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ANTICUERPO ANTI-LECTINA SIMILAR A INMUNOGLOBULINA DE UNION

A ACIDO SIALICO-15

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a una sustancia atil 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 organo dinamico que es
continuamente remodelado por la formacion y resorciéon repetidas para
cambiar su propia morfologia y mantener los niveles de calcio en la sangre. El
hueso sano mantiene un equilibrio entre la formacion de hueso por
osteoblastos y resorcién de hueso por osteoclastos, y la masa 6sea se
mantiene constante. Por el contrario, cuando el equilibrio entre la formacion de
hueso y la resorcion de hueso se pierde, ocurre el metabolismo anormal de
hueso tal cbmo osteoporosis (WO 07/093042 y Endocrinological Review,
(1992) 13, pp. 66-80).

Como factores que regulan el _metabolismo de hueso, se han
reportado muchas hormonas sistémicas y citocinas locales, y estos factores
colaboran unos con otros para formar y mantener el hueso (WO 07/093042 y
Endocrinological Review, (1996) 17, pp. 308-332). Como un cambio en tejido
6seo debido a envejecimiento, la ocurrencia de osteoporosis es ampliamente
usada, pero el mecanismo de su ocurrencia abarca varios factores tales como
una disminucién en secrecién de hormonas 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 o disfuncion de osteoclastos u osteoblastos, y por lo tanto es
dificil considerarlo como un simple fenémeno fisiolégico relacionado con la
edad. La osteoporosis primaria es dividida en gran medida en osteoporosis
postmenopausica debido a una disminuciéon en secrecion de estrdégeno y
osteoporosis senil debido a envejecimiento, pero el avance de la investigacion
basica sobre los mecanismos de regulacién 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
células madre hematopoyéticas, y por la liberacion de iones de cloruro e iones
de hidrégeno sobre una superficie de hueso a la cual se adhieren los
osteoclastos, los osteoclastos acidifican un espacio entre la superficie del
hueso y los osteoclastos y también secretan catepsina K que es una proteasa
acida o similares (American Journal of Physiology, (1991) 260, C1315-C1324).
Esto causa degradacion de fosfato de calcio, activacion de proteasas acidas y
degradacién 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 estimulacién con RANKL (activador de
receptor de ligando 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 células precursoras de

osteoclastos en osteoclastos multinucleados maduros, y similares



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

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

Las membranas celulares de células inmunes son cubiertas con
un revestimiento denso de varios glicanos tales como glicanos sialilatados que
son reconocidos por varias proteinas de union a glicano. Las lectinas similares
a inmunoglobulina de unién a acido sialico (de aqui en adelante referidas
como “siglécs”) 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 siélico de manera similar presentes en las membranas celulares de
células inmunes y regulan interaccion celular o funcién celular y se considera
que estan implicadas en respuestas inmunolégicas (Nature Reviews
Immunology, (2007) 7, pp. 255-266). Sin embargo, también existen muchas
moléculas de siglec cuyas funciones fisiolégicas no han sido dilucidadas aun.

Siglec-15 (lectina similar a inmunoglobulina de unién a &acido sialico-15) es



una molécula que se ha reportado recientemente que pertenece a las Siglecs
(véase, por ejemplo, documento que no es patente 10) y es idéntica a una
molécula llamada CD33L3 (similar a molécula CD33 3). Esta molécula es
altamente conservada evolutivamente de pez a humanos y se ha encontrado
que es fuertemente expresada en células dendriticas y/o macréfagos de bazo
humano y nodos linfaticos. Ademas, como resultado de una prueba de unién
usando una sonda de acido sialico, también se ha encontrado que Siglec-15
humana se une a NeubAca2-6GalNAc y que Siglec-15 de ratén se une
ademas a Neub5Aca2-3GalB1-4Glc, y similares (véase, por ejemplo,
Glycobiology, (2007) 17, pp. 838-846). Hasta recientemente, el papel
fisiologico de Siglec-15 no habia sido revelado, sin embargo, se ha reportado
que la expresion de Siglec-15 incrementa con la diferenciacién y maduracion
de osteoclastos, y la diferenciacion de osteoclastos es inhibida al disminuir la
expresion de Siglec-15 por interferencia de ARN (véase, por ejemplo, WO
07/093042). Ademas, el efecto de un anticuerpo anti-Siglec-15 sobre la
diferenciacion de osteoclastos ha sido revelada por primera vez en el
documento WO 09/48072 (publicado el 16 de abril de 2009), sin embargo, una
secuencia de anticuerpo que se puede administrar a humanos aun no ha sido

dilucidada.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Problemas que ha de resolver la invencion

Un objeto de la invencion 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 maduracién de

osteoclastos y la actividad de los mismos, y un agente terapéutico y/o



preventivo para el metabolismo anormal de hueso.



Medios para resolver los problemas

Los inventores de la presente estudiaron para dilucidar el
mecanismo de ‘diferenciacién, maduracién 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, Iqs inventores de la
presente encontraron que la expresién de gen de Siglec-15 incrementa con la
diferenciacion y maduracién de osteoclastos, y también encontraron que la
diferenciacién de osteoclastos es inhibida por un anticuerpo que
especificamente se une a Siglec-15. Ademas, los inventores de la presente
humanizaron un anticuerpo anti-raton Siglec-15 de rata obtenido, y por lo tanto
completaron la invencion. |

Es decir, la invencién 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 aminoéacidos
representada por SEQ ID NO: 2 e inhibe la formacién de osteoclastos y/o
resorcion osteoclastica de hueso, o un fragmento funcional del anticuerpo.

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

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

una secuencia de cadena ligera contiene una regién variable que
tiene CDRL1, CDRL2, y CDRLS3, y el CDRL1 comprende una secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 47, el CDRL2 comprende una

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



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

(3) El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con (2), caracterizado porque contiene una secuencia de 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 ID NO: 43.

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

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

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

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

(8) 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 regién constante de una cadena pesada de

inmunoglobulina G2 humana y la cadena ligera tiene una regidn constante de



una cadena ligera de inmunoglobulina x humana.

(10) Un anticuerpo que inhibe la formacion de osteoclastos y/o
resorcion 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: 53;

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

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

abd) 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 aminoacidos representada por
SEQ ID NO: 99;

a7) una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 20 a 140 de una secuencia de aminoacidos representada por
SEQ ID NO: 101;

a8) una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de



por lo menos 95% con cualquiera de las secuencias de aminoacidos
seleccionadas de a1) a a7);

a9) una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de
por ‘lo menos 99% con cualquiera de las secuéncias de aminoacidos
seleccionadas de a1) a a7); y

a10) una secuencia de aminoacidos que incluye una sustitucion,
delecién o adicion de uno a varios residuos de aminoacidos en cualquiera de
las secuencias de aminoacidos seleccionadas de a1) a a7);y

(b) una regi6n 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 aminoécidos representada por
SEQ ID NO: 61;

b2) una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 21 a 133 de una secuencia de aminodacidos 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 ID NO: 65;

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

b5) una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 21 a 133 de una secuencia de aminoacidos representada por
SEQID 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;
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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 ID NO: 105;

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

b10) una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de
por lo menos 99% con cualquiera de las secuencias de aminoacidos
seleccionadas de b1) a b8); 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 regién variable de cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 20 a 140 de una secuencia de aminodacidos representada por
SEQ ID NO: 51y 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
aminodacidos representada por SEQ ID NO: 61.

(12) 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
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aminoacidos 20 a 140 de una secuencia de aminoacidos representada por
SEQ ID 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 region variable de cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 20 a 140 de una secuencia de aminoacidos representéda por
SEQ ID NO: 55 y una secuencia de cadena ligera que contiene una region
variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que
comprende residuos de aminodcidos 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 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: 55 y una secuencia de cadena ligera que contiene una region
variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que
comprende residuos de aminodcidos 21 a 132 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
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SEQ ID NO: 57 y una secuencia de cadena ligera que contiene una region
variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que
comprende residuos de aminoacidos 21 a 133 de una secuencia de
aminoacidos representada por SEQ 1D NO: 69.

(16) El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con (10), caracterizado porque contiene una secuencia de
cadena pesada que contiene una region variable de cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 20 a 140 de una secuencia de aminoacidos representada por
SEQ ID NO: 59 y una secuencia de cadena ligera que contiene una 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: 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 regiéon 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 region
variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que
comprende residuos de arhinoécidos 21 a 133 de una secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 69.

(18) 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: 101 y una secuencia de cadena ligera que contiene una region
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variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoéacidos que
comprende residuos de aminoacidos 21 a 133 de una secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 69.

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

(21) 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: 51 y una secuencia
de cadena ligera que comprende residuos de aminoacidos 21 a 238 de una
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 61.

(22) El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
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conformidad con (10), caracterizado porque contiene una secuencia de
cadena pesada que comprende residuos de amindécidos 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 anticuefpo 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 aminoacidos representada por SEQ ID NO: 65.

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

(25) El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con (10), caracterizado porque contiene una secuencia de
cadena pesada que comprende residuos de aminoacidos 20 a 470 de una
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 57 y una secuencia
de cadena ligera que comprende residuos de aminoacidos 21 a 238 de una
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 69.

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

de cadena ligera que comprende residuos de aminoacidos 21 a 238 de una
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secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 71.

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

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

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

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

(31) Una composicién farmacéutica, caracterizada porque
comprende por lo menos uno de los anticuerpos o fragmentos funcionales de

los anticuerpos de conformidad con (1) a (30).
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(32) La composicion farmacéutica de conformidad con (31),
caracterizada por ser un agente terapéutico y/o preventivo para el
metabolismo anormal de hueso.

(33) Una 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 D3 activa, calcitonina y derivados de
los mismos, hormonas tales como estradiol, SERMs (moduladores de receptor
de estrégeno selectivos), ipriflavona, vitamina K, (menatetrenona),
preparaciones de calcio, PTH (hormona paratiroidea), agentes
antiinflamatorios no esteroideos, receptores de TNF solubles, anticuerpos anti-
TNF-o o fragmentos funcionales de los anticuerpos, anti-PTHrP (proteina
relacionada con hormona paratiroidea) anticuerpos o fragmentos funcionales
de los anticuerpos, antagonistas de receptor de IL-1, anticuerpos anti-receptor
de IL-1 o fragmentos funcionales de los anticuerpos, anticuerpos anti-RANKL
o fragmentos funcionales de los anticuerpos, y OCIF (factor inhibidor de
osteoclastogénesis).

(34) La composiciéon farmacéutica de conformidad con (32) o
(33), en donde el metabolismo anormal de hueso se selecciona del grupo que
consiste de osteoporosis, artritis reumatoide acompanante de destruccion de
hueso, hipercalcemia cancerosa, mieloma multiple o metastasis de cancer a
hueso acompanante de destruccion de hueso, tumor de células gigantes,
osteopenia, pérdida de dientes debido a periodontitis, ostedlisis alrededor de
una articulacién prostética, destrucciéon de hueso en osteomielitis cronica,
enfermedad de los huesos de Paget, osteodistrofia renal, y osteogénesis
imperfecta.

(35) La composicién farmacéutica de conformidad con (34),
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caracterizada porque el metabolismo anormal de hueso es osteoporosis,
artritis reumatoide acompanante de destruccion de hueso, o metastasis de
cancer a hueso acompanante 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 o un inmunosupresor, o artritis reumatoide
acompanante de osteoporosis.

(38) Un método de tratamiento y/o prevenciéon 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 y/o prevencion metabolismo
anormal de hueso, caracterizado por la administraciéon simuitanea o sucesiva
de por lo menos uno de los anticuerpos o fragmentos funcionales de los
anticuerpos de conformidad con (1) a (30) y por lo menos un miembro
seleccionado del grupo que consiste de bisbifosfonatos, vitamina D3 activa,
calcitonina y derivados de los mismos, hormonas tales como estradiol, SERMs
(moduladores de receptor de estrégeno selectivos), ipriflavona, vitamina K,
(menatetrenona), preparaciones de calcio, PTH (hormona paratiroidea),
agentes antiinflamatorios no esteroideos, recéptores 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
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inhibidor de osteoclastogénesis).

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

(41) El meétodo de tratamiento y/o prevencion de conformidad
con (40), caracterizado porque el metabolismo anormal de hueso eé
osteoporosis.

