acc
Thr

age
Ser

tac
Tyr
410

tac

Tyr

ttc
Phe

Asp
235

gce
Ala

aag
Lys

gtg
Val

gac
Asp

ttec
Phe
31s

gac
Asp

ctt
Leu

cgt
Arg

aag
Lys

gac
Asp
395

aag

Lys

agc
Ser

agc
Ser

Lys

cct
Pro

gac
Asp

gac
Asp

ggc
Gly
300

aac
Asn

tgg
Trp

cct
Pro

gag
Glu

aac
Asn
380

atc
Ile

ace
Thr

aag
Lys

tgt
Cys

Thr

cct
Pro

acc
Thr

gtg
Val
285

gtg
Val

agc
Ser

ctg
Leu

gec
Ala

cct
Pro
365

caa
Gln

gcc
Ala

acc
Thr

ctyg
Leu

tcec
Ser
145

Val

gtg
Val

ctyg
Leu
270

tee
Ser

gag
Glu

ace
Thr

aac
Asn

cct
Pro
350

caa
Gln

gtg
Val

gty
Val

cct
Pro

acc
Thr
430

gtg
Val

Glu

gcc
Ala
255

atg
Met

cac
His

gtg
Val

tte
Phe

ggc
Gly
335

ate
Ile

gtg
Val

tce
Ser

gag
Glu

cct
Pro
415

gtg
Val

atg
Met

Arg
240

gga
Gly

atc
Ile

gag
Glu

cac
His

cgt
Arg
320

aag
Lys

gag
Glu

tac
Tyr

ctt
Leu

tag
Trp
400

atg
Met

gac
Asp

cag
His

768

8le

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

e




gag gcc ctg cac aac cac tac acc caa aag agc ctt tecc ctg agc cct
Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro

450

gda aag
Gly Lys
465

<210>
<21i>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Met Lys
1

Val Leu

Pro Gly

SEQ ID NO: 99
Longitud: 466
Tipo: PRT

455

Organismo: Secuencia artificial

Caracteristica:

Otra informacidn:

Secuencia: 99
His Leu Trp Phe
5

Ser Glu Val Gln
20

Gly Ser Leu Arg
35

Asn Asp Tyr Phe Met Asn

50

Glu Trp

65

Tyr Ala

Lys Asn

Ala Val

Tyr Trp
130

Val Ala Gln Ile
70

Ala Ser Val Lys
BS

Ser Leu Tyr Leu
100

Tyr Tyr Cys Ala
115

Gly Gln Gly Thr

460

Construccién sintética

Phe

Leu

Leu

Trp

55

Arg

Gly

Gln

Arg

Leu
135

Leu

Val

Ser

40

Val

Asn

Arg

Met

Ser

120

Val

Leu

Glu

25

Cys

Arg

Lys

Phe

Asn

105

Leu

Thr

Leu

10

Ser

Ala

Gln

Ile

Thr

20

Ser

Thr

Val

Val

Gly

Ala

Tyr

75

Ile

Leu

Gly

Ser

Ala

Gly

Ser

Pro

60

Thr

Ser

Arg

Gly

Ser
140

Ala

Gly

Gly

Gly

Tyr

Arg

Ala

Asp

125

Ala

Pro

Leu

30

Phe

Lys

Ala

Asp

Glu

11C

Tyr

Ser

Arg

15

Val

Asn

Gly

Thr

Asn

95

Asp

Fhe

Thr

Trp

Gln

Phe

Leu

Phe

80

Ala

Thr

Asp

Lys

1392

1398

353



Gly

145

Ser

Val

Phe

Val

Yal

225

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

305

Val

Glu

Lys

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

210

Asp

Cys

Ser

Arg

Pro

290

Bla

val

Tyr

Thr

Ser

Ala

val

Ala

195

Val

His

Cys

Val

Thr

275

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile
355

Val

Ala

Ser

180

Val

Pro

Lys

Val

Phe

260

Pro

Val

Thr

Val

Cys

340

Ser

Phe

Leu
leb

Trp

Leu

Ser

Pro

Glu

245

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

325

Lys

Lys

Pro

150

Gly

Asn

Gln

Ser

Phe

Val

Phe

Fro

310

Thr

Val

Thr

Leu

Cys

Ser

Asn

215

Asn

Pro

Pro

Thr

Asn

295

Arg

Val

Ser

Lys

Ala

Leu

Ser

200

Phe

Thr

Pro

Pro

Cys

280

Trp

Glu

Val

Asn

Gly
360

Pro

Val

Ala

185

Gly

Gly

Lys

Cys

Lys

265

Val

Tyr

Glu

His

Lys

345

Gln

Cys

Lys

170

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

250

Pro

Val

Val

Gln

Gln

330

Gly

Pro

Ser
55

Asp

Thr

Gin

Asp

235

bla

Lys

Val

Asp

Phe

315

Asp

Leu

Arg

Arg

Tyx

Ser

Ser

Thr

220

Lys

Pro

Asp

Asp

Gly

300

Asn

Trp

Pro

Glu

Ser

Phe

Gly

Len

205

Tyr

Thr

Pro

Thr

Val
285

Val ¢

Ser

Leu

Ala

Pro
365

Thr

Pro

Val

190

Ser

Thr

val

val

Leu

270

Ser

Thr

Asn

Pro

350

Gln

Ser

Glu

175

His

Ser

Cys

Glu

Ala

255

Met

His

Val

Phe

Gly

335

Ile

Val

Glu

160

Pro

Thr

Val

Asn

Arg

240

Gly

Ile

Glu

His

Arg

320

Lys

Glu

Tyr




Thr Leu
370

Thr Cys
385

Glu Ser

Leu Asp

Lys Ser

Glu Ala

450

Gly Lys

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

435

Leu

Pro

Val

Gly

Asp

420

Trp

His

Ser Arg

Lys Gly
390

Gln Pro

405

Gly Ser

Gln Gln

Asn His

Glu

375

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
455

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

440

Thr

Met

Pro

Asn

Leu

425

Val

Gln

Thr

Ser

Tyr

410

Tyr

Phe

Lys

465

<210>
<211>
«212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

<400>

SEQ ID NOQ: 100

Longitud: 1398

Tipo: ADN

Organismo: Secuencia artificial

Caracteristica:

Otra informacién: h#32A1-H5

Caracteristica:
Nombre/Clave: CDS
Ubicacién: {1)..(1398)

Secuencia: 100

atg aaa cac ctg tgg ttc tte ctc ctg ctg
Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu