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

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

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

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

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

(a) un polinucleétido seleccionado del grupo que consiste de las
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siguientes secuencias de nucleétidos:

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

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

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

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

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

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

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

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

a9) una secuencia de nucleétidos que incluye una sustitucion,
delecion o adiciébn de uno a varios nucleétidos en cualquiera de las
secuencias de nucleédtidos seleccionadas de a1) a a7); y

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

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

b2) una secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos

61 a 399 de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 62;
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b3) una secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos
61 a 399 de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 64;

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

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

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

b7) una secuencia de nucledtidos que comprende los nucleétidos
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 repr_esentada por SEQ ID NO: 104;

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

b10) una secuencia de nucleétidos que incluye una sustitucion,
delecion o adic.ién de uno a varios nucleétidos en cualquiera de las
secuencias de nucleébtidos seleccionadas de b1) a b8).

(47) El polinucledtido 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: 50, y un polinucledtido que
comprende una secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 61 a
399 de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 60.

(48) EI polinucleétido de conformidad con (46), caracterizado
porque contiene un polinucleétido que comprende una secuencia de

nucleétidos que comprende los nucledtidos 58 a 420 de una secuencia de
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nucledtidos representada por SEQ ID NO: 52, 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: 62.

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

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

(51) El polinucleétido de conformidad con (46), caracterizado
porque contiene un polinucledtido que comprende una secuencia de
nucleétidos que comprende los nucleétidos 58 a 420 de una secuencia de
nucledtidos representada por SEQ ID NO: 56, y un polinucledtido que
comprende una secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 61 a
399 de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 68.

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

(53) El polinucledtido de conformidad con (46), caracterizado
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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: 98, y un polinucleétido que
comprende una secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 61 a
399 de una secuencia de nuclettidos repre.sentada por SEQ ID NO: 68.

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

(65) El polinucleétido de conformidad con (46), caracterizado
porque contiene un polinucledtido que comprende una secuencia de
nucleétidos que comprende los nucleétidos 58 a 420 de una secuencia de
nucledtidos representada por SEQ ID NO: 98, y un polinucleétido que
comprende una secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 61 a
399 de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 102.

(56) EI polinucledtido 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: 98, y un polinucleétido que
comprende una secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 61 a
399 de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 104,

(57) EI polinucleétido de conformidad con (46), caracterizado
porque contiene un polinucleétido que comprende una secuencia de
nucledtidos que comprende los nucleédtidos 58 a 1410 de una secuencia de
nucledtidos representada por SEQ ID NO: 50, y un polinucleétido que

comprende una secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 61 a
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714 de una secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 60.

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

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

(60) El polinucledtido de conformidad con (46), caracterizado
porque contiene un polinucleétido que comprende una secuencia de
nucleétidos que comprende los nucleétidos 58 a 1410 de una secuencia de
nucledtidos representada por SEQ ID NO: 54, y un polinucleétido que
comprende una secuencia de nucleétidos que comprende los n‘ucleétidos 61a
711 de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 66.

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

(62) EI polinucleétido de conformidad con (46), caracterizado
porque contiene un polinucleétido que comprende una secuencia de

nucledtidos que comprende los nucleétidos 58 a 1410 de una secuencia de
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nucledtidos representada por SEQ ID NO: 58, y un polinucledtido que
comprende una secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 61 a
714 de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 70.

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

(64) El polinucledtido de conformidad con (46), caracterizado
porque contiene un polinucleétido que comprende una secuencia de
nucledtidos que comprende los nucledtidos 58 a 1398 de una secuencia de
nucleétidos representada por SEQ ID NO: 100, y un polinucleétido que
comprende una secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 61 a
714 de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 68.

(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
nucleétidos representada por SEQ ID NO: 98, y un polinucleétido que
comprende una secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 61 a
714 de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 102.

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

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

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

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

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

producto de cultivo resultante.

Ventaja de la invencion

De conformidad con la invencion, se puede obtener un agente
terapéutico y/o preventivo para el metabolismo anormal de hueso cuyo
mecanismo de accién es inhibir la diferenciacion y maduracion de

osteoclastos y la actividad de resorcién de hueso de los mismos.

REVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 muestra los resultados de la evaluacion de la.pureza
de Siglec-15-His de ratén purificada por cromatografia en columna HisTrap
HP y cromatografia en columna Resource Q a través de electroforesis de
SDS-poliacrilamida y 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 través de
electroforesis de SDS-poliacrilamida y Western blotting usando un anticuerpo
anti-V5-HRP.

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

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

La figura 5 muestra los resultados de la prueba del efecto de la
adicién de un anticuerpo monoclonal anti-raton Siglec-15 de rata (#3A1, #8A1,
0 #32A1) sobre la diferenciacion de osteoclastos (estimulacion con RANKL)
de células no adherentes de médula ésea de ratdn. Incidentaimente, 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
adicion de un anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata (#34A1,
#39A1 o #40A1) sobre diferenciacion de osteoclastos (estimulacién con
RANKL) de células no adherentes de médula 6sea de ’ratén. Incidentalmente,
el anticuerpo policlonal anti-ratén Siglec-15 de conejo No. 3 en el dibujo es un
control positivo comun a las figuras 5y 6.

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

La figura 8 muestra los resultados de la evaluacion de la pureza

de Siglec-15-Fc humana purificada por cromatografia en columna Protein A a
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través de electroforesis de SDS-poliacrilamida.

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

La figura 10 muestra fotomicrografias que ilustran, mediante
tincion con TRAP, la inhibicién de formacion de osteoclastos gigantes a partir
de células precursoras de osteoclastos humanos normales mediante la
adicion de un anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata.

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

La figura 12 es una. grafica que muestra la inhibicion de la
actividad de resorcion de hueso osteoclastos humanos normales 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 monoclonai anti-ratén Siglec-15 de rata se administrd a ratas
ovariectomizadas durante 4 semanas; y la figura 13B es una gréfica que

muestra el efecto de disminuir excrecién urinaria de desoxipiridinolina cuando
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un anticuerpo monoclonal anti-ratén 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 tiéne
sustancialmente la misma afinidad para Siglec-15-Fc de ratén por ELISA
competitiva.

La figura 16 muestra graficas que ilustran, por la actividad
enzimatica de TRAP, la inhibicion de formacion de osteoclastos de ratén
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 precursoras de osteoclastos humanos normales mediante la
adicion de un anticuerpo quimérico humano de un anticuerpo monoclonal anti-
raton Siglec-15 de rata #32A1.

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

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

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

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

La figura 22 muestra graficas que ilustran, mediante la actividad
enzimatica de TRAP, la inhibicion dev formacién de osteoclastos de rata
mediante la adicién de un anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata
(#8A1 o anticuerpo #32A1) (N=3).

La figura 23 muestra una secuencia de nucleétidos clonada de
una cadena pesada de #32A1 de rata y una secuencia de aminoéacidos de la
misma.

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

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

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

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

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

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

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

La figura 35 muestra una secuencia de nucleétidos de h#32A1-
T4L y una secuencia de aminoacidos de la misma.

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

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

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

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

La figura 40 muestra secuencias de aminoacidos de h#32A1-
T7L, h#32A1-T8L, h#32A1-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-
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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 inhibicion de formacién de osteoclastos de ratén
mediante la adiciéon de un anticuerpo anti-raton Siglec-15 de rata humanizado
(h#32A1-T1, h#32A1-T2, o h#32A1-T3). Incidentalmente, el anticuerpo #32A1
de rata en el dibujo es un control positivo comun a las figuras 44 y 45.

La figura 45 muestra graficas que ilustran, por la actividad
enzimatica de TRAP, la inhibicion de formacion de osteoclastos de ratén
mediante la adicién de un anticuerpo anti-ratén 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 ratén
mediante la adicién de un anticuerpo anti-ratén Siglec-15 de rata humanizado
(h#32A1-H1-1/L5 o h#32A1-H5/L5). Incidentalmente, el anticuerpo #32A1 de
rata y anticuerpo qumerico 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 inhibicion de formacién de osteoclastos de ratén
mediante la adicion de un anticuerpo anti-ratén Siglec-15 de rata humanizado
(h#32A1-H1-1/L2-16 o h#32A1-H-1/L2-15).

La figura 48 muestra graficas que ilustran la inhibicién de la
actividad de resorcion de hueso osteoclastos humanos normales mediante la
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 qumérico

humano #32A1 en el dibujo son controles positivos comunes a las figuras 48 y
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49,

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

La figura 50 es un termograma obtenido para determinar 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/L2-5.

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

La figura 54 muestra una secuencia de nucleétidos de h#32A1-
H1-1 y la secuencia de aminoéacidos de la misma.

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

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

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

L2-16 y la secuencia de aminoéacidos de la misma.

Modo para llevar a cabo la invencion

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

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

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

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

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

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

El término “formacién 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 antiéuerpo que tiene una
actividad de unién 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 moléculas siempre que el fragmento tenga una
afinidad de unioén para un antigeno. Ademas, estos fragmentos funcionales
incluyen no sélo un fragmento obtenido por tratamiento de una molécula de
longitud completa de una proteina de anticuerpo con una enzima apropiada,
pero tambien una proteina producida en una célula hospedera apropiada
usando un gen de anticuerpo genéticamente modificado.

El término “epitope”, como se usa aqui, se refiere a un péptido
parcial o una estructura terciaria parcial de Siglec-15 a la cual se} une un
anticuerpo anti-Siglec-15 especifico. El epitope antes mencionado que es un

peptido parcial de Siglec-15 se puede determinar por un método bien
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conocido por los expertos en la técnica tales como un inmunoensayo. Sin
embargo, por ejemplo, se puede utilizar el siguiente método. 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 recombinacién 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 especificar los
residuos de aminoacidos de Siglec-15 adyacentes al anticuerpo por un
analisis de ratyos X. Si un segundo anticuerpo anti-Siglec-15 se une a un
'péptido parcial o una estructura terciaria parcial a la cual se une un primer
anticuerpo anti-Siglec-15, se puede determinar que el primer anticuerpo y el
segundo anticuerpo comparten el mismo epitope. Ademas, al confirmar que el
segundo anticuerpo anti-Siglec-15 compite con el primer anticuerpo anti-
Siglec-15 por la unién a Siglec-15 (es decir, el segundo anticuerpo inhibe la
unién entre Siglec-15 y el primer anticuerpo), se puede determinar que el
primer anticuerpo y el segundo anticuerpo comparten el mismo epitope aun
cuando la secuencia o estructura de un epitope especifico no ha sido
determinada. Ademas, cuando el primer anticuerpo y el segundo anticuerpo
se unen al mismo epitope y también el primer anticuerpo tiene un efecto
especial tal como una actividad neutralizante de antigeno, el segundo

anticuerpo se puede esperar que tenga la misma actividad.
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Se sabe que cada cadena pesada y ligera de una molécula de
anticuerpo tiene tres regiones determinantes de complementariedad (CDRS).
La regién 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 CDRL1, CDRL2 y CDRL3 del lado amino-terminal de la
secuencia de aminodcidos de la cadena ligera. Estos sitios son proximos unos
a otros en la estructura terciaria y determinan la especificidad para un
antigeno al cual se une el anticuerpo.

La frase “hibridacion se realiza bajo condiciones astringentes”,
como se usa aqui, se refiere a hibridacion que se realiza bajo condiciones
bajo las cuales la identificacion se puede lograr al realizar hibridacion a 68°C
en una solucion de hibridacién comercialmente disponible, ExpressHyb
Hibridization Solution (fabricada por Clontech, Inc.) o al realizar hibridacién 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
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Los inventores de la presente' han encontrado que el gen de
Siglec-15 es especificamente expresado en tumores de células gigantes y
también han encontrado que el nivel de 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 6sea de un humano, mamifero no humano (tal como cobayo, rata,
ratén, conejo, cerdo, oveja, ganado vacuno 0 mono) o pollo y se usa, o una
fraccion de membrana celular de las células antes mencionadas se prepara y
se puede usar. Ademas, Siglec-15 se puede obtener por sintesis in vitro de la
misma o produccién de la misma en una célula hospedera a través de
ingenieria genética. En la produccién por ingenieria genética,
especifidamente, el ADNc de Siglec-15 es integrado en un vector capaz de
expresar ADNc de Siglec-15, y Siglec-15 es sintetizada en una solucién que
contiene una enzima, un sustrato, y una sustancia de energia requerida para
transcripcion y traduccion, u otra célula hospedera procariética o eucariética
es transformada para expresar Siglec-15, por lo que se puede obtener la
proteina.

La secuencia de nucleétidos de ADNc de Siglec-15 humana ha
sido registrada en GenBank con un nimero de acceso de NM_213602 y esta
representada por SEQ ID NO: 1 en el listado de secuencias, y su secuencia
de aminoacidos esta representada por SEQ ID NO: 2 en el listado de
secuencias. La secuencia de nucleétidos de ADNc de Siglec-15 de ratén ha
sido registrada en GenBank con un niimero de acceso de XM_884636 yvesté
representada por SEQ ID NO: 3 en el listado de secuencias, y su secuencia
de aminoacidos esta representada por SEQ ID NO: 4 en el listado de

secuencias. La Siglec-15 humana madura de la cual ha sido removida la
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secuencia de sefial corresponde a una secuencia de aminoacidos que
comprende residuos de aminoacidos 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 aminoacidos 21 a 341 de la
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 4. Incidentalmente,
Siglec-15 algunas veces se denomina 3 similar a antigeno CD33, 3 similar a
molécula de CD33, 3 simlar a CD33, o CD33L3, y todos estos representan la
misma molécula.

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

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

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

Un analisis del nivel de expresiéon del gen de Siglec-15 en un
grupo de muestras de prueba de variés tejidos. 6seos humanos mostré que el
nivel de expresién del gene significativamente incrementa en tumor de células
gigantes (GCT) que es un tumor de hueso con uﬁ gran namero de células
gigantes multinucleadas similares a osteoclastos que se producen y se
caracteriza por hallazgos clinicos de destruccién osteolitica de hueso
(Bullough et al., Atlas of Orthopedic Pathology 22. edicion, pp. 17.6-17.8,
Lippincott Williams & Wilkins Publishers (1992)).

También se encontrd 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 resorcién de hueso es

incrementada. En otras palabras, la medicion del nivel de expresion del gen
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de Siglec-15 y/o Siglec-15 en cada célula 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 o un
inmunosupresor, o artritis reumatoide acomparante de osteoporosis), artritis
reumatoide acompanante de destruccion de hueso, hipercaicemia cancerosa,
mieloma mdltiple acomparfante de destruccion de hueso o metastasis de
cancer a hueso, tumor de células gigantes, osteopenia, pérdida de dientes
debido a periodontitis, ostedlisis alrededor de una articulacion prostética,
destruccion de hueso en osteomielitis 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 expresién 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, rindn, cavidad oral, faringe, labios, lengua, encias, nasofaringe,
esofago, estémago, intestino delgado, intestino grueso, colon, higado,
vesicula biliar, pancreas, nariz, pulmoén, tejido blando, piel, mama, utero,
ovario, cerebro, tiroides, nodo linfatico, musculo, 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 ésea es mas preferida.

En cuanto a RANKL que se sabe que estd asociado con
diferenciacion de osteoclastos, se ha producido un ratén knockout, y se ha
analizado el fenotipo cuando se ha perdido la funciéon de RANKL (Young-Yun

Kong, et. al., Nature (1999) 397, pp. 315-323). Al producir un ratén knockout
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desprovisto de Siglec-15 de la misma manera que antes, se puede analizar el

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

3. Produccién de anticuerpo anti-Siglec-15

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

Ademas, un anticuerpo monoclonal se puede obtener fusionando
células productoras de anticuerpo que producen un anticuerpo contra Siglec-
15 con células de mieloma para establecer un hibridoma de conformidad con
un método conocido (por ejemplo, Kohler y Milstein, Nature, (1975) 256, pp.
495-497; Kennet, R. ed., Monoclonal Anticuerpos, pp. 365-367, Plenum Press,
N.Y. (1980)).

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

De manera especifica, un vector capaz de expresar gen de
Siglec-15 es producido, y el vector resultante es transfectado en una célula
hospedera para expresar el gen, y después el Siglec-15 expresado es

purificado. De aqui en adelante, un método para obtener un anticuerpo contra
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Siglec-15 se describira de manera especifica.

(1) Preparacion 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 afadir 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 célula hospedera lo
produzca mediante ingenieria genética.

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

Ademas, el antigeno también se puede obtener como una
proteina 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 anticuerpo en un sistema hospedero-vector apropiado.

El ADNc de Siglec-15 se puede obtener, por ejemplo, por un
denominado método de PCR en el cual una reaccién en cadena de
polimerasa (de aqui en adelante referida como “PCR”) se realiza usando una
genoteca de ADNc que expresa ADNc de Siglec-15 como una plantilla y
iniciadores que especificamente amplifican ADNc de Siglec-15 (véase Saiki,

R. K, et al., Science, (1988) 239, pp. 487-489).
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Como la sintesis in vitro del polipéptido, por ejemplo, Rapid
Translation System (RTS) fabricado por Roche Diagnostics, Inc. Se puede
ejemplificar, pero no se limita al mismo.

Ejemplos del hospedero procariético 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 replicdn, 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.

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

El transformante asi obtenido puede ser cultivado de
conformidad con un procedimiento comun, y cultivando el transformante, un
polipéptido objetivo es producido intracelularmente o extracelularmente.

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

Una proteina recombinante producida intracelularmente o

extracelularmente por el transformante a través de dicho cultivo puede ser



43

separada y purificada por cualquiera de varios métodos de separacion
conocidos utilizando la propiedad fisica y quimica de la proteina.

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

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

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

alto y pureza alta.

(2) Produccién de anticuerpo monoclonal anti-Siglec-15

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

La produccion de un anticuerpo monoclonal generaimente
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 inyeccioén del antigeno, recolectar la sangre, probar su titulo
de anticuerpo para determinar cuando el bazo ha de ser extirpado;

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

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

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

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

(9) 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 biol6gica y especificidad de unién, o probar el mismo para
propiedades como un reactivo marcado; y similares.

De aqui en adelante, el método para producir un anticuerpo
monoclonal se describirda en detalle siguiendo los pasos anteriores, sin
embargo, el metodo 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
describié antes o un péptido parcial del mismo se puede usar.

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

en la técnica también se puede usar como el antigeno.
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(b) Preparacion de células productoras de anticuerpo

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

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

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

Ademas, en consideracion de homologia antigénica entre
humanos y ratones, también se prefiere usar un raton que tiene funcién

biologica disminuida para remover autoanticuerpos, es decir, un ratéon con una
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enfermedad autoinmune.

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

A fin de inmunizar un animal con Siglec-15 o un recombinante
del mismo, por ejemplo, un método conocido descrito en detalle en, por
ejemplo, Weir, D. M., Handbook of Experimental Immunology Vol. 1. 1. llI.,
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 fraccion de proteina de membrana que
sirve como el antigeno o células causadas para expresar el antigeno es/son
intradérmicamente o intraperitonealmente administrada a un animal.

Sin embargo, la combinacién de ambas vias de administracién
es preferida para incrementar la eficiencia de inmunizacion, y cuando la
administracion intradérmica se realiza en la primera mitad y administracién
intraperitoneal se realiza en la Ultima mitad o s6lo en la Gltima dosificacion, la
eficiencia de inmunizacién puede ser particularmente incrementada.

El programa de administraciéon 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 administracién del antigeno es 3 a 6 veces y el intervalo de
dosificacién es 2 a 6 semanas es preferido, y un programa de administracién
en el cual la frecuencia de administracion 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
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animal que ha de ser inmunizado, diferencias individuales, o similar, sin
embargo, la dosis generalmente se fija a 0.05 a 5 mg, preferiblemente
aproximadamente 0.1 a 0.5 mg.

Una inmunizacién 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 describié antes.

La dosis del antigeno en el tiempo de realizar la inmunizacién de
refuerzo varia dependiendo del tipo o tamafio del animal o similar, sin
embargo, en el caso de un ratén, la dosis es generalmente fijada a 0.05 a 5
mg, preferiblemente 0.1 a 0.5 mg, muy preferiblemente aproximadamente 0.1
a0.2mg.

Las células del bazo o linfocitos que incluyen células productoras
de anticuerpo son asépticamente removidas del animal inmunizado 1 a 10
dias, preferiblemente 2 a 5 dias, muy preferiblemente 2 a 3 dias después de la
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
proced‘imiento subsecuente se puede llevar a cabo de manera mas eficiente.

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

Por ejemplo, si se utiliza un método de ELISA, la medicion del
titulo de anticuerpo en la invencion 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 sélida tal como una placa de 96

pozos para ELISA, y la superficie de la fase sélida que no tiene antigeno
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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 ratébn) como un
anticuerpo primario para permitir que el anticuerpo en la muestra se una al
antigeno.

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

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

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

(¢) Preparacion 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
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prefiere usar una cepa deficiente en HGPRT (hipoxantina-guanina
fosforibosilo transferasa) cuyo procedimiento de seleccién se ha establecido.

Muy especificamenté, ejemplos de la cepa deficiente en HGPRT
incluyen X63-Ag8(X63), NS1-ANS/1(NS1), P3X63-Ag8.U1(P3U1), X63-
| Ag8.653(X63.653), SP2/0-Ag14(SP2/0), MPC11-45.6TG1.7(45.6TG), FO,
S5149/5XXO0, y BU.1 derivada de ratones; 210.RSY3.Ag.1.2.3(Y3) derivada de
ratas; y U266AR(SKO-007), GM1500-GTG-A12(GM1500), UC729-6, LICR-
LOW-HMy2(HMy2) y 8226AR/NIP4-1(NP41) derivada de humanos.

Estas cepas deficientes en HGPRT estan disponibles de, por
ejemplo, el American Type Culture Colleccion (Dep6sito Norteamericano de
Cultivos Tipo; ATCC) o similar.

Estas cepas de células son subcultivadas en un medio apropiado
tal como un medio de 8-azaguanina [un medio obtenido al 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 107 células en el dia de

fusién de células.

(d) Fusion de células

La fusién entre las células productoras de anticuerpo y las
células de mieloma se puede realizar apropiadamente de conformidad con un
método conocido (Weir, D. M. Handbook of Experimental Immunology Vol. I.

II. 1ll., Blackwell Scientific Publicaciones, Oxford (1987), Kabat, E. A. y Mayer,
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M. M., Experimental Immunochemistry, Charles C Thomas Publisher,
Springfield, lllinois (1964), etc.), bajo condiciones tales que la tasa de
supervivencia de células no es excesivamente reducida.

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

Entre estos métodos, un ejemplo especifico del método quimico
€s como se desc_ribe mas adelante.

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

de 35 a 38°C durante 1 a 10 minutos, preferiblemente 5 a 8 minutos.

(e) Seleccién de un grupo de hibridomas

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

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

Es decir, cultivando células no fusionadas e hibridomas en un

medio HAT, sélo se deja que hibridomas resistentes a aminopterina
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selectivamente sobrevivan y proliferen.

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

Como un método de clonacion para hibridomas, un método
conocido tal como un método de metilcelulosa, un método de agarosa blanda,
0 un meétodo de dilucién 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 dilucién limitante.

En este método, una cepa de células de fibroblasto derivadas de
un feto de ratén o células alimentadoras tales como células de bazo de ratén
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
mi de la suspensién de hibridoma diluido se afiade a cada pozo y el cultivo se
continGa durante aproximadamente 2 semanas mientras se reemplaza
aproximadamente 1/3 de la solucién 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 ejémplo, clonacién por el método de
dilucion 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 productbra de anticuerpo monoclonal anti-Siglec-15.

Ejemplos de la cepa de hibridoma asi clonada incluye hibridoma
#32A1 descrita en WO 09/48072. El hibridoma #32A1 se depositd en el

International Patent Organism Depositary de la National Institute of Advanced
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Industrial Science and Technology (Depésito Internacional de Organismos de
Patente del Intituto Nacional de Ciencia y Tecnologia Industrial Avanzada,
localizado en Central 6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba-shi, |baraki-ken, 305-8566,
Japon) el 28 de agosto de 2008, y se ha dado un nimero de acceso de FERM
BP-10999 bajo el nombre de Hibridoma #32A1 anti-Siglec-15.
Incidentalmente, en esta 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 regién variable de cadena ligera del anticuerpo #32A1 tiene una
secuencia de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 21 a 139

de SEQ ID NO: 30 en el listado de secuencias.