1

5 10

gtg ctg agc gag gtg cag gtg gtg gag age
Val Leu Ser Glu Val Gln Val Val Glu Ser

20 25

cct ggc gge tce ctg aga ctt age tgt gec
Pro Gly Gly Ser Leu Arqg Leu Ser Cys Ala

I 40

Lys

Asp
395

Lys

Ser

Ser

Ser

gty
Val

ggc
Gly

acc
Thr

Asn
380

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
460

gca
BAla

ggc
Gly

tcec
Ser

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser
445

Ser

gct
Ala

gga
Gly

ggc
Gly
45

Val

Val

Pro

Thr
430

Val

Leu

elofel
Pro

ctt
Leu
30

ttc
Phe

Ser

Glu

Pro
415

Val

Met

Ser

aga
Arg

gtg
Val

aac
Asn

Leu

Trp
400

Met

Asp

His

Pro

tgg
Trp

cag
Gln

ttec
Phe

48

96

144



aac
Asn

gag
Glu
65

tac
Tyr

aag
Lys

gec
Ala

tac
Tyr

ggc
Gly
145

tce
Ser

gtg
Val

ttc
Phe

gtg
Val

gtg
val
225

aag

Lys

cct
Pro

gac
Asp
50

togg
Trp

gcc
Bla

tce
Ser

gtg
Val

tgg
Trp
130

cct
Pro

acc
Thr

acc
Thr

cct
Pro

acc
Thr
210

gac
Asp

tgt
Cys

tce
Ser

tac
Tyr

gtg
Val

gag
Glu

acce
Thr

tac
Tyr
115

ggc
Gly

tcec
Ser

gcc
Ala

gtg
Val

gec
Ala
195

gtg
Val

cac
His

tgt
Cys

gtg
Val

tte
Phe

gee
Ala

agc
Ser

gtg
Val
100

tac
Tyx

cag
Gln

gtg
Val

gce
Ala

agc
Ser
180

gtg
Val

cet
Pro

aag
Lys

gty
Val

ttc
Phe
260

atg
Met

cag
Gln

ctt
Leu
85

tac
Tyr

tgt
Cys

ggc
Gly

ttc
Phe

ctt
Leu
165

tag
Trp

ctg
Leu

agc
Ser

cct
Pro

gag
Glu
245

ctt
Leu

aac
Asn

ato
Ile
70

gag
Glu

ctt
Leu

acc
Thr

acc
Thr

cct
Pro
150

ggc
Gly

aac
Asn

cag
Gln

tce
Ser

agc
Ser
230

tgt
Cys

ttc
Phe

tgg
Trp
35

aga
Arg

ggc
Gly

cag
Gln

aga

ctg
Leu
135

ctg
Leu

tgt
Cys

tce
Ser

tce
Ser

aac
Asn
215

aac
Asn

cct
Pro

cct
Pro

gtg
Val

aac
Asn

aga
Arg

atg
Met

agc
Ser
120

gtg
vVal

gcc
Ala

ctg
Leu

gga
Gly

agc
Ser
200

ttc
Phe

acc
Thr

cct
Pro

cct
Pro

aga
Arg

aag
Lys

ttc
Phe

aac
Asn
105

ctt
Leu

acc
Thr

cct
Pro

gtg
Val

gcc
Ala
185

ggc
Gly

ggc¢

L

G.l.y

aag
Lys

tgt
Cys

aag
Lys
265

cag
Gln

atc
Ile

acc
Thr
80

tce
Ser

acc
Thr

gtg
Val

tgt
Cys

aag
Lys
170

ctt
Leun

ctt
Leu

acec
Thr

gtg
Val

cct
Pro
250

cct
Pro

gcc
Ala

tac
Tyr
75

atc
Ile

ctg
Leu

ggc
Gly

age
Ser

agc
Ser
155

gac
Asp

ace
Thr

tac
Tyr

caa
Gln

gac
Asp
235

gcc
Ala

aag
Lys

cct
Pro
60

ace
Thr

HEE
Ser

aga
Arg

gac
Gly

tca
Ser
140

cgt
Arg

tac
Tyr

agc
Ser

tece
Ser

acc
Thr
220

aag

Lys

cct
Pro

gac
Asp

ggc
Gly

tac
Tyr

aga
Arg

gcc
Ala

gac
Asp
125

gcc
Ala

tec
Ser

ttc
Phe

gge
Cly

ctg
Len
205

tac

Tyr

ace
Thr

cct
Pro

ace
Thr

aag
Lys

gec
Bla

gac
Asp

gag
Glu
110

tac
Tyr

agc
Ser

acc
Thr

cct
Pro

gtg
Val
1380

agc
Ser

ace
Thr

gtqg
Val

gty
val

ctg
Leu
270

ggc
Gly

acc
Thr

aac
Asn
95

gac
Asp

tte
Phe

ace
Thr

agc
Ser

gag
Glu
175

cac
His

tce
Ser

tgt
Cys

gag
Glu

gcc
Ala
255

atg
Met

ctg
Leu

tte
Phe
80

agce
Ser

acc
Thr

gac
Asp

aag
Lys

gag
Glu
160

cct
Pro

acc
Thr

gtg
val

aac
Asn

cgt
Arg
240

gga
Gly

atc
Ile

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816



agc cgt ace cct gag gtg acc tgt gtg gtg gtg gac gtg tce cac gag 864
Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu
275 280 285

gac cct gag gtg cag ttc aac tgg tac gtg gac ggc gtg gag gtg cac 912
Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val Ris
290 295 300

aac gcc aag acc aag cct cgt gag gag caa ttc aac agc acc ttc cgt 860
Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Phe Arg
305 310 315 320

gtg gtg tcc gtg ctt acc gtg gtg caec caa gac tgg ctg aac ggc aag 1008
Val Val Ser Val Leu Thr Val Val His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys
325 330 335

gag tac aag tgt aag gty agc aac aag gga ctt cct gcc cct ate gag 1056
Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Prc Ala Pro Ile Glu
340 345 350

aag acc atc tce aag acc aag gge caa cct cgt gag cct caa gtg tac 1104
Lys Thr Ile Ser Lys Thr Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr
. 355 360 365

acc ctt cct cect agec cgt gag gag atg acc aag aac caa gtg tcc ctt 1152
Thr Leu Pro Pre Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu
370 375 380

acc tgt ctg gtg aag ggc ttc tac cet age gac atc gece gtg gag tag 1200
Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp
385 390 395 400

gag tcc sac gga caa cct gag aac aac tac aag acc acc cct cct atg 1248
Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met
405 410 415

ctt gac agc gac gge tcc ttc tte ctg tac age aag ctg acc gtg gac 12596
Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp
420 425 430

aag tce cgt tgg caa caa ggc aac gtg tte age tgt tec gtg atg cac i344
Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
. 435 440 445

gag gcc c¢tg cac aac cac tac acc caa aag agc ctt tcc ctg age cct 1392
Giu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
450 455 460

gga aag 1399

Gly Lys
465

<210> SEQ ID NO: 101




<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Longitud: 466
Tipo: PRT

Organismo: Secuencia artificial

Caracteristica:
Otra informacidén: Construccién sintética

Secuencia:

101

Met Lys His Leu Trp Phe

1

Val Leu

Pro Gly

Ran Asp
50

Glu Trp
65

Tyr Ala

Lys Ser

Ala Val

Tyr Trp
130

Gly Pro
145

Ser Thr

Val Thr

Ser

e

Gly

35

Tyr

Val

Glu

Thr

Tyr

115

Gly

Ser

Rla

Val

Glu

20

Ser

Phe

Ala

Ser

Val
100

Tyr

Gln

Val

Ala

Ser
180

5

Val

Leu

Met

Gln

Leu

85

Tyr

Cys

Gly

Phe

Leu

165

Trp

Gln

Arg

Ile

70

Glu

Leu

Thr

Thr

Pro

150

Gly

Asn

Phe

Val

Leu

Trp

55

Arg

Gly

Gln

Brg

Leu

135

Leu

Cys

Ser

Leu

Val

Ser

40

Val

Asn

Arg

Met

Ser

120

Val

Ala

Leu

Gly

Leu

Glu

25

Cys

Arg

Lys

Phe

Asn

105

Leu

Thr

Pro

Val

Ala
185

Leu

10

Ser

Ala

Gln

Ile

Thr

20

Ser

Thr

Val

Cys

Lys

170

Leu

Val

Gly

Thr

Ala

Tyr

75

Ile

Leu

Gly

Ser

Ser

1=

Asp

Thr

Gly

Ser

Pro

60

Thr

Ser

Arg

Gly

Ser

140

Arg

Tyr

Ser

Gly

Gly

45

Gly

Tyr

Arg

Ala

Asp

125

Ala

Ser

Phe

Gly

Pro

Leu

30

Fhe

Lys

&la

Asp

Glu

110

Tyr

Ser

Thr

Pro

Val
190

Arg

Val

Asn

Gly

Thr

Asn

85

Asp

Phe

Thr

Ser

zlu

175

His

Trp

Gln

Phe

Leu

Phe

80

Ser

Thr

Asp

Lys

Glu

160

Pro

Thr




Phe

Yal

Val

225

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

305

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

385

Glu

Pro

Thr

210

Asp

Cys

Ser

Arg

Pro

290

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

370

Cys

Ser

Ala Val
195

Val Pro

His Lys

Cys Val

Val Phe

260

Thr Pro
275

Glau Val

Lys Thr

Ser Val

Lys Cys

340

Ile Ser

B/5/5

Pro Pro

Leu Val

Asn Gly

Leu

Ser

Pro

Glu

245

Leu

Glu

Gln

Lys

Leun

325

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

Gln

Ser

Ser

230

Cys

Phe

val

Phe

Pro

310

Thr

Val

Thr

Arg

Gly

390

Pro

Ser

Asn

215

Asn

Preo

Pro

Thr

Asn

295

Arqg

Val

Ser

Lys

Glu

375

Phe

Giu

Ser

200

Phe

Thr

Pro

Pro

Cys

280

Trp

Glu

Val

Asn

Gly

360

Gina

Tyr

Asn

Gly

Gly

Lys

Cysa

Lys

265

Val

Tyr

Glu

His

Lys=

345

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

Thr

Val

Pro

250

Pro

Val

Val

Gln

Gln

330

Gliy

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Gln

Asp

235

Ala

Lys

Val

Asp

Fhe

315

Asp

Len

Arg

Lys

Asp

395

Lys

Ser

Thr

220

Lys

Pro

Asp

Asp

Gly

300

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

380

Ile

Thr

Leu

205

Tyr

Thr

Pro

Thr

Val

285

Val

Ser

Leu

Pro

365

Gln

Ala

Thr

Ser

Thr

Val

Val

Leu

270

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

350

Gln

Val

Val

Pro

Ser

Cys

Glu

Ala

235

Met

His

Val

Phe

Gly

335

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

Val

Asn

Arg

240

Gly

Ile

Glu

His

Arg

320

Lys

Glu

Tyr

Leu

Txp

400

Met

289



405

410

415

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp

420

425

430

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His

435

440

445

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro

Gly
465

450

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
€<223>

<220>
<221>
<222>

<400>
atg gtg ctg cag acc cag
Met Val Leu Gln Thr Gln

1

ggc
Gly

ctyg
Leu

gtg
Val

gga
Gly
65

ggc
Gly

gca
Ala

tca
Ser

acc
Thr
50

caqg
Gln

att
Ile

SEQ ID NO:
Longitud: 714

Tipo: ADN
Organismo: Secuencia artificial

102

Caracteristica:
Otra informacidén: h#32A1-L2-15

Caracteristica:

Nombre/Clave: CDS
Ubicacién:

Secuencia:

tat
Tyr

cct
Bro
35

att
Ile

gcg
Ala

cca
Pro

ggc
Gly
20

ggc
Gly

agc
Ser

cca
Pro

gca
Ala

5
gaa

Glu

gag
Glu

ggc
Gly

a99
Arg

aga
Arg

102

att
Ile

aga
Arg

tat
Tyr

ctg
Leu
70

ttc
Phe

455

(1)..{714]

gtg
Val

ctg
Leu

gcc
Ala

tct
Ser
5

ctc

Leu

agc
Ser

ttc
Phe

atg
Met

aca
Thr
40

£ttt
Phe

att
Ile

gg9g
Gly

ate
Ile

acg
Thr
25

ctc
Leu

att
ILle

tac
Tyr

age
Ser

tce
Ser
10

cag
Gln

agc
Ser

cat
His

aga
Arg

gga
Gly

ctg
Leu

agt
Ser

tgc
Cys

tgg
Trp

gca
Ala
75

tca
Ser

180

tg
Leu

cct
Fro

cga
Arg

tat
Tyr
60

agc

Ser

9499
Gly

ctyg
Leu

gca
Ala

gcg
Ala
45

cag
Gln

aac
Asn

aca
Thr

tgg
Trp

act
Thr
30

tce

Ser

caa
Gln

ctt
Leu

gat
Asp

atc
Ile
il 15}

ctE

Leu

cag
Gln

aaqg
Lys

gcc
Ala

ttc
Fhe

tce
Ser

agt
Ser

tce
Ser

cct
Pro

tet
Ser
80

ace
Thr

a8

96

144

192

240

288



ttg acc
Leu Thr

cag caa
Gln Gln

gag atc
Glu Ile
130

tee gac
Ser Asp
145

aat aac
Asn Asn

gee ctg
Ala Leu

aag gac
Lys Asp

gac tac
Asp Tyr
210

ctg agc
Leu Ser
225

<210>
<21l>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

atc
Ile

tct
Ser
115

aaq
Lys

gag
Giu

ttc
Phe

cag
Gln

agc
Ser
195

gag
Glu

tcc
Ser

tce
Ser
100

agg
Arg

cgt
Arg

cag
Gln

tac
Tyr

tcc
Ser
180

acc
Thr

aag
Lys

cce
Pro

85

tcec ctg
Ser Leu

aag agt
Lys Ser

acg gtg
Thr val

ctg aag
Leu Lys
150

cce aga
Pro Arg
165

999 aac
Gly Asn

tac age
Tyxr Ser

cac aag
His Lys

gtc acc
Val Thr
230

SEQ ID NO: 103
Longitud: 238
Tipo: PRT
Organismo: Secuencia

Caracteristica:
Otra informacién: Construccién sintética

Secuencia: 103

gag
Glu

cca
Pro

gcc
Ala
135

tcec
Ser

gag
Glu

tec
Ser

ctg
Leu

gtg
Val
215

aag
Lys

ccg
Pro

tgg
Trp
120

gcc
Ala

ggc
Gly

gcc
Ala

cag
Gln

agc
Ser
200

tac

L

iyr

agc
Ser

gag
Glu
105

aca
Thr

cee
Pro

acc
Thr

dag
Lys

gag
Glu
185

agc
Ser

gce
Ala

tte
Phe

9C

gat
Asp

ttt
Phe

tce
Ser

gce
Ala

gtg
Val
170

agc
Ser

acc
Thr

tge
Cys

aac
Asn

artificial

ttc
Phe

ggc
Gly

gtg
Val

tce
Ser
155

cag
Gln

gtg
Val

ctyg
Leu

gag
Glu

agqg
Arg
235

gcg
ala

cag
Gln

ttc
Fhe
140

gtg
Val

tgg
Trp

ace
Thr

acc
Thr

gtg
Val
220

gg9g9
Gly

ttg
Leu

ggc
Gly
125

atec
Iie

gtg
Val

aag
Lys

gag
Glu

ctg
Leu
205

acc

Thr

gag
Glu

tat
Tyr
110

acc
Thr

tte
Phe

tgc
Cys

gtg
val

cag
Gln
1390

aqgc

Ser

cac
His

tgt
Cys

85

tat
Tyr

aaa
Lys

cce
Pro

ctg
Leu

gac
h3p
175

gac

Asp

aaa
Lys

cag
Gln

tgt
Cys

gtg
Val

cco
Pro

ctyg
Leu
160

dadcC

Asn

age
Ser

gce
Ala

gac
Gly

Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe Ile Ser Leu Leu Leu Trp Ile Ser

1

=
-

10

5

Gly Ala Tyr Gly Glu Ile Leu Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser

20

25

30

336

384

432

480

528

576

624

672

714

29/




Leu Ser

Val Thr
50

Gly Gln
65

Gly Ile

Leu Thr

Gln Gln

Glu Ile
130

Ser Asp
145

Aan Asn

Ala Leu

Lys Rsp

Asp Tyr

210

Leu Ser
225

Pro

35

Ile

Ala

Pro

Ile

Ser

115

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

185

Glu

Ser

Gly

Serx

Fro

Ala

Ser

100

Arg

Arg

Gln

Tyr

Ser

180

Thr

Lys

Pro

Glu

Gly

Arg

Arg

Ser

Lys

Thr

Leu

Pro

165

Gly

Tyr

His

Val

Arg

Tyr

Leu

70

Phe

Leu

Ser

Val

Lys

150

Arqg

Asn

Ser

Lys

Thr
230

<210> SEQ ID NO: 104

Ala

Ser

55

Leu

Ser

Glu

Pro

Bla

35

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

215

Lys

Thr

40

Phe

Ile

Gly

Pro

Trp

120

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

200

Tyr

Ser

Ile

Tyr

Ser

Glu

105

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

185

Ser

Ala

Phe

Ser

His

Arg

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

Val

170

Ser

Thr

Cys

Asn

Cys

Trp

Ala

5

Ser

Fhe

Gly

Val

ser

155

GLin

Val

Leu

Glu

Arg
235

Arg

Tyr

60

Ser

Gly

Bla

Gln

Phe

140

Val

Trp

Thr

Thr

Val

220

Gly

Ala

45

Gln

Asn

Thr

Leu

Gly

125

Ile

val

Lys

Glu

Leu

205

Thr

Glu

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

110

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

190

Ser

His

Cys

Gln

Lys

Ala

Phe

95

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

I57/5)