(q) Preparacién de anticuerpo monoclonal cultivando hibridoma

Al cultivar el hibridoma asi seleccionado, un anticuerpo
monoclonal se puéde obtener eficientemente. Sin embargo, antes del cultivo,
se prefiere realizar determinaciéon selectiva de un hibridoma que produce un
anticuerpo monoclonal objetivo.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Por este método, el anticuerpo monoclonal se puede obtener a

una concentracién que es aproximadamente 100 veces o mas aita que en la
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solucién de cultivo.

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

Es decir, ejemplos del método incluyen un método de
precipitacién de sulfato de amonio, filtracion en Qel, cromatografia de
intercambio de iones, y cromatografia de afinidad.

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

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

(h) Prueba de anticuerpo monoclonal

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

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

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

Por otra parte, cuando se usa un método de ELISA o un método
de RIUn, al hacer reaccionar directamente el sobrenadante de cultivo con una
fase soélida 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
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un kit de identificacion cbmercialmente disponible (por ejemplo, Mouse Typer
Kit fabricado por Bio-Rad Laboratories, lnc._) 0 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 invencién incluye no soélo el anticuerpo
monoclonal antes mencionado contra Siglec-15, sino también un anticuerpo
recombinante obtenido por modificacién artificial para el proposito de reducir la
antigenicidad heteréloga a humanos tales como un anticuerpo quimérico, un
anticuerpo humanizado y un anticuerpo humano. Estos anticuerpos se pueden
producir usando un método conocido.

Como el anticuerpo quimérico, un anticuerpo en el cual las
regiones variable y constante de anticuerpo se derivan de diferentes especies,
por ejemplo, un anticuerpo quimérico en el cual una regién variable de
anticuerpo derivado de ratén 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 ejemplo del anticuerpo quimérico
derivado de un anticuerpo #32A1 anti-ratén de rata, se puede ejemplificar un
anticuerpo que comprende una cadena pesada que tiene una secuencia de
aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 20 a 470 de SEQ ID
NO: 41 en el listado de secuencias y una cadena ligera que tiene una
secuencia de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 21 a 237
de SEQ ID NO: 43 en el listado de secuencias.

Como el anticuerpo humanizado, se puede ejemplificar un
anticuerpo obtenido al integrar sélo una regién determinante de

complementariedad (CDR) en un anticuerpo derivado de humano (véase
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Nature (1986) 321, pp. 522-525), y un antjcuerpo 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 anticuerpo humanizado de un anticuerpo de
rata #32A1, se puede ejempilificar 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 ID NO: 57, residuos de
aminoacidos 20 a 140 de SEQ ID NO: 59, residuos de aminoacidos 20 a 140
de SEQ ID NO: 99, residuos de aminoacidos 20 a 140 de SEQ ID NO: 101, o
residuos de aminoacidos 1 a 121 de cualquiera de las secuencias de
aminoacidos representadas por SEQ ID NOS: 72 a 77 y una cadena ligera
que contiene una regién variable de cadena ligera que comprende una
secuencia de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 21 a 133
de SEQ ID NO: 61, residuos de aminoacidos 21 a 133 de SEQ ID NO: 63,
residuos de aminoacidos 21 a 133 de SEQ ID NO: 65, residuos de
aminoacidos 21 a 132 de SEQ ID NO: 67, residuos de aminoacidos 21 a 133
de SEQ ID NO: 69, residuos de aminoacidos 21 a 133 de SEQ ID NO: 71,
residuos de aminoacidos 21 a 133 de SEQ ID NO: 103, residuos de
aminoacidos 21 é 133 de SEQ ID NO: 105, o residuos de aminoacidos 1 a 113
de cualquiéra de las secuencias de aminoacidos representadas por SEQ ID
NOS: 78 a 96.

Como una combinacién preferida, se puede ejemplificar un
anticuerpo que comprende una cadena pesada que contiene una region
variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos

que comprende residuos de aminoacidos 20 a 140 de SEQ ID NO: 51 y una



57

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
region variable. de cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoacidos que comprende residubs de aminoacidos 20 a 140 de SEQ ID
NO: 55 y una cadena ligera que contiene una regién variable de cadena ligera
que comprende una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 21 a 133 de SEQ ID NO: 65, un anticuerpo que comprende una
cadena pesada que contiene una region variable de cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 20 a 140 de SEQ ID NO: 55 y una cadena ligera que contiene
una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 21 a 132 de SEQ ID
NO: 67, un anticuerpo que comprende una cadena pesada que contiene una
region variable 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 region variable de cadena ligera
que comprende una secuencia de amfnoécidos que comprende residuos de
aminoéacidos 21 a 133 de SEQ ID NO: 69, un anticuerpo que comprende una
cadena pesada que contiene una region variable de cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de

aminoacidos 20 a 140 de SEQ ID NO: 59 y una cadena ligera que contiene
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una regioén variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 21 a 133 de SEQ ID
NO: 71, un anticuerpo que comprende una cadena pesada que contiene una
'regién' variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 20 a 140 de SEQ ID
NO: 99 y una cadena ligera que contiene una 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 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 region variable de cadena ligera qué 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 region 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 uné regiéon 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: 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
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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 sécuencia de
aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 20 a 470 de SEQ ID
NO: 55 y una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que
comprende residuos de aminoacidos 21 a 237 de SEQ ID NO: 67, un
anticuerpo que comprende una cadena pesada que tiene una secuencia de
aminoéacidos que comprende residuos de aminoacidos 20 a 470 de SEQ ID
NO: 57 y una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que
comprende residuos de aminoacidos 21 a 238 de SEQ ID NO: 69, un
anticuerpo que comprende una cadena pesada que tiene una secuencia de
aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 20 a 470 de SEQ ID
NO: 59 y una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que
comprende residuos de aminoacidos 21 a 238 de SEQ ID NO: 71, un
anticuerpo que comprende una cadena pesada que tiene una secuencia de
aminoacidos que comprende residuos de aminoéacidos 20 a 466 de SEQ ID
NO: 99 y una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que
comprende residuos de aminoacidos 21 a 238 de SEQ ID NO: 69, un
anticuerpo que comprende una cadena pesada que tiene una secuencia de

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

| Sin embargo, el anticuerpo humanizado derivado del anticuerpo
#32A1 no se limita a los anticuerpos humanizados antes mencionados
siempre que el anticuerpo humanizado tenga todos los 6 tipos de secuencias
de CDR de #32A1 y tenga una actividad de inhibir la formaciéon de
osteoclastos. Incidentalmente, la region variable de cadena pesada del
anticuerpo #32A1 tiene CDRH1 (DYFMN) que comprende una secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 44, cualquiera de CDRH2
(QIRNKIYTYATFYAESLEG) que comprende una secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 45 y CDRH2 (QIRNKIYTYATFYA)
representada por SEQ ID NO: 97, y CDRH3 (SLTGGDYFDY) que comprende
una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 46. La CDRH2
representada por SEQ ID NO: 45 es de conformidad con la definicién de
Kabat (SEQUENCES OF PROTEINS OF IMMUNOLOGICAL 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 que contiene esta CDRH2, la secuencia
de CDR derivada de una rata se hace mas corta y mas de una secuencia de

marco de trabajo humana es incorporada, y por lo tanto, cuando se administra
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a humanos, es mucho menos probable que sea reconocida como un antigeno
heterélogo. Ademds, la regién variable de cadena ligera del anticuerpo #32A1
tiene CDRLA1 (RAS‘QSVTISGYSFIH) que comprende una secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 47, CDRL2 (RASNLAS) que
comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 48,
y CDRL3 (QQSRKSPWT) que comprende una secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 49.

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

Dicho ratén productor de anticuerpo humano se puede crear
especificamente como sigue. Un animal genéticamente modificado en el cual
loci de genes de cadena pesada y ligera de inmunoglobulina endégena han
sido alterados, y en su lugar, se han introducido loci de genes de cadena
pesada y ligera de inmunoglobulina humana mediante un vector de
cromosoma artificial dé 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
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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 témbién se puede obtener del
sobrenadante de cultivo.

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

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

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

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

Si la secuéncia 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

93/11236, WO 93/19172, WO 95/01438, WO 95/15388, Annu. Rev. Immunol
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(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 térmica (Tm) que es un indice favorable de
estabilidad estructural relativa de las proteinas. Al medir los valores de Tm
usando DSC y al comparar los valores, una diferencia en estabilidad térmica
se puede comparar. Se sabe que la estabilidad al almacenamiento de los
anticuerpos muestra alguna correlaciéon con la estabilidad térmica de los
anticuerpos (Lori Burton, et. al., Pharmaceutical Development and Technology
(2007) 12, pp. 265-273), y un anticuerpo preferido se puede seleccionar al
usar estabilidad .térmica como un indice. Ejemplos de otros indices para
seleccionar anticuerpos incluyen lo siguiente: el rendimiento en una célula
hospedera apropiada es alto y la capacidad de agregacion en una solucidn
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 evaluacion 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
ehlazador apropiado, por el que se obtiene .una inmunoglobulina de cadena
sencilla también es conocido (Lee, H-S, et. al., Molecular Immunology (1999)
36, pp. 61-71; Shirrmann, T. et. al., mAbs (2010), 2, (1) pp. 1-4). Al dimerizar

la inmunoglobulina de cadena sencilla, el dimero resultante puede tener una
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estructura y una actividad simitar a las de un anticuerpo que es un tetramero
como tal. Ademas, el anticuerpo de la invencién puede ser un anticuerpo que
tiene una region variable de cadena pesada sencilla y no tiene una secuencia
de cadena ligera. Dicho anticuerpo se denomina un anticuerpo de dominio
sencillo (sdAb) o un nanocuerpo, y de hecho, se observa en camellos y llamas
y se ha reportado que tiene una afinidad de unién a antigeno (Muyldemans S.
et. al., Protein Eng. (1994) 7(9), 1129-35, Hamers-Casterman C. et. al., Nature
(1993) 363 (6428) 446-8). Se puede entender que los anticuerpos anfes
mencionados son tipos de fragmentos funcionales del anticuerpo de
conformidad con la invencion.

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

En casos en donde un anticuerpo es producido aislando primero
un gen de anticuerpo y después introduciendo el gen en el hospedero
apropiado, se pueden usar una combinacién de un hospedero apropiado y un
vector de expresion apropiado. Ejemplos especificos del gen de anticuerpo
incluyen una combinacién de un gen que codifica una secuencia de cadena
pesada de un anticuerpo descrita en esta descripciéon 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 expresién, y
también en diferentes vectores de expresion por separado. En casos en
donde se usan células eucariéticas como el hospedero, se pueden usar

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

No hay limitacién sobre el isotipo del anticuerpo de la invencion,
y ejemplos de los mismos incluyen 1gG (IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4), IgM, IgA
(IgA1, 1gA2), 1gD e IgE, y ejemplos preferidos de los mimos incluyen IgG e
IgM, y ademas, ejemplos mas pfeferidos de los mismos incluyen IgG1 e IgG2.

Ademas, el anticuerpo de la invencioén 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
ingeniefia genética y expresando el gen modificado en células cultivadas
adecuadas. Entre estos fragmentos de anticuerpo, un fragmento que tiene
todas o parte de las funciones de la molécula del anticuerpo de longitud
completa se puede llamar un fragmento funcional del anticuerpo. Como las

funciones del anticuerpo, generalmente una actividad de unién a antigeno,
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una actividad de neutralizacion de la actividad de un antigeno, una actividad
de incremento de la actividad de un antigeno, una actividad citotoxica
dependiente de anticuerpo, una actividad citotéxica dependiente de
complemento y actividad citotoxica celular dependiente de complemento se
pueden ejemplificar. La funcién del fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con la invencién es una actividad de unién a Siglec-15,
preferiblemente una actividad de inhibir la formacion 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 éadena pesada
y la cadena ligera son ligadas mediante un enlazador apropiado, un diacuerpo
(diacuerpos), un anticuerpo I‘ineal, y un anticuerpo poliespecifico compuesto
del fragmento de anticuerpo. Ademas, Fab’ que es un fragmento monovalente
en una regién 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 invencién puede ser un anticuerpo
poliespecifico con especificidad para por lo menos dos antigenos diferentes.
En general, dicha molécula se une a dos antigenos (es decir, un anticuerpo
biespecifico), sin embargo, el “anticuerpo poliespecifico”, como se usa aqui,
incluye un anticuerpo que tiene especificidad para dos o mas (por ejemplo,
tres) antigenos.