Asp

Lys

Gln

Ser

Pro

Ser

80

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

160

Asn

Ser

Ala

Gly




373

<211> Longitud: 714
<212> Tipo: ADN
<213>» Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:
<223» Otra informacidn: h#32A1-L2-16

<220> Caracteristica:
<221> HNombre/Clave: CDS
<222> Ubicacidn: (1l)..(714)

<400> Secuencia: 104

atg gtg ctg cag acc cag gtg ttc atc tec ctg ctg ctg tgg atc tee 48
Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe Ile Ser Leu Leu Leu Trp Ile Ser

il 5 10 15

ggc gca tat ggc gaa atc ctg atg aca cag agt cct geg acc ctec tce 96
Gly Ala Tyr Gly Glu Ile Leu Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser

ctc tca cca ggc gag agg gcc ace ctg tet tgt aga gec age cag tca 144
. Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser
35 40 45

gtec act att agt gga tac teca ttt atc cat tgg tat caa cag aaa cca i92
Val Thr Ile Ser Gly Tyr Ser Phe Ile His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
50 55 60

gga cag gcg cct cgg ctt ctg ate tac cge goc tca aac ctt gec tet 240
Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Tle Tyr Arg Ala Ser Asn Leu Ala Ser
65 70 75 80

ggc atc ccc gecg agg tte tect gge tet gge age ggt acc gat ttt aca 288
Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
85 20 25

ctg act atc tca age ctc gaa cct gaa gac ttc geca ctg tac ttt tge 336
Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Leu Tyr Phe Cys
100 105 110

cag cag agc agg aag tcc cec tgg act ttt gca cag gga acc aaa gtc 384
Gln Gln Ser Arg Lys Ser Pro Trp Thr Phe Ala Gln Gly Thr Lys Vval
. 115 120 125

gaa atc aag cgt acg gtg gec goc cec tee gtg tte atc tte cce cece 432
Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro
130 135 140

tcc gac gag cag ctg aag tcc gge acec geoce tce gtg gtg tge ctg ctg 480
Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu
145 150 155 160

aat aac ttc tac cce aga gag gcc aag gtg cag tgg aag gtg gac aac 528
Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn




gee
Ala

aag
Lys

gac
Asp

ctg
Leu
225

ctg
Leu

gac
Asp

tac
Tyr
210

agc
Ser

<210>
<211>
«212>
<213>

<220>
<223>

<400>

cag
Gln

agc
Ser
135

gag
Glu

tce
Ser

tec
Ser
180

dCC

Thr

aag
Lys

cee
Pro

1€5

g9g
Gly

tac
Tyr

cac
His

gtc
Val

aac
Asn

agc
Ser

aag
Lys

acc
Thr
230

SEQ ID NO: 105
Longitud: 238
Tipo: PRT
Organismo: Secuencia

Caracteristica:

Otra informacidn:

Secuencia:

105

Met Val Leu Gln Thr Gln

Leu

Val

Gly

65

Gly

Leu

Ala

Ser

Thr

50

Gln

Ile

Thr

Tyr

Pro

35

Ile

Ala

Proc

Ile

Gly

20

Gly

Ser

Pro

Ala

Ser
100

5

Glu

Glu

Gly

Arg

Arg

8BS

Ser

Ile

Arg

Tyr

Leu

70

Phe

Leu

tce
Ser

ctg
Leu

gtg
Val
215

aag
Lys

cag
Gln

agc
Ser
200

tac

Tyr

age
Ser

gag
Glu
185

agc

Ser

gcc
Ala

ttc
Phe

170

agc
Ser

acc
Thr

tge
Cys

aac
Asn

artificial

gtg
Val

ctg
Leu

gag
Glu

agg
Arg
235

acc
Thr

acc
Thr

gty
Val
220

999
Gly

Construcecidn sintética

Val

Leu

Ala

Ser

55

Leu

Ser

Glu

Phe

Met

Thr

40

Fhe

Ile

Gly

Pro

Ile

Thr

215

Leu

1le

Tyr

Ser

Glu
105

Ser

10

Gln

Ser

His

Arg

Gly

Asp

Leu

Ser

Cys

Trp

Ala

gla

Ser

Fhe

Leu

Pro

Arg

Tyr

60

Ser

Gly

Ala

gag
Glu

ctg
Leu
205

acc
Thr

gag
Glu

Leu

Ala

Ala

45

Gln

Asn

Thr

Leu

cag
Gln
1940

agc

Ser

cac
His

tgt
Cys

Trp

Thr

30

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr
110

175
gac

Asp

aaa
Lys

cag
Gln

Ile
15

Leu

Gln

Lys

Ala

Phe

95

Phe

agc
Ser

gce
Ala

ggc
Gly

Ser

Ser

Ser

Pro

Ser

80

Thr

Cys

5786

624

672

714

3"7‘9



Gln Gln Ser Arg Lys Ser Pro TIp

115

120

Glu Ile Lys Arg Thr val Ala Ala

130

135

Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly
145 150

Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala

165

Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln

180

Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser

195

200

Rsp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr

210

215

Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser

225 230

<210> SEQ ID NO: 106

<211> Longitud: 1111

<212> Tipo: ADN

<213> Organismo: Secuencia arti
€220> Caracteristica:

<223>

Thr Phe Ala

Pro Ser Val

Thr Ala Ser
155

Lys Val Gln
170

Glu Ser Val

185

Ser Thr Leu

Ala Cys Glu

Phe Asn Arg
235

ficial

Gln Gly Thr
125

Phe Ile Phe
140

Val Val Cys

Trp Lys Val

Thr Glu Gln
190

Thr Leu Ser
205

Val Thr His
220

Gly Glu Cys

Lys Val

Pro Pro

Leu Leu

160

Asp Asn

175

Bsp Ser

Lys Ala

Gln Gly

nucleico y regién constante de cadena pesada de IgG2 humano

<430> Becuencia: 106
aagcttgeta gcgcoccaccat

agatgggtge tgagccaggt
cttcegtgtt ccectetggec
gctgtetggl gaaggactac
ttaccagcgg cgtgcacacc

gctecgtggt gaccgtacct

gaaacacctg
gcaattgtge
ccttgtagece
ttcecetgage
ttccectgecg

agctccaact

tggttcttee
aggcggttag
gttecaccag
ctgtgaccgt
tgctgcagte

teggcacecca

tcctgetggt
ctcagceage
cgagtccace
gagctggaac
cagcggectt

aacctacacc

ggcagctcecce
accaagggcc
gccgceccttg
tcecggagece
tactcecctga

tgtaacagtgg

Otra informacidn: Péptido de sefial que codifica la secuencia de acido

60

120

180

240

300

360

25



accacaagce
gtcecteettg
ctaaggacac
cccacgagga
ccaagaccaa
cecgtggtgcea
gacttcetge
aagtgtacac
gtctagtgaa
ctgagaacaa
acagcazagcect
tgatgcacga

agtgatatcg

tagcaacacc
tcctgeceet
cctgatgatc
ccetgaggtyg
gcctecgtgag
ccaagactgg
cectategag
cettecteet
gggcttctac
ctacaagacc
gaccgtggac
ggcecctgeac

ggccegttta

aaggtggaca
cctgtggeeg
agccgtaccc
cagttcaact
gagcaattca
ctgaacggca
aagaccatct
agcegtgagqg
cctagegaca
acccctecta
aagtccegtt
aaccactaca

aacgggtggce

agaccgtgga
gaccttcegt
ctgaggtgac
ggtacgtgga
acagcacctt
aggagtacaa
ccaagaccaa
agatgaccaa
tegeegtgga
tgcttgacag
ggcaacaagg
cccaaaagaq