El anticuerpo poliespecifico de la invencién puede ser un
anticuerpo de longitud completa o un fragmento de dicho anticuerpo (por
ejemplo, un anticuerpo biespecifico F(ab’)2). El anticuerpo biespecifico puede
ser producido al ligar las cadenas pesada y ligera (pares de HL) de dos tipos

de anticuerpos, o también puede ser producido al fusionar hibridomas que
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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 Obfener al ligar la 'regién variable de cadena pesada y la region variable
de cadena ligera de un anticuerpo mediante un enlazador de polipétido
(P.Iuckthun, 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 regién
variable de cadena pesada y la regién 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 regién 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, o una
secuencia parcial deseada de aminoacidos, seleccionados de la cadena

pesada o la region variable de cadena pesada del anticuerpo antes
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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 porcién de enlazador de polipétido y un par
de iniciadores que define ambos exiremos 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 expresién que contiene el mismo y un hospedero transformado por
el vector de expresion se puede obtener de conformidad con procedimientos
comunes. Ademas, al usar el hospedero resultante, scFv se puede obtener de
conformidad con procedimientos comunes. Un fragmento de anticuerpo del
mismo se puede producir en un hospedero al obtener un gen y al expresar el
gen de la misma manera como se describi6 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 multimerizacién del anticuerpo, se puede ejemplificar la unién del
dominio CH3 de IgG a dos moléculas de scFv, unién a estreptavidina,
introduccion de un motivo de hélice-vuelta-hélice y similares.

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

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

Ademas, el anticuerpo de la invencién 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 o un compuesto
que tiene una accién farmacolégica (Nature Biotechnology (2005) 23, pp.
1137-11486).

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

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

Por ejemplo, como una columna que usa una columna Protein A,
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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 unién del anticuerpo al antigeno.

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

De los anticuerpos anti-Siglec-15 obtenidos por el método
descrito en el anterior punto “3. Produccién de anticuerpo anti-Siglec-15", se
puede obtener un anticuerpo que neutraliza la actividad biolégica de Siglec-
15. Dicho anticuerpo que neutraliza la actividad biologica de Siglec-15 inhibe
la actividad biolégica de Siglec-15 in vivo, es decir, la diferenciacién 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 maduraciéon anormal de osteodlastos como un agente
farmacéutico. El metabolismo anormal de hueso puede ser cualquier trastorno
caracterizado por pérdida neta de hueso (osteopenia u ostedlisis). En general,
el tratamiento y/o prevencién por el anticuerpo anti-Siglec-15 son/es aplicado
a un caso en donde la inhibicion de resorcion 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 acompanante de osteoporosis), artritis reumatoide acomparante
de destruccién de hueso, hipercalcemia cancerosa, mieloma mdaltiple
acompanante de destrucciéon de hueso o metastasis de cancer a hueso, tumor
de celulas gigantes, osteopenia, pérdida de dientes debido a periodontitis,

osteolisis alrededor de una articulacion prostética, destruccion de hueso en
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osteomielitis cronica, 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 acompanada por
pérdida neta de hueso causada por osteoclastos. Ejemplos del anticuerpo
anti-Siglec-15 que se ha de usar como el agente farmacéutico antes
mencionado incluyen un anticuerpo quimérico y un anticuerpo humanizado
producido a partir del anticuerpo #32A1 por el método descrito en el punto 3.
“(3) Oftros anticuerpos”. Ademas, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo
humanizado y un anticuerpo humano que comparten el mismo epitope que el
anticuerpo #32A1 también se pueden usar como un agente farmacéutico. El
que un cierto anticuerpo anti-Siglec-15 comparta el mismo epitope que el
anticuerpo #32A1 se puede confirmar al observar si estos anticuerpos se unen
o no al mismo 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 biolégica de Siglec-15 se puede determinar, por ejemplo, por la
actividad de inhibir la diferenciacion de las células que sobreexpresan Siglec-
15 en osteoclastos. Por ejemplo, el anticuerpo anti-Siglec-15 se afiade a
celulas RAW 264.7 o células RAW 264 que son una linea de células
derivadas de monolitos de ratén a varias concentraciones, y la actividad de
inhibir la diferenciacion en osteoclastos por estimulacién con RANKL o TNF-o.
se puede determinar. Ademas, el anticuerpo anti-Siglec-15 se afiade a células
cultivadas primarias derivadas de médula ésea a varias concentraciones, y la
actividad de inhibir la diferenciacién en osteoclastos por estimulacién con
RANKL, TNF-a, o vitamina D; activa se puede determinar. Ademas, el

anticuerpo anti-Siglec-15 se afiade a células precursoras de osteoclastos
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humanos normales (Normal Human Natural Osteoclast Precursor. Cells,
disponible de Sanko J'unyaku Co., Ltd.,, Cat. No. 2T-110) a varias
concentraciones, y la actividad de inhibir la diferenciacion en osteoclastos por
estimulacién 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 determinar usando la
inhibicion de formacién de osteoclastos multinucleados TRAP-positivos, es
decir, la inhibicién de fusién celular de osteoclastos como un indice. Ademas,
en un experimento que utiliza una prueba de fosa (Takada et al., Bone and
Mineral, (1992) 17, 347-359) usando células derivadas de fémur y/o tibia, la
actividad in vitro de inhibir la resorcién de hueso por osteoclastos se puede
determinar afiadiendo el anticuerpo anti-Siglec-15 a células derivadas de
fémur y/o tibia a varias concentraciones, y observando la formacién de fosa en
una rebanada de dentina. Como un sistema para determinar la actividad in
vitro de inhibir la resorcion de hueso 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 0 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 util como un agente farmacéutico, particularmente como una
composiciéon farmacéutica para tratar o prevenir el metabolismo anormal de
hueso tales como osteoporosis, artritis reumatoide acomparante de

destruccién de hueso, o metéstasis de cancer a hueso acompafiante de
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destruccién de hueso, o como un anticuerpo parar diagnostico inmunolégico
de dicha enfermedad.

En el tratamiento de artritis reumatoide (RA), un problema mayor
es pérdida de hueso que acompaiia la ocurrencia de la enfermedad. Se ha |
reportado que en esta pérdida de hueso que acompaiia RA, los osteoclastos
juegan un papel primario. Las citocinas consideradas como las mas
importantes para induccién de osteoclastos (diferenciacion 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 sefnuelo para RANKL puede inhibir la formacion de osteoclastos
inducida por RANKL pero no inhibe la formacién de osteoclastos inducida por
TNF-a. Por otra parte, el anticuerpo anti-Siglec-15 de conformidad con la
invencion efectivamente inhibié la formacion de osteoclastos inducida por
RANKL y TNF-a. Por lo tanto, se espera que el anticuerpo anti-Siglec-15 de la
invencion puede inhibir la pérdida de hueso y destruccién de hueso inducida
por TNF-o. en RA o similar mas fuertemente que un bloqueador de RANKL
(OCIF/OPG, un anticuerpo anti-RANKL o similar).

Como un ejemplo, para el tratamiento o prevencidon de
metabolismo anormal de hueso, el anticuerpo anti-Siglec-15 se puede
administrar sola o en combinacién con por lo menos otro agente terapéutico
para una enfermedad relacionada con hueso. Como otro ejemplo, el
anticuerpo anti-Siglec-15 se puede administrar en combinacién con una
cantidad terapéuticamente efectiva de un agente terapéutico para el
metabolismo anormal de hueso. Ejemplos del agente terapéutico que se
puede administrar en combinacion 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
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estradiol, SERMs (moduladores de receptor de estrégeno selectivos),
ipriflavona, vitamina K, (menatetrenona), preparaciones de calcio, PTH
(hormona paratiroidea), agentes antiinflamatorios no esteroideos (por ejemplo,
celecoxib y rofecoxib), receptores de TNF solubles (por ejemplo, etanercept),
anticuerpos anti-TNF-a. o fragmentos funcionales de los anticuerpos (por
ejemplo, infliximab), anti-PTHrP (proteina relacionada con hormona
paratiroidea) anticuerpos o fragmentos funcionales de los anticuerpos,I
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 juntoé encapsulandolos en la misma preparaéic’m.
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 genica, un gen de un agente terapéutico proteinaceo para una
enfermedad de los huesos y un gen del anticuerpo anti-Siglec-15 se pueden
insertar hacia el extremo 3’ de la misma 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 o un fragmento del mismo, un conjugado
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de farmaco objetivo como se describe en M. C. Garnet “Targeted drug
conjugates: principles and progress”, Advanced Drug Delivery Reviews, (2001)
93, 171-216 puede ser producido. Para lograr este propdsito, otra molécula
distinta al 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 invencion, el anticuerpo y el fragmento se pueden usar de
la misma manera. El conjugado formado por el anticuerpo anti-Siglec-15 o un
fragmento del mismo y un agente terapéutico para una enfermedad de los
huesos puede ser cualqyiera de varias formas descritas én M. C. Garnet
“Targeted drug conjugates: principles and progress”, Advanced Drug Delivery
Reviews, (2001) 53, 171-216, G. T. Hermanson “Bioconjugate Techniques”
Academic Press, California (1996), Putnam y J. Kopecek “Polymer Conjugates
con Anticancer Activity” Advancés 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 d‘irectamente o mediante un separador tal como un
oligopéptido y un conjugado formado por un vehiculo de farmaco apropiado
puede ser ejemplificado. Ejemplos del vehiculo de farmaco incluyen un
liposoma y un polimero soluble en agua. Ejemplos méas 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 tos
huesos se incorporan en un liposoma y el liposoma y el anticuerpo se
conjugan uno otro, y un conjugado en el cual un agente terapéutico para una
enfermedad de los huesos es conjugado a un polimero soluble en agua (un
compuesto que tiene un peso molecular de aproximadamente 1000 a 100000)
quimicamente y directamente o mediante un separador tal como un

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

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

La invencién también provee una composicién farmacéutica que
contiene una cantidad terapéuticamente y/o preventivamente efectiva del
anticuerpo anti-Siglec-15, una cantidad terapéuticamente y/o preventivamente

efectiva de por lo menos un agente terapéutico para una enfermedad de los
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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, pamidronato, risedronato y zoledronato), vitamina Dj; activa,
calcitonina y derivados de los mismos, hormonas tales como estradiol, SERMs
(moduladores de receptor de estrogeno selectivos), ipriflavona, vitamina K;
(menatetrenona), preparaciones de calcio, PTH (hormona paratiroidea),
agentes antiinflamatorios no esferoideos (por ejemplo, celecoxib y rofecoxib),
receptores de TNF solubles (por ejemplo, etanercept), anticuerpos anti-TNF-o.
o fragmentos funcionales de los anticuerpos (por ejemplo, infliximab),
anticuerpos anti-PTHrP (proteina relacionada con hormona paratiroidea) o
fragmentos funcionales de los anticuerpos, antagonistas de receptor de IL-1
(por ejemplo, anakinra), anticuerpos anti-receptor de IL-1 o fragmentos
funcionales de los anticuerpos (por ejemplo, tocilizumab), anticuerpos anti-
RANKL o fragmentos funcionales de los anticuerpos (por ejemplo,
denosumab) y OCIF (factor inhibidor de osteoclastogénesis).

Una sustancia que se ha de usar en una preparacion aceptable
en la composicién 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 farmacéutica de la invencién puede contener
una sustancia para uso farmacéutico que es capaz de cambiar o mantener el
pH, presién osmética, viscosidad, transparencia, color, isotonicidad, condicién
aseptica, estabilidad, solubilidad, velocidad de liberacion, velocidad de
absorcion, y permeabilidad de la misma. Ejemplos de dicha sustancia para
uso farmacéutico incluyen, pero no se limitan a, aminoacidos tales como

dlicina, alanina, glutamina, asparagina, arginina vy lisina; agentes
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antimicrobianos; antioxidantes tales como acido ascérbico, sulfato de sodio, y
sulfito acido de sodio; reguladores de pH tales como reguladores de pH de
fosfato, citrato, borato, bicarbonato de sodio, y soluciones de Tris-HCI;
llenadores tales como manitol y glicina; agentes quelatadores tales como
etilendiamino tetraacetato (EDTA); agentes formadores 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,
4cido sérbico y perdxido de hidroégeno; solventes tales como glicerina,
propilenglicol y polietilenglicol; alcoholes de azlcar tales como manitol y
sorbitol, agentes de suspension; agentes tensoactivos tales como éster de
sorbitan, polisorbatos incluyendo polisorbato 20 y polisorbato 80, Triton,
trometamina, lecitina y colesterol; agentes incrementadores de estabilidad
tales como sacarosa y sorbitol; agentes incrementadores de elasticidad tales
como cloruro de sodio, cloruro de potasio, y manitol y sorbitol; agentes de
transporte; excipientes; y/o'adyuvantes farmacéuticos. La cantidad de estas
sustancias afadidas para uso farmacéutico es preferiblemente de 0.01 a 100
veces, particularmente preferiblemente de 0.1 a 10 veces el peso del
anticuerpo anti-Siglec-15. Los expertos en la técnica pueden determinar
apropiadamente una formulacién preferida de la composicion farmacéutica en
una preparacién dependiendo de la enfermedad a la cual se aplica la
composicion, la via de administracién, o similar.

El excipiente o vehiculo en la composicion farmacéutica puede

estar en forma de un liquido o un sélido. Un excipiente o vehiculo apropiado
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puede ser agua inyectable, solucion salina fisioldgica, un fluido espinal
cerebral artificial, u otra sustancia cominmente usada para administracién_
parenteral. Ademas, la solucién salina fisioldgica neutra o sblucién salina
fisiologica que contiene albumina de suero también se puede usar como un
vehiculo. La composicion farmacéutica puede contener un regulador de pH
Tris de pH 7.0 a 8.5, un 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 ofro compuesto. Ejemplos de la
composicion farmacéutica de la invencién incluyen una composicién
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 composicién farmacéutica de la invencion se puede preparar
para administracién parenteral o para absorcién gastrointestinal a través de
administracion oral. La composicién y concentraciéon 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 composicién
farmacéutica de la invencion es para Siglec-15, es decir, mientras mas baja es
la constante de disociacion (valor de Kd) del mismo es para Siglec-15, mas el
anticuerpo anti-Siglec-15 puede mostrar su eficacia de farmaco aun cuando

reduce la dosis para humanos. Por lo tanto, la dosis de la composicién
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farmacéutica de la invencién 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 composicién farmacéutica
de la invencién incluyen inyecciones incluyendo infusiones, supositorios,

agentes transnasales, agentes sublinguales y absorbentes percutaneos.
EJEMPLOS

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

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

EJEMPLO 1

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

raton

Una secuencia parcial de nucleétidos que codifica el dominio
extracelular de proteina Siglec-15 de ratdn esta representada por SEQ ID NO:

5 en el listado de secuencias y una secuencia de aminoacidos de la misma
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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 Siglec-15 soluble de ratén por PCR

Como iniciadores para amplificar el ADNc del dominio
extracelular de Siglec-15 de ratén por PCR, un oligonucleétido que tiene una
secuencia de 5'-ggggacaagt fttgtacaaaa aagcaggctt caccATGGAG
GGGTCCCTCC AACTC-3’ (mSiglec-15-ECD-F: SEQ ID NO: 7 en el listado de
secuencias); y un oligonucleétido que tiene una secuencia de 5’-ggggaccact
ttgtacaaga aagctgggtc TCCGGGGGCG CCGTGGAAGC GGAAC-3' (mSiglec-
15-ECD-R: SEQ ID NO: 8 en el listado de secuencias) se sintetizaron de
conformidad con un procedimiento comun. Incidentalmente, estos iniciadores
se disefiaron como iniciadores de amplificaciéon 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 usa.ndo esta combinacion de iniciadores y un polinucleétido
que contiene una secuencia de marco de lectura abierta del raton Siglec-15
com una plantila de conformidad con un procedimiento comdn. 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 repitid
15 veces, seguido por calentamiento a 68°C durante 5 minutos e incubando a

4°C.

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

Un clon de entrada en el cual el ADNc de dominio extracelular de

Siglec-15 de raton fue integrado por la tecnologia Gateway (Invitrogen, Inc.)
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utilizando un sistema de recombinacién especifico del sitio de fago lambda fue
producido por el siguiente método. Primero, una reaccién de BP que usa BP
Clonase se realiz6 entre el producto de PCR que tiene una secuencia de attB
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
solucién de reaccidon, Escherichia coli DH10B fue transformada, PCR de
colonia se realiz6 para clones resistentes a farmacos, y el tamafio de insertos
fue confirmado. Después, para un clon que se confirmd que tenia un inserto
con el tamario 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 nucleétidos (SEQ ID NO: 5
en el listado de secuencias) que codifica el dominio extracelular de la proteina

Siglec-15 de raton.

c) Produccién de clon de expresion por reaccion de Gateway LR

Un clon de expresion en el cdal el ADNc de dominio extracelular
de Siglec-15 de ratén fue integrado por la tecnologia Gateway (Invitrogen,
Inc.) utilizando un sistema de recombinaci()h especifico del sitio de fago
lambda fue producido por eI.siguiente método. El clon de entrada producido
en b) contiene un inserto que tiene una secuencia de attL en ambos extremos.
Una reaccién de LR usando LR Clonase se realiz6 entre este clon de entrada
y dos tipos de vectores de destino que tienen una secuencia de attR.
Incidentalmente, como los vectores de destino, dos tipos de vectores de
destino: pDONM disefiados de tal manera que una etiqueta de epitope V5 y
una etiqueta 6 x His se afladen al C terminal del inserto; y phlgFc disefiado de
tal manera que una etiqueta Fc 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 realiz6 para
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los clones resistentes a farmaco obtenidos, y el tamafio de los insertos fue
confirmado. Después, para un clon que se confirmé que tenia un inserto con
el tamafio correcto, se realizdé un analisis de secuencia de ambos extremos

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

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

y

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

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

secuencias.
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EJEMPLO 2

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

Los dos tipos de vectores de expresion (Siglec-15/pDONM
soluble de raton y Siglec-15/phigFc soluble de ratén) obtenido en el ejemplo 1
se prepard en una cantidad de aproximadamente 5 mg, respéctivamente.
Incidentalmente, en la purificacion de plasmidos de Escherichia coli cultivados
a gran escala, se us6 Invitrogen PureLink HiPure Plasmid Gigaprep Kit
(fabricado por Invitrogen, Inc.). El plasmido asi preparado se mezclé con Opti-
MEM (fabricado por Invitrogen, Inc.), la mezcla resultante fue esterilizada por
filtracion, 10 ml de un reactivo de transfeccién 293fectin (fabricado por
Invitrogen, Inc.) se afiadié a la misma, y la mezcla resultante se incubd a
temperatura ambiente durante 20 minutos. Esta mezcla se afadio a células
FreeStyle 293-F (fabricadas por Invitrogen, Inc.) cultiv.adas en matraces
Erlenmeyer de tal manera que la densidad de células alcanzé 1.1 x 10°
células/ml x 5 L (1 L/matraz x 5 matraces) en medio FreeStyle 293 Expression
Medium (fabricado por Invitrogen, Inc.). Después de que las células habian
sido sometidas a cultivo con agitacion (125 rotaciones/min) a una
concentracion de CO; de 8.0% durante 96 horas (4 dias) a 37°C, Ia solucion
de cultivo se recolectdé y se centrifugdé para preparar un sobrenadante de
cultivo. Se considera que en el sobrenadante de cultivo asi preparado, una
proteina en la cual una etiqueta de epitope V5 y una His tag 6x se han
anadido al lado C-terminal del dominio extracelulér Siglec-15 de raton (Siglec-
15-His de ratén) y una proteina en la cual una etiqueta Fc humana se ha
afiadido al lado C-terminal del dominio extracelular Siglec-15 de ratén (Siglec-

15-Fc de ratén) se expresan, respectivamente.
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EJEMPLO 3

Purificacion de Siglec-15-His de ratén

a) Cromatografia en columna HisTrap HP

A 2 L de la solucion 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 (600 mM Tris, 1.5 M NaCl, 200 mM imidazol, pH 8.0) se afiadio, y la
mezcla resultante se agité bien y se filtr6 a través de un filtro Sterivex-GV
(fabricado por Millipore Co., Ltd.). Esta soluciéon de cultivo se aplicé a una
velocidad de flujo de 2 ml/min a una columna que comprendia tres columnas
de HisTrap HP 5 ml (fabricada por Amersham Biosciences, Inc.) conectadas
en serie y se traté anteriormente con un agente removedor de pirégeno
PyroCLEAN (fabricado por ALerCHEK, Inc.) y se lavé con agua destilada para
inyeccion. Después de que la columna se lavo con 60 mi de regulador de pH
50 mM Tris-HCI (pH 8.0) que contenia 300 mM NaCl a una velocidad de flujo
de 1 ml/min, uné proteina adsorbida a la columna se eluyé con 50 ml de
regulador de pH 50 mM Tris-HCI (pH 8.0) que contenia 300 mM NaCl y 500
mM imidazol a una velocidad de flujo de 1 ml/min. El producto eluido fue
fraccionado a 1 ml por fraccién en tubos mini-sorp (fabricado por Nunc, Inc.) a
los cuales se habia afiadido previamente 10 pl de 10% Tween 20. Después 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 ml
con un concentrador de membrana centrifuga Ahicon Ultra-15 (fabricado por
Millipore Co., Ltd.), el concentrado se aplicé a una columna de destilaciéon 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), seguido por elucién con T-PBS, por lo que se

obtuvo 3.5 ml de una muestra cuyo solvente fue reemplazado por T-PBS.
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b) Cromatografia en columna Resource Q

A 3.5 ml de la muestra que fue purificada por cromatografia en
columna HisTrap HP y cuyo solvente fue reemplazado por T-PBS, 22.5 ml de
regulador de pH 50 mM Tris-HCI (pH 7.5) que contenia 0.1% CHAPS se
anadié y la mezcla resultante se agit6. Después, la mezcla se centrifugé a 4°C
durante 30 minutos a 3,000 rpm y el precipitado fue removido. Después de
que el sobrenadante resultante se filtr6 a través de un filtro Millex-GV
(fabricado por Millipore Co., Ltd.), el filtrado se aplicé a una velocidad de flujo
de 1 ml/min a una columna Resource Q 6 ml (fabricado por Amersham
Biosciences, Inc.) que previamente habia sido equilibrada con regulador de
pH 50 mM Tris-HCI (pH 7.5) que contenia 0.1% CHAPS. Por lo tanto, la
columna se 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 centrifugacion fue
crioconservado a —80°C hasta usarse. El procedimiento de purificacién antes
mencionado (cromatografia en columna HisTrap HP y cromatografia en

columna Resource Q) se realizé al repetirlo dos veces.