&

gogtaagtgt
gttectttte
ctgtgtaggtg
cggcgtggag
ccgtgtggtg
gtgtaaggtg
gggccaacct
gaaccaagtg
gtgggagtcc
cgacggctcce
caacgtgtte

ccttteccoty

tgtgtggagt
cctectaage
gtggacgtgt
gtgcacaacg
tcegtgetta
agcaacaagg
cgtgagcctc
teccttacet
aacggacaac
ttcttectgt
agctgttecg

agccctggaa

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1111
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i

[ OTORGADA EN LA NOTARIA SEXTA (6a) DEL CIRGULO

DE BOGOTAD.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 -ermnmmsmesmsmonecnnas

/
En la ciudad de Bogota D.C. Republica de Colombia, ante mi, AMPARDY

QUINTERQ ARTURQ / Notaria sexte (6a.) —— de éste circulo notarial, se otorgd la

presente escritura publica que se consigna en los siguientes téminos;
COMPARECENCIA: Con minuta escrita, comparecid el sefior CARLOS
ALBERTO GALLON GIRALDO. mayor de edad, vecino de esta ciudad, casado,

identificado con la céduia de ciudadania No. 19.066.425 de Bogot4, 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 DANCHI SANKYO COMPANY, LIMITED, sociedad constifuida v
existente bajo las leyes de Japon, domiciliada en 3-5-1, Nihonbashi Honcho,
Chuod, Tokio 103-8428, Japon, designd a CAVELIER ABOGADOS como su
representanie para [a Propiedad Iindustrial en Colombia con facuitades de nombrar

apoderados tal como consta en la copia auténtica def documento. de

representacion que se protocoliza.

TERCERA.- Que en su caracter de represemiante legal de CAVELIER
ABOGADOS, y en desarrollo de la facultad otorgada por DAICHI SANKYOD
COMPANY, LIMITED, confiere poder a los abogados LUZ CLEMENCIA DE PAEZ,
T.P.A. No. 23.555, identificada con cédula de ciudadania nimero 35.456.344 de
Usaquen, NIDIA OSORIO LOPEZ, T.RPA. Na.73.366, identificada con cédula ce

ciudadania nlmero 38.787.682 de Bogotd, OSCAR FERMANDO CORREA '

|

PAPEL CE USO EXCLUSIVO DEL PROTOCOLC NCTARIAL NO TIENE COSTO PARA EL USUARIO




33}

BARBOSA, T.PA. No. 71.027 identificado con cédula de ciudadania nimero

79.524.634 de Bogotd, EDNA DARMELY SARMIENTO CHARRY, T.PA. 65.794
;| identificada con cédula de ciudadania nimero 52.006.265 de Bogota vy JORGE
| CHAVARRC ARIZTIZABAL, T.PA. No. 40.11S, identificade con cédula de
é ciudadania nimero 18.206.380 de Cartago (Valle), mayores ce edad, vecinos de
‘ Bogola, para que representen a la sociedad a cuyo nombre actia, ante
cuaiesquiera entidades o personas, ejerzan o no jurisdiccion, incluyendc‘ las de!
: orden administrativo, contencioso administrativo y judicial, asi como ios tribunales
. de arbitramento, en todo lo concemniente 2 los siguienies asuntos:
! a) Obtencion de patentes de invencidn, modelos de ufiiidad, diseRos industriales,
i irazado de circuitos integrados, secretos industriales; el registro de marcas de
| fabrica, colectivas, defensivas, de servicio, lemas comerciales, nombres
cocmerciales, ensefias, variedades vegefales, denominaciones de origen e

indicaciones de procedencia, su rencvacion, raspaso, cambio de nombre o

domicilic, cancelacion voluntaria; y el registro de licencias de uso de esos

i derechos

| b} Las acciones de competencia desleal, proteccion del consumidor, oposiciones,
I cancelacion adminisirativa o judicial, nulidad, medidas cautetares, concesién de
: ficencias, la tutela, la proteccién de secretos industriales y de nombres de
+ dominic junto con su administracion y pago; y en general ios procesos civiles,

penales, administratives o contencicso- administrativos, de conciliacion,
! arbitramento, tutela relacionados con estos derechos; acciones y procesos que

| profmovamaos £ se nNos promusvan.

i CUARTO - Que los apoderados designados esian facultados en todos los
'?asuntos arriba determinados para sustituir este mandato, transigir, concillar,
. arbitray, admitir las hechos del proceso, desistir, cancelar, recibir, renunciar y

i
| ratificar los actos de agentes oficiosos.

i QUINTO- Que protocolza con la presente escritura, un certificado expedido por [a
| Camara de Comercio de Bogota, que acredita la constitucién y personeria de la
. sociedad CAVELIER ABOGADOS, igualmente protocoliza copia autenticada del
 documento de representacion ctorgado el dia 02 de Noviembre de 2009 —-—

. por DANCHI SANKYQ COMPANY, LIMITED, documento que esté debidamente
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NOTARLAL CERTIFICATE Rewistration Ko # 2.5~

This is to certify that the signature on the foregoing docement
is genuine and auikeatic signztere of

Kazuo Sato, Generai Manager, latellectvzl Property of

DATICHI" SANKYC COMPANY, LIMITED,

a corporation existing and oraapized vnder the iaws of Japen,
who has produced sufficient proef of his power 1o execute the

said instrument on behalf of the above-mentioced corporation.

HOV -2 208

Toto LEaut Asrams e
NOTARY

2-2-2, UCRISAIWAICH j
CHIYODA-KU S
TCKYC JAPAN

TADARIKO MITSUDA
NOTARY
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APOSTILLE
l {Convention de La Haye du 5 octobre 1961
1. Country: JAPAN
This pubiic docurment
- hasbeensignedby  Tapaumio KTTSUDA
- acting in tihe czpacity of Notary of the Tokyo Legal Affairs Bureau
. bears the seal/stamp of TADAHIKOQ MITSUDA, NOTARY
Cerlified
. at Tokya 6 NQV -2 208

. Dy the blinistry of Foreign Affairs
0 NG (02043

Seal/starap: 10. Signarure

~1 en &

© o

Kazutoyo OYABE
For the Minister for Foreign Afizirs




?éanuccxdm OFICIAL 342/200% DE UN DOCUMENTS ZH ISICME INGLES
REALIZADA FPOR EDUR RuG CRLADO HOGUZRA, TRROUITOR CPICIAL
APROBADO 0P RESCLUCICY 541 DEL 27 DE FEBRERS Dz 1376
EXPSDICA PO& EL MINISTERZO DE JUSTICIR OE COLGMEIR ¥
DEBIDAMENTE REGISTRALO ANTZ SL MINISTERIQ DOE  RIELACIONESD
EXTERIORZS DE COLOMEIR, POR SL CUAL DAIXCHI SANKYC COMPANY,
LIMITED. CCMICILIACA E¥ 3-5-1, NIHOMNBASHT HONCHC,
TOXIZ 103-8428, JREGN, OTORGA REPRESENTACISHN 24 A3l
ELACIGNADOS CON PROPIEDAD INDUSTRIAL » CAVELIER ABOGADCS.

DADO ¥ FIAMADO HOY 2 OF NOVISMBRE DE 2558 TN TCHIO POR HARLLL
SATC,  GEIRENTE  GENSRAL,  2ROPIEDLD  IKTZLECTCAL.  PIRMA:

ILEGLBLL.