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

ratén

Al usar una muestra preparada por el procedimiento de
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purificacién antes mencionado (cromatografia en columna HisTrap HP y
cfomatografia en columna Resour¢e Q), se realizé electroforesis de SDS-
poliacrilamida bajo condiciones reductoras y tincion con plata. Es decir, a 5 ul
de cada una de las muestras purificada por los pasos de purificacion
respectivos, se afadi6 una cantidad equivalente de una solucién de
tratamiento de SDS, y la mezcla resultante se tratdé térmicamente a 95°C
durante 10 minutos. 0.3 ul de cada una de las muestrés térmicamente tratadas
se usO para electroforesis de SDS-poliacrilamida. Como un gel para
electroforesis, se usé un gel de gradiente de poliacrilamida de 8-25%
(fabricado por Amersham Biosciences, Inc.), y la electroforesis se realizd
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 tincién con plata se realizé usando PhastGel Silver Kit
(fabricado por Amersham Biosciences, Inc.) y PhastSystem. Los resultados se
muestran en la figura 1. Se mostré6 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 realizd bajo las mismas condiciones excepto
que ECL DualVue Western Biotting Markers (fabﬁcado por Amersham
Biosciences, Inc.) se usaron como los marcadores de peso molecular, y la
proteina en el gel fue transferido (blott) a una membrana de PVDF (Hybond-P,
fabricado por Amersham Biosciences, Inc.) usando un PhastTransfer Semi-dry
Transfer Kit (fabricado por Amersham Biosciences, Inc.) y PhastSystem. Esta
membrana de PVDF se agité suavemente en 10 mi 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
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bloqueo, 10 pul de S-proteina HRP (fabricado por Amersham Biosciences, Inc.)
y 10 pl de un anticuerpo anti-V5-HRP (anticuerpo monoclonal para Pk-TAG-
HRP, fabricado por Acris Anticuerpos) se afnadieron y la membrana en la
solucién se agité suavemente a terhperatura ambiente durante 1 hora
adicional. La membrana de PVDF se lavd 4 veces al agitarlo suavemente en
50 mL de fosfato-regulador de solucion salina regulada en su pH con fosfato
(PBS) que contenia 0.01% Tween 20 durante 5 minutos. Después del lavado,
la membrana de PVDF se trat6 de conformidad con el protocolo que
acompafid un kit de deteccién ECL (fabricado por Amersham Biosciences,
Inc.) para revelar el color de la banda de la proteina, y el color revelado se
detecté 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 Ia

fraccion de proteina que no fue adsorbida a la columna Resource Q.

d) Medicién_de concentracion de proteina de Siglec-15-His

purificada de ratén

Para la Siglec-15-His purificada de raton (la fraccion de proteina
que no fue adsorbida a la columna Resource Q), la concentracién de proteina
se midi6 con un kit de prueba de proteina DC (fabricado por Bio-Rad
Laboratories, Inc.) usando albumina de suero de bovino como una muestra.
estandar. Como se muestra en el cuadro 1, un total de 1.66 mg de proteina
Siglec-15-His purificada de ratén se obtuvo al realizar el procedimiento de

purificacién dos veces.
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CUADRO 1
Concentracién de Volumen de la Total de proteina
proteina (mg/ml) muestra. (ml) (mg)
1 0.475 2.0 0.95
2° 0.354 2.0 0.71
Total 1.66
EJEMPLO 4

Purificacion de Siglec-15-Fc de ratén

a) Proteina en columna HiTrap Protein A

1.8 L de la solucion de cultivo de células 293F que expresan
Siglec-15-Fc de ratén preparada en el ejemplo 2 se filtré a través de un filtro
Sterivex-GV (fabricado por Millip_ore Co., Ltd.), y después el filtrado se aplicd a
una columna HiTrap Protein A 5 ml (fabricada por Amersham Biosciences,.
Inc.) que previamente habia sido equilibrada con PBS de Dulbecco (D-PBS,
fabricado por Invitrogen, Inc.) a una velocidad de flujo de 5 mi/min. Después
de que la columna se lavé con D-PBS a una velocidad de fiujo de 5 ml/min,
una proteina adsorbida a la columna se eluyé con 50 ml de regulador de pH
de 0.1 M citrato de sodio (pH 3.0) a una velocidad de flujo de 5 ml/min. El
material eluido se fraccioné a 5 ml por fraccién en tubos mini-sorp (fabricado
por Nunc, Inc.), e inmediatamente después, 1.3 ml de 1 M Tris se afiadi6 al
mismo para neutralizar el material eluido. Después de que una solucion
obtenida al combinar las fracciones (fracciones 1 y 2) en la cual la proteina
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 solucidn

salina fisiolégica para inyeccion (TO-SS, fabricada por Otsuka Pharmaceutical
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Co., Ltd.) que contenia 0.01% Tween 20, seguida por elucion con TO-SS, por
lo que 3.5 ml de una muestra cuyo solvente fue reemplazado por TO-SS se
obtuvo. Esta muestra fue crioconservada a —80°°C hasta usarse. Al usar 2.9 L
de una soluciéon de cultivo de células 293F, el mismo procedimiento de

purificacion se realiz6 al repetirlo una vez mas.

b) Deteccidén y prueba de pureza de Siglec-15-Fc purificada de

ratén

Al usar una muestra preparada por el procedimiento de
purificacidbn antes mencionado, se realizaron electroforesis de SDS-
poliacrilamida bajo condiciones reductoras y tincion con plata. Es decir, a 5 pl
de cada una de las muestras purificada por los pasos de purificacion
respectivos, una cantidad equivalente de una solucién de tratamiento de SDS
se afadid, y la mezcla resultante se calent6 a 95°C durante 10 minutos. 0.3 pl
de un a muestra obtenida al diluir cada una de las muestras térmicamente
tratadas a 1/300 6 1/900 con una concentracion media de la soluciéon de
tratamiento de SDS se us6 para electroforesis de SDS-poliacrilamida. La
electroforesis y tincion con plata se realizaron de la misma manera que la
prueba de pureza de Siglec-15-His de ratén descrita en c) del ejemplo 3. Los
resultados se muestran en la figura 3 junto con los resultados del examen de
condiciones de purificacion preliminar a escala pequefia (el pH de la solucion
de cultivo aplicada fue 8.9 6 7.0). Se mostr6é que una proteina que tenia un
peso molecular de aproximadamente 55 kDa (Siglec-15-Fc de raton) fue
eficientemente purificada y concentrada en la fraccién de proteina que se

eluy6 de la columna de HiTrap Protein A.

c) Medicién de concentracién de proteina de Siglec-15-Fc

purificada de ratén
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Para la Siglec-15-Fc urificada de ratén (la fraccién de proteina
eluida de la columna de desalacion PD-10), la concentracién de proteina se
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. 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.
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CUADRO 2
Concentracion de Volumen de la Total de proteina
proteina (mg/ml) muestra. (ml) (mg)
1 8.0 3.5 28
2° 18.5 3.5 64
Total 92
EJEMPLO 5§

Establecimiento de hibridoma productor de anticuerpo monoclonal anti-

ratén Siglec-15 de rata

a) Preparacion de antigeno

La proteina Siglec-15-His de raton producida en el ejemplo 3 se
preparé a 100 pg/0.5 mi, y una cantidad equivalente de un adyuvante se
afiadi6 a la misma y una emulsién se produjo usando una jeringa de vidrio.
Como el adyuvante, adyuvante completo de Freund (FCA, fabricado por Difco
Laboratories, Inc.) se usé sélo para la primera inmunizacién, y adyuvante
incompleto de Freund (FICA, fabricado por Difco Laboratories, Inc.) se usé

para la segunda inmunizacion y posteriormente.

b) Inmunizacién de rata

Cuatro ratas (Wistar, hembras, 6 semanas de edad, comprado
de CLEA Japan, Inc.) se usaron como énimales inmunizados. La emulsion
obtenida en a) se inyect6 subcutaneamente e intradérmicamente usando una
aguja de inyeccién de 27 G de tal manera que la cantidad del antigeno fue 50
ug por rata. La inmunizacién se realizé un total de 4 veces cada 7 dias
después de la primera inmunizacion. Una pequefa cantidad (200 ul) de la
sangre fue recolectada de la vena de la cola después de 7 dias desde la fecha
de la 42, inmunizacion, y se preparé un antisuero. Para confirmar el titulo de

anticuerpo del antisuero, ELISA que usaba la proteina Siglec-15-His de ratén

i
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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 realiz6. Como resultado, la reactividad con la
proteina Siglec-15-His de ratén y la proteina Siglec-15-Fc de raton se observd
en todas las cuatro ratas (ratas Nos. 1 a 4). Por otra parte, la reactividad con
BSA no se observd. De estos resultados, se confirmé que el titulo de
anticuerpo en el suero de cada una de las ratas inmunizadas se incremento, y
por lo tanto, la rata No. 2 que mostré el titulo de anticuerpo mas alto fue

sometida a un procedimiento de fusién celular.

c) Fusion celular

Se realizd fusion celular de conformidad con un método comun
de fusion de células de bazo de ratén (rata) con células de mieloma. La
sangre entera fue recolectada del corazén de la rata bajo anestesia con éter y
la rata fue sacrificada, y después el bazo fue extirpado. Las células del bazo
recolectadas y células P3X63Ag8.653 (ATCC CRL 1580) que son células de
mieloma de raton fueron sometidas a fusion celular usando polietilenglicol
(PEG). Las células resultantes se sembraron en una placa de 96 pozos, y un
medio que contenia hipoxantina (H), aminopterina (A) y timidina (T) (medio de
seleccion de HAT) se afadid 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 fusién
celular fue confirmada. Después, el titulo de anticuerpo fue evaluado por
ELISA usando la proteina Siglec-15-His de ratén que se habia usado como el
antigeno, la proteina Siglec-15-Fc de raton producida en el ejemplo 4, o BSA,
cada una de las cuales fue inmovilizada, e hibridomas productores de
anticuerpo  monoclonal anti-Siglec-15 de ratén se determinaron

selectivamente. A partir de los resultados de la determinacion selectiva, 12
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pozos que mostraron un titulo de anticuerpo alto se seleccionaron y los
hibridomas contenidos en los pozos fueron sometidos a un procedimiento de

clonacion.

d) Clonacién de hibridoma

Para el hibridoma asi seleccionados, se realiz6 un primer paso
de clonacién por un método de dilucidon limitante. Después de la dilucion
limitante, los hibridomas se cultivaron durante 2 semanas, y el titulo de
anticuerpo en el sobrenadante de cultivo fue confirmado por ELISA usando la
proteina Siglec-15-Fc de 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 realizé un segundo paso de clonacion (de la 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,
#BA1, #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
numero de acceso de FERM BP-10999 bajo el nombre de anti-Siglec-15
Hybridoma #32A1.

EJEMPLO 6

Preparacién de anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata

a) Preparacion de ascitos de ratén sin pelo

Los hibridomas establecidos en el ejemplo 5 se cultivaron

usando medio TIL Media | (fabricado por Immuno-biological Laboratories Co.,
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Ltd.) que contenia 10% FCS. El subcultivo de las células se llevé a cabo al
realizar un procedimiento en el cual la soluciéon 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 mi/raton) previamente alx
107 células por ratén. En la implantacién, se usaron tres ratones sin pelo para
cada uno de los 10 clones de hibridomas. Después de la implantacion, los
ascifos fueron recolectados cuando se observé suficiente acumulacion de
ascitos, que se combinaron con aquellos recolectados de los otros dos
ratones implantados con el mismo hibridoma, la cantidad de los ascitos asi
combinados se midid, y los ascitos se crioconservaron hasta la purificacion del
anticuerpo. Las cantidades de los ascitos recolectados para los hibridomas

respectivos se resumen en el cuadro 3.

CUADRO 3
. Cantidad de ascitos . Cantidad de ascitos

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

#3A1 8.0 #39A1 14.5

#8A1 6.0 #40A1 20.3

#24A1 7.8 #41B1 10.5

#32A1 5.5 #61A1 12.3

b) Purificacién de anticuerpo

La cantidad total de los ascitos recolectados se someti6 a
purificacién de IgG usando una columna de 20 ml Protein G (fabricado por GE
Healthcare, Co., Ltd.). La Ing purificada se probd para pureza por analisis de
filtracion en gel (cromatografia en columna Superdex 200), y algunos de los

anticuerpos fueron sometidos a concentracion de membrana centrifuga. Es
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decir, entre los 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 rpm durante 30 a 60 minutos a 4°C usando
un concentrador de membrana centrifuga Amicon Ultra-15 (fabricado por
Millipore Co., Ltd.). Subsecuentemente, para el anticuerpo #24A1 y los otros 9
tipos de anticuerpos concentrados, la concentracion ed proteina se midié con
un kit de prueba de proteina DC (fabricado por Bio-Rad Laboratories, Inc.)
usando albumina de suero de bovino (BSA) como una muestra estandar.
Mediante procedimiento antes mencionado, se preparé el anticuerpo anti-

raton Siglec-15 monoclonal.