REGISTRC WU 1755
Por la presente certifico gue la firme sobre sl docugmento
precedante es lz firma genuina y acréntice d= HASUD SATO,
cerente general, Propiaded Intelectual de DRIICHT  SaRKYD
CCMPANY, LIMITED, una sociedad constituidsz y existante de
conformidad cen Zas leyes dal JezpSn, quien ha wDresentads
prueba suficiente de su poder para firmasr dicho documents 2
nombre de la socledad arriba mencionada
200%. Firmado: TADAHIKD MITSURA, nctario
SELLO: CFICINA DE ASUNTOS JURIDICCS DE T
NCTARIO. 2-2-2, UCHISAIWARICHO, CHIYODA-KU, -
APOSTILLA
{CONVERCIDN DE L3 HAYA DEL 5 DE OCTUBRE TE 1581)

1. PRIS: JAPCN

\\0\



(g%}

2. ISste documento ptbiico ha side firmadoe oor TADAHIKC
MITSUDA
3. quien actia en su calidad de notario de la oficina de
gsunteos juridicos de TOKIO.

4. lleva el sello/estampilla de TADRRIXO MITSUDR, NOTRRIO

TRTIFICADO
. En TOXID 5. el 2 de noviembre de 2009
7. Por el Ministeric de Relaciones Exteriores

E. 05~ No. 002049
£. Sello/estampilla: MINISTERIC LE RELACIONES SXTERIQRES,

P

JARON

10. Firma: KRZUTOYO OYABE, A HKCMBRZ DEL MINISTRO DR
RELACIONES EXTERIQRES

CCLO~1SEE3-541~017-8

ZCHAECNA\ID-162614 \WPCLDD2G

Ecgota, 14 de diciembre de 2009.
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CERTIFICADC DE EXISTENCIA Y REPRESENTACION LEGAL C INSCRIPCICN DE
. DOCTMENTOS
CERTIFICA:
NOMBRE : CAVELIER ABCGADQS
N.I.T. : 860041367-3
|  DOMICILIO : BOGCTA D.C.
CERTIFICA:
\ NO: 00820237
CERTIFICA:
| CONSTITUCION : QUE POR ESCRITURA PUELICA NO. 0006233 DE NOTARIZ

SEXTA DE BOGOTA D.C. DEL 10 DE SEPTIEMBRE DE 1874 , INSCRITA EL
26 DE SEFTIEMERE DE 1574 BAJO EL NUMERC 00021234 DEL LIBRO 1X, SE
CONSTITUYO Lh SOCIEDAD CIVIL DENOMIMADR: CRVELIER PERDOMO Y
CAVELIER.
CERTIFICA :

QUE POR ESCRITURA PUALICA NO. 0001000 DE NOTARIA SEXTh DE BOGOTR
D.C. ILEL 10 DE MARZO DE 1983 , INSCRITA EL S DE RBRIL DE 1883
BAJO EL NUMERO 60120763 DEL LIBRO IX, LA SOCIEDAD CAMBIO SU
NOMBRE DE : CAVELIER PERDOMO Y CAVELIER. POR EL DE : CRVELIER
ABQGADCS

CERTIFICA:
QUE PCOR ESCRITURA PUZLICA NUMERO 1.000 OTORGADE EN LA NOTRRIL &X..
DZ BOGOTAR EL 10 DE MARZO DE 1.983, INSCRITR EXN ESTA CaMRR2 DE
COMERCIO EL 5 DE RBRIL DE 1.983 BRJC EL NUMERO 1307683 DEL LIBRO
IX, LA SOCIZDAD CRM2I0 SU NOMERE DE: CAVELIER FERDOMO Y CAVELIER,
POR EL DE: CAVELIER ABOGADOS, E IKTRODUJO OTRAS REFORMES.

CERTIFICRA:

CERTITICA -
QUE POR E.P.NC. 2.034 DE LA NOTARIMA § DE SANTATE DE BOGOTA DEL 1f
DE ABRIL DE 1.883, INSCRITA EL 27 DE ABRIL DE 1.985 BAJO. EL NO.
5.937 DEL LIBRO XIIX,LA SCCIEDAD TRASLADO §0 DOMICILIC DE T CIT-
DAD DE SANTAFE DE BOGOTA D.C. AL MUNICIPIO DE TARIO ( CUNDINLMAR-
CA ).-.

CERTIFICA:
QUE POR ESCRITURA PUBLICE NO. 7710 DE LA NOTARIA SEXTA DE BOGOTA
DEL 10 DE OCTUBRE DE 1984, INSCRITA EL 15 DE KOVIEMSRE DE 1984
BAJO EL NO. 1559 DEL LIBRO XIII, LA SOCIEDAD CAMBIO SU
NATTRALEZA JURIDICA DE SOCIEDAD COMERCIAL 2 SOCIEDED CIVIL.

CERTIFPICA:
REFORMAS
ESCRITURAS NO. FECHA NCTARIA INSCRIPCION
842 10-v-1.977 18. BTA. 27-V-1.977-N0. &6.204
3.430 1-VII-1.980 6h. BTA. 3-IX-1.980-N0. 89.582
4.844 10-IX~1.980 62, BETA. B-X-1.980-N0O. 951.261

432 10-IT-1.5683 6A. BTA.  1-III-1.983-N0.129.327




i

.

7.710 10-X-1.984  GA. BTA. 15-¥I-1.584~K0. 1,559
7365 0 7 21-X-1.9B577 TBAL BTAT TTUINSRILiITESEING T T EHE
2.567 29-I¥-1.98T SA. BTA. 7-V- 1.887-¥0. 2.388
%£.278 3-VII~1.987 6A. BTA. 23-VII-1987 ND.215.652
2.657 25- IV-1.%98  SR. EBTA. 19- V -1%88-NO. 2,740
9,033 21-XII-1.990 6A. BTA. 10- I - 1821-NO. 3.736
25 3- I -1.9%% 6A. BTA, 10- I - 1991-NO. 3.787
1.608 8-IrI-1.591 6A. BTA. 14-ITI- 1991-NO. 3.841
.135 2-1v- 1.991 6A. BTA. §-IV - 1991-NG. 3.862
747 7-IT -1.5%91 6A. BTA. 7-V -1391-NO. 3.882
1.735 14-IrT-1.991 6A. BTA. 7- Vv  ~-1991-N0. 3.881
5.886 21-VIII-1.991 6A. BTA 27-VIII-1951 NO. 4.019
8.596 4-XII ~1.991  SA. BTA 16-III ~1992 NO. 4.430
1.494 10~-ITI -1.982 6A. BTA. 19-TITT -1$92 NO. 4.436
4.20S 8 -VII -1.992 SA., BTA. 1§-VII -1992 NO. &.554
8.329 16-XII -1.552 5A. BTA. 24-XIT -1992 NO. 44919
12 5-I -1.5593 6 STAFE BT® 13-I -1983 NO. 4.850
4.877 29-VI -1.993 6 STAFE BTA 7-VII -19%3 NO. 5.06%
5.216 12-VIX -1.993 & STAFE BTA 16-VIT -19393 NO. 5.077
ACTA WO.71 2-IX- 1.993 JUNTA DE SOCIQS 25-IX- 1992 NWO. 5.174
2.032 218-IV- 1.585 6 STAFE BETA 27- IV -1595 NO. 5.937
2.227  25-TV-1.995 § STAPE BTA 18-VIII-1.535 NO. 6.092
7.594  12-XII-1.995 6 STAFE BTR 19- XIT-1.995 NO. 6.294
676  11- II-1.937 6 STAFE BTA 14- II -1.937 NO. 6.873
CERTIFECA:
ZEFQPMAS :
Z.F. NO. FECHA NOTARIA CIUDAD FECHR NO_INSC.

0004506 1297/07/28 0005 BOGOTA D.C. 1597/09%/02 00007115
0002103 1998/54/08 Q006 BOGOTA D.C. 1358/04/21 00007426
0005326 1928/08/06 0006 BOGOTA D.C. 1995/08/13 00007544

0005538 1998/08/14 0006 BOGOTA D.C. 1898,/08/27 00007564

6007760 1938/11/10 OUD6 BOGOTA D.C. 1598/11/12 00007644

0CCS702 1997/11/04 0006 BOGOTA D.C. 2000/12/04 0DOOB481

$003034 2003/05/30 DODE 2OGOTA D.C. 2003/06/04 008B2729

COD03786 2004/07/16 0006 BOGOTA D.C. 2004/07/28 00009703

CCD1432 2005/03/18 0006 BOGCTA D.C. 2005/04/07 Q00609917

£0043%18 2005/08/22 0006 BOGOTA D.C. 2005/0B/26 00010008

DDO5506 2007/07/17 0006 BOGOTA D.C. 2007/07/24. 00010841

5£53 2oo=/10/19 £006 BOGOTA D.C. 2008/10/21 00012243

TARLL SO DG < CEZRTIFICA:

¥CIEDAD WO SE HALLA DISUELTA. DURACION HASTA EL
2024

) CERTIFICA:
“¥ve 34 SOCIEDAD TENDRA POR OBJETO : EL EJERCICIO DE LA
5 --»hwuzs ,-;uhL DE ABOGADOS. EN DESARRCLLO DE ESTE OBJETOD
-ﬂékiw Eié?ﬁ" RIR, CONTRAER OBLIGACIONES Y CELEERAR TODA

N e a8/ DIRECTAMENTE RELACIONADOS Y SUBORDINADOS AL

MISMO, INCLUSIVE L0OS DT ARRENDAMIENTO, HIPOTECA, MUTUO CON O SIN
INTERES, MANDATQ CIVIL 'Y COMERCIAL, Y SOCIEDAD, ASI  COMO
IARTICIPAR EN RSOCTIACIONES CIENTIFICAS, GREMIALES O PROFESIONALES
SIN ANTMO DE LUCRO.

CERTIFICA:
CAPITAL Y SC0CIOS: $1,000.00 DIVIDIDO EN 10,000.00 CUOTRS CON VALOR
NOMINAL DE $1.00 CADA UNA, DISTRIBUIDO ASI
- SOCIO CAPITALISTA (8]
ASQCIACION CRVELIER DEL DERECHO W.I.T. DOOOOBOO17225648
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HO. CUQTAS: &,800.00 VALCR: $8,800.00

GAUDEBERT DE CAVELIER AGNES JEANNE C.E. 000000000131100
NO. CUOCTAS: 1,200.00 VALOR: $1,200.00

- 50CIO INDUSTRIAL (S)

CHAVERRO JORGE ¢.C. 0000003152G8380
NO. CUOTAS: 0.00 VALOR: $0.00

STUAREZ DE PREZ LTZ CLEMENCIA. C.C. 060000035456344
NO. CUOTARS: 0.0Q VALOR: 50.00

TENA VALENZUELR DANIZL C.C. 00D000073518815
NO. CUOTRS: 0.00 VALOR: 50,00

MARTN RURLES GERMAN HUMBERTO C.C. 000000075155665
MO, CUCTAS: 0.00 VELOR: $0.00

TOTALES

NO. CUQOTRES: 19,000.00 VALOR: $10,000.00

CERTIFICH:

QUE PCR ESCRITURAS PUELICAS NO. 001431 ¥ 001432 DEL 18 DE MARZIO
DE 2005 DE Ld NOTARIA (6 DE BOGCTA D.C., INSCRITA EL 27 DE ZBRIL
DE 2005 BAJO EL NO. 0005918 Y 0408917, RESPECTIVRAMENTE DEL LIBRO
XIII, DE LAS MIL DOSCIENTAS [ 1200 ) PARTES DE INTERES SOCIAL
RADICADAS EN CABEZL DE AGNES GAUDZBERT DE CAVELIER, SEISCIENTAS
(600) PARTES ESTAN GRAVADAS O AFECTADAS EN PROPIEDAL FIDUCIZRIZ A
FAVOR ©DE LAS SIGUIENTES PERSOMAS : GERMAN CAVZLIER FRANCO,
ERNESTO CAVELIER FRANCO, JORGE CAVELIER FRANCO, INES CAVELIER
FRANCO, GUILLERMO CAVELIER FRANCQ, ELENA CAVELIER  FRANCO,
RLEJANDRG CRVELIER FRANCO, BEATRIZ CaVELIER FRANCO, Y LUCIA
CAVELIER FRANCQ.
CERTITICA:
REPRESENTACION LEGAL: EL REPRESENT2NTE LEGRAL BS EL DIRECICR. EL SOCI0
FOMDADOR GERMAN CAVELIER GAVIRTA TENDRR EL CARRACTER DE PRESIDENTE
DIRECTOR VITALICIO, PARTICIFARA PCOR DERECHO PRCPIO EM EL COMSEJD
SUPERIOR ¥ EN EL CONSEJC DIRECTIVO Y LLEVARE LA RZPRESENTACICN LEGAT
DE LA SOCIEDAD CUANCO L0 ESTIME PERTINENTE SIN LIMITACION RALGUNR.
IGUAL: FARTICIPACION Y ATRIBUCIONES TEMDRAZ SU SUPLENTE AGNES GAUDEBERT
DE CAVELIER CUANDC OCUPE EL CARGO, TN CASO DE FALTE ABSOLUTA DE GERMAN
CRVELIER GRVIRIA. LOS 50CIOS COLECTIVOS TSTAN AUTORIZADOS PARA EJERCER
LA REPRESENTACION DE LA SOCIEDAD EN CUALQUIER TIEMPO, SIN PERJUICIO LE
LAS DELEGRCIONS CONFERIDARS A LOS ORGANOS CREADOS FOR LOS PRESENTES
ESTATTITOS
RIFICR:
**+ NOMERBMIENTOS *%

QUE PQR NO. 12 DE JUNTA DE SOCLICS DEL 14 DE AGOSTC DE 2005, INSCRITR :
DE SEPTIEMBRE DE 2009 BAJQ EL NUMERO 00012200 DEL LIBRO X.I.L.L,'

EL 24
FUE (RON) NOMBRADO (8):

NOMBRE IDENTIFICRCION .
DIRECTOR {REFRESENTANTE LEGAL DE LA ASOCIACION CAVELIER DEL DERECHO) -

CAMARADECOMERCIC-DE BJSQTA i i




GALLON GIRALDO CARLCS C.C. C00000019086425
TGURTTO0R ESCRITURA PUBLLCR NOU 0004818 DE HOTARIZ 6 DE SOQOTA D.C. DEL
22 DE AGOSTQ DE 2005, INSCRITA EL 26 DE AGOSTC TE 2005 BATO EL NUMERO
00010008 DEL LIBRO XIII, FUE (ROM) NOMBEATDO (8):
NCMERE
PPESIDENTE DIRECTOR VITALICIO
CAVELIER GAVIRIA GERMAN
SUPLENTE DEL PRESIDENTE DIRECTOR VITALICIO
GRUDEBERT DE CAVELLER AGNES JEANNE C.E. 000000000131100
CERTIFIChH:
FACULTADES DEL REPRESENTANTE LECAL: APARTE DE LAS FACULTADES Y
DZBERES QUE DB TIEMPO =N TIEMEC 5E LE ASIGNEN POR EL CONSEJO
SUPERIOR, EL DIBECTOR TENDRA LAS SIGUIENTES FUNCIONES : A) LA DE
REPRESENTAR ZEGALMENTE A LA SCCIEDAD ANTE LAS AUTORIDADES DE
CUALQUIER ORDEN O NATJRALEZA ¥ ANTE OTRAS PERSONAS MATURALES ©
JURIDICAS, CON FACULTADES TPARA NOVAR, TRANSTGIR, OCOMDROMETER Y
DESISTIR ¥ PARA COMPARECER EN JUICIOS INCLUSIVE =N ' AQUELLOS EN.
DONDE SE DISPUTE LR PROPIEDAD DE BIENES INMUEBLES; B) CUMPLIR ¥
HACER CUMPLIR LOS ESTATUTOS Y REGLAMENTOS DE LA SOCIEDARD; Y C )
CREZR O SUPRIMIR TODOS LOS EMPLEOS QUE SEAN NECESARTIOS DE ACUEREC
CON EI. CCNSEJO SUPERIOR PARA EL BUEN FUNCIONAMIENTC CE LA
SOCIEDAD, ASIGNARLES FUNCIONSS, PIJAR SUS SALARIOS ¥ NOMBRAR LAS
DERSONAS QUE DEBAN DESEMPENARLOS, ASI  COMO  RETIRARLCS Y
REEMPLAZARIOS CUANDO EAYA LUGAR. CUANDO CUALQUZERA DE ILOS ACTSS
INDICADOS EN LA CLAUSULA ANTERICR SE REFIERA 2 OFERACIONES CUXQ
MONTC EXCEDA DE LA SUMA EQUIVALENTE A CIENTO OCHENTA ( 180 )
SALBRIOS MINIMOS MENSUALES, SU CELEBRACION REQUERIFA LA
APPOBACION EREVIA DEL CONSEJO SUFERICR.
CERTIFICA:

IDENTIFICACION

C.C. 00C000002877924

*+ [EVISOE FISCAL *+«

QUE ©DOR ACTA NO. 0000071 DEL 2 DE SEPTIEMBRE DE 1993, INSCRITA EL 29
DE SEPTIEMBRE LT 1833 BAJO TEL NUMERC 00003175 DEL LIBRO XITI, FUE
(PON) MOMBRADO (S):

NOMBRE IDENTIEICRCION
FEVISCE FISCAL
RINCON FANDINO MIGUEL ALFONSO C.C. 0000000028770241
CERTIFICA:

DE CONFORMIDAD CON LO ESTARBLECIDO POR LA LEY 962 DE 2005, LOS ACTOS DE
JEGISTRO AQUI CERTIFICADOS QUEDAN EN FIRME CINCO (5) DIAS HABILES
DESSUES . DR JdveofB@ER DE  INSCRIPCION, SIZWPRE QUE NO SEAN OBJETC DE
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| VALOR : $ 3,500
DE CONFORMIDAD CON EL DECRETD 2150 DE 1855 Y LA AUTORTIZACICN IMPARTIDZ
POR LA SUPERINTENDENCIA DE INDGSTRIA ¥ COMERCIO, MZDIANTE EL OFICIC

DEL 1B DE NOVIEMBRE DE 1596, LA FIRMA MECANICA QUE ADP2RECE &
CONTINDACION TTENE PLENR VALJDEZ PARA TODOS LOS EFECTOS LEGRLES
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» legalizado
:%Presente el sefior CARLOS ALBERTC GALLON
EG[RALDO. domiciliado en Bogota, identificado como
S ] aparece al pie de su firma y manifestd que estd conforme

icon el contenido de esta escritura plblica ¥ que en

consecuencia revoca la escritura ndmero seis mil selecientos noventa ¥y seis

{6796) del diecistete {17) de Diciembre de dos mil nusve (2008} otorgada ante esta

misma notaria.

HASTA AQui LA MINUTA PRESENTADA
OTORGAMIENTO Y AUTORIZACION: LEIDA la presente escritura por los

comparecientes y habiéndoseles hecho jas advertencias sobre los tramites y
| formalidades de rigor le impartieron su aprobacion y para constancia la firman
| ante mi ¢ NOTARIO QUE AUTORIZA
. DERECHOS NOTARIALES; $ 85.720.06 = ~ =~~~ ~ w =« -~ — -

P

IVA 16% § 22.486.00/= —= === o - momm e o e — -

PAPEL NOTARIAL: esta escritura ha guedado extendida en las hojas de pape!

sellado notarial nimeros;

| 7-700004-335064 — 7-700004-335957 /= = = — = = = — = - — -

EN BLANCO... EN BLANCO

OTORGANTE

CARLOS ALBERTO GALLON GIRALDO

. 19066424 i<
TEL 343 36

REPRESENTANTE LEGAL DE CAVELIER ABOGADOS

AMPARO QUINTEROC ARTURQ ~
NOTARIA SEXTA (6a) DE BOGOTAD.C.

TIRELV 0 PG ANGELIK

—

PRPEL OF USD EXCLUSIVD DEL PROTOLOLD NOTARIAL  NO TIENE SOSTO PARA EL USUAR:D
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NiT : 800.176.089-2

-

re |

lndustnayComercno
SUPERINTENDENCIA

{ RECIBC DE CAJA

No. 14 - 104912

Bogota D.C,, Qctubre 02 de 2014 - 11:14:29

RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS

N1 860.041.367

TIPO PAGDO RANCO CLENTA

*** Soporte del Pago

e e e

No PAGO FECHA PAGO

VRPAGO |

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387

636831661 02/10/2014 13.126.000.00

CANT. RENTISTICO CONCFPTO

*** Conceptos Pagados

e

Ve UNDITARIO  Vr CONCEPTO

DE UN TRAMITE D

Vo

Res'gonsable ! d

1 50005-04-01 SOLICITUDES 1603 INVOCAR LA NE ORIEDAD DENTRO 464.000.00

POSICION

SON: "*CUATROCIENTOS SESENTA Y CUATRQ MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

L.Rembo de Caja l[plucado al Ex /pémente No.

-

Oclubre T da 2014 - 11114: 10

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

A

No. 11 -000

Fecha: 2014-10-03 16:44:14 Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 851 DIVISIONAL Follos: 407

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIOE

WRTER DR UVNTRRRERERERLIO

4-219880- -00000

Fecha: 2014—10—03 16:44.14 Dep. 2020 DIR. NUEVASCR
Tra. 11 PATENTE!YI| Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION Folios: 407

0o o) \vdo T3 C -

Seds Centro: Carrara 13 No, 27 - 00 Plsos 3.4,5 y 10 Bogots, D.C.- Celombla
Web: www.slc.gov.co a-mal; info@sic.gov.co Conmutador: {571) 5870000 Fan: (571) 5870284 Linea: 018000-910185 Call Center: (571) 6513240

%464.000.00




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO6

Fecha 2014-10-03 16.:44:14 Dep 2020 DIR NUEVASCR Fecha: 2014-10-03 16:44:14

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

00-0000 0. 11-0R612

. ]
I Wy

Tra. 11 PATENTEIYII
Act 411 PRESENTACION Falios; 407

PATENTE DE INVENU]UN [_I (L VI W SRRV § PRy P

Dep. 2020 DIR NUEVASCR
Eve: 378 FASENACIONAL|

Folios: 487 41@8

Eve. 378 FASENACIONAL|  Tra. 11 PATENTEIY/|
Act. 851 DIVISIONAL

—

LI

Indicacion que se sclicita una patente.

Dafos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcion de 1a invencién

Dibujos de ser estos pertinentes

GComprobante de pago de las iasas establecidas (Be serei-caso-formate de-descuento)
Completa |:| Incompleta D

PATENTE DE INVENCION PCT |:| MODELO DE UTILIDAD PCT |_] Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

00 4

Indicacitn que se solicita una PCT

Capia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptive,
reivindicatoric, resumen)

Dibujos de ser estos pedinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Completa |_| Incompleta |:|

- “
DISENO INDUSTRIAL [ | (Art. 119 Decision 486/00)

L
[]

L]
[]

Indicacion que se solicita Disefo industrial

Datos de identificacidn del solicitante o de la persona que presenta la solicitud

Representacion grafica y fotografica del Disefo.industriala muestra del material que incarpora el
disefio

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa I__| incompleta- L_l

ESQUEMA DE TRAZADO | | (Art. 92 Decision 486/00)

HENEEEN

Indicacion que se solicita un esquema de trazado

Datos de identificacidn del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacion grafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa |_’| tncompleta |_|

PIN2-FO3 (2009-11-18)