EJEMPLO 7

Evaluacién de propiedad de unién de anticuerpo monoclonal anti-ratén

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

La propiedad del anticuerpo monoclonal anti-ratén 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 ratén producida en el ejemplo 4 se diluyé
a 5 pg/ml con regulador de pH de .carbonato de sodio 0.1 M (pH 9.5), y la
solucion resultante se afiadié a una placa de 96 pozos (fabricada por Naige
Nunc International, Inc., Cat. No. 430341) a 100 pl/pozo. Después de que la
placa se dejé a temperatura ambiente durante 1 hora, la solucién fue removida
y un regulador de pH de lavado (solucién salina regulada en su pH con fosfato
que contiene 0.05% Tween 20) se afiadi6 a 300 pl/pozo y después se
removio. Después de este procedimiento de lavado se realiz6 una vez mas,
solucion salina regulada en su pH con fosfato que contenia 25% BlockAce

(fabricado por Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) se afadi6 a 200
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ul/pozo, y la placa se dejé a temperatura ambiente durante 1 hora, por lo que
se realizd bloqueo. El liquido fue removido, y la placa se lavé dos veces con
300 pl/pozo del regulador de pH de lavado. Después, cada uno del anticuerpo
monoclonal anti-ratén Siglec-15 de ratas preparado en el ejemplo 6 o IgG de
control de rata (fabricada por R&D Systems, Inc.) se diluyé a una
concentracion final de 1.28 a 20,000 ng/ml (serie de dilucién de 5 veces) con
un regulador de pH de ELISA (solucién salina regulada en su pH con fosfato
que contenia 12.5% de BlockAce y 0.05% de Tween 20), y la solucion de
anticuerpo diluida resultante se afadi6 a la placa a 100 ul/pozo. Después de
que la placa se dejé a temperatura ambiente durante 1 hora, el liquido fue
removido, y la placa se lavé 3 veces con 300 pl/pozo del regulador de pH de
lavado. Subsecuentemente, un anticuerpo anti-rat IgG de cabra marcado con
HRP (peroxidasa de rédbano picante) (fabricado por Beckman Coulter, Inc.)
diluido a 1,000 veces con un regulador de pH de ELISA se afiadi6 a 100
ul/pozo, y la placa se dejé a temperatura ambiente durante 1 hora. El liquido
fue removido y la placa se lav6 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 acompariaba al kit. Después de revelar el
color, se midi6 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-
raton Siglec-15 de ratas examinadas se unian a la proteina Siglec-15 de ratén
de una manera dependiente de la concentracién de anticuerpo (figura 4). ‘Por
otra parte, en el caso de la IgG de control de rata, no se observé la unién a la

proteina Siglec-15 de ratén.

EJEMPLO 8
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Preparacion de células no adherentes de médula ésea de ratén

El fémur y tibia se extirparon de un ratén 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 inyecté usando una jeringa con una
agﬁja de inyeccion de calibre 25 para extraer células de médula 6sea, que
fueron recolectadas en un tubo de centrifuga. La centrifugacién se realizé a
temperatura ambiente durante 5 minutos a 100 g, y el sobrenadante fue
removido. A la pastilla de células resultante, se afadié 1 ml de un regulador
de pH hemolitico (Red Blood Cell Lysing Buffer (regulador de pH de lisis de
glébulos rojos), fabricado por Sigma Co., Ltd.) para suspenderlo, y la
suspension resultante se dejé a temperatura ambiente durante 5 minutos. 20
ml de D-PBS se afadié a la misma, y la suspensién se centrifugd a
temperatura ambiente durante 5 minutos a 100 g, y el sobrenadante fue
removido. A la pastilla de células resultante, se afadié 10 ml de medio MEM-a
(fabricado por Invitrogen, Inc.) que contenia 5 ng/ml de M-CSF (fabricado por
R&D Systems, Inc.) y 10% de suero de bovino fetal (FBS) para suspenderio.
Después, la 'suspensién resultante se hizo pasar a través de un colador de
celulas (40 um 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 con CO,. Después del cultivo durante la noche, las células que no
se adherieron al matraz en forma de T fueron recuperadas y usadas como

células no adherentes de médula 6sea de raton.

EJEMPLO 9

Evaluacion de actividad biolégica de anticuerpo monoclonal anti-ratén
Siglec-15 de rata basado en prueba para formacién de osteoclastos de
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ratén

Al usar todas las 10 muestras de prueba de los anticuerpos
monoclonales anti-ratén Siglec-15 producidos en el ejemplo 6, un efecto sobre
diferenciacién de osteoclastos de células no adherentes de médula 6sea de
raton se examind. Las células no adherentes de médula 6sea de raton
preparadas por el método del ejemplo 8 se prepar6 a 1.5 x 10° células/ml en
medio a-MEM que contenia 10% de FBS y 10 ng/ml de M-CSF (fabricado por
R&D System, Inc.), y la preparacion de células resultante se sembré en cada
pozo de una placa de 96 pozos en una cantidad de 200 ul y las células se
cultivaron durante 2 dias en una incubadora con CO,. La solucion de cultivo
viejo en la placa de 96 pozos fue removida, y 100 ul de medio MEM-a se
afiadié a cada pozo, los 100 pul de medio MEM-a que contenia 10% FBS al
cual se habian afiadido 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 solucion de cultivo de células, cada uno de los
anticuerpos monoclonales anti-ratén Siglec-15 de ratas producido en el
ejemplo 6, una muestra obtenida al remover azida de sodio de IgG de control
de rata comercialmente disponible (IgG de rata purificado, fabricado por R&D
Systems, Inc.), o un anticuerpo policlonal anti-ratén Siglec-15 (No. 3) de
conejo producido por separado se afiadié a una concentracion 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 formacidén de osteoclastos en el sistema
experimental descrito en este ejemplo. Después de completarse el cultivo, la
actividad de fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP) de los osteoclastos
formados se midié por un procedimiento descrito mas adelante. La solucion de

cultivo en cada pozo de la placa de 96 pozos fue removida por succién, y 50 ul
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de 50 mM citrato de sodio regulador de pH (pH 6.1) que contenia 1% de Triton
X-100 se afadié a cada pozo. Después, la placa se agitdé durante 5 minutos
sobre un agitador de placa para lisar las células. A cada pozo, 50 pl de una
solucién de sustrato (50 mM citrato de sodio regulador de pH (pH 6.1) que
contenia 5 mg/ml de p-nitrofenil fosfato y 0.46% de tartrato de sodio) se
afiadié, y la placa se incub6é a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Después de la incubacion, 50 pl de una solucién de hidréxido de sodio 1 N se
anadié a cada pozo de la placa de 96 pozos para detener la reaccion
enzimatica. Después de detener la reaccion enzimatica, una absorbancia de
cada pozo a 405 nm se midio, y la medicion obtenida se us6 como un indice
de actividad de TRAP. Los resultados se muestran en las figuras 5 y 6. Una
inhibicién significativa de actividad de TRAP no se observé en el caso de la
IgG de control de rata comercialmente disponible. Por otra parte, una
inhibicion significativa de actividad de TRAP se observé en el caso del
anticuerpo #32A1 afiadido en el intervalo de 32 ng/ml a 1000 ng/ml, y el
anticuerpo #8A1 y el anticuerpo policlonal No. 3 de conejo purificado en
cuanto a afinidad afadido en el intervalo de 63 ng/ml 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 observd a una
concentracion relativamente alta de 500 ng/ml o superior. No se observé
inhibicion de formacién de osteoclastos de ratén por lo otros anticuerpos. De
los resultados anteriores, los anticu‘erpos que inhiben fuertemente Ia
formacién de osteoclastos de raton (diferenciacién 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 la formaciébn de osteoclastos a una

concentracion de 1000 ng/mi, es decir, 1 ug/ml o menor se puede ejemplificar.
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EJEMPLO 10

Produccién de constructo de expresion de proteina Siglec-15 humana

soluble

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

producida en un sobrenadante de cultivo de una célula animal o similar.

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

‘Como iniciadores para amplificar el ADNc extracelular del
dominio de Siglec-15 humano por PCR, un oligonucleétido que tenia una
secuencia de 5-ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctt caccATGGAA
AAGTCCATCT GGCTGC-3' (hSiglec-15-ECD-F: SEQ ID NO: 17 en el listado
de secuencias); y un oligonucledtido que tenia una secuencia de 5'-
ggggaccact ttgtacaaga aagctgggtc CCCGCTGGCG CCATGGAAGC GG-3
(hSiglec-15-ECD-R: SEQ ID NO: 18 en el listado de secuencias) se
sintetizaron de conformidad con un procedimiento comuin. 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 afiade a hSiglec-15-ECD-F y una secuencia de attB2 se afiade a
hSiglec-15-ECD-R. La PCR se realizé usando esta combinacion de iniciadores
y un polinucleétido que contenia una secuencia de lectura abierta de la Siglec-
15 humana como una plantilla de conformidad con un procedimiento comun.

La solucion de reaccién de PCR resultante fue purificada usando PureLink
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PCR Purificacién Kit (fabricado por Invitrogen, Inc.).

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

Un clon de entrada en el cual el ADNc extracelular del dominio
de Siglec-15 humano fue integrado por la tecnologia Gateway (Invitrogen,
Inc.) utilizando un sistema de recombinacion especifico del sitio de fago
lambda fue producido por el siguiente método. Primero, una reaccién de BP
usando BP Clonase se realizd entre el producto de PCR que tenia una
secuencia de attB en ambos extremos producida en a) y pDNOR221
(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 tamafio de los insertos fue confirmado. Después, para un clon
que se confirmd que tenia un inserto con el tamario 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: 15 en el listado de
secuencias) que codifica el dominio extracelular de la proteina Siglec-15

humana.

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

Un clon de expresion en el cual el ADNc extracelular del dominio
de Siglec-15 humano fue integrado por ia 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) contenia un inserto que tenia una secuencia de attL en ambos extremos.
Una reaccién de LR usando LR Clonase se realizd entre este clon de entrada

y dos tipos de vectores de destino que tenian una secuencia de attR.
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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 afiaden al C terminal del inserto; y phlgFc disefiados de tal
manera que una etiqueta Fc humana se afade al C terminal del inserto, se
usaron. Al usar la soluciébn de reaccién obtenida por la reaccion LR,
Escherichia coli TOP10 fue transformada, y un andlisis de secuencia se
realizé para los clones resistentes a farmacos resultantes para confirmar si
ocurrié recombinacion correcta.

Como resultado del analisis de secuencia, se obtuvieron clones
de expresion (Siglec-15/pDONM humano soluble y Siglec-15/phigFc humano
soluble) en el cual ocurrid recombinabién correcta tanto para pDONM como
para phlgFc, respectivamente. Al transfectar el Siglec-15/pDONM humano
soluble en una célula animal o similar, ARNm que tenia una secuencia de
bases .representada por SEQ ID NO: 19 en el listado de secuenciés 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 (Siglec515-Fc humana) que tiene una secuencia de

aminoacidos representada por SEQ ID NO: 22 en el listado de secuencias.

EJEMPLO 11

Preparacién a gran escala de solucién de cultivo que contiene soluble

proteina Siglec-15 humana usando células 293-F

a) Preparacion de solucién de cultivo que contiene Siglec-15-His

humana
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La Siglec-15/pDONM humana soluble obtenida en el ejemplo 10
se preparé en una cantidad de aproximadamente 25 mg. Incidentaimente, en
la purificacion de plasmidos de Escherichia coli cultivada a gran escala, se usé
un kit Invitrogen PureLink HiPure Plasmid Gigaprep Kit (fabricado por
Invitrogen, Inc.). El plasmido asi preparado se mezcldé con Opti-MEM
(fabricado por Invitrogen, Inc.), 50 ml de reactivo de transfeccion 293fectin
(fabricado por Invitrogen, Inc.) se afadié al mismo, y la mezcla resultante se
incub6 a temperatura ambiente durante 20 minutos. Esta mezcla se afiadié a
células FreeStyle 293-F (fabricado por Invitrogen, Inc.) cultivadas en medio de
expresion FreeStyle 293 Expression Medium (fabriéado por Invitrogen, Inc.)
que contenia 1% de peniciIina-estreptdmicina 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 solucion de cultivo se
recolecté6 y se centrifugé para preparar un sobrenadante de cultivo. Se
observa que en el sobrenadante de cultivo asi preparado, una proteina en la
cual una etiqueta de epitope V5 y una His tag 6x se han afiadido al lado C-
terminal del dominio extracelular Siglec-15 humano (Siglec-15-His humana) es

expresada.

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

humana

La Siglec-15/phigFc humana soluble obtenida en el ejemplo 10
se prepar6 en una cantidad de aproximadamente 5 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
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(fabricado por Invitrogen, Inc.), seguido por esterilizacién en filfro. Después, 10
ml de un reactivo de transfeccion 293fectin (fabricado por Invitrogen, Inc.) se
anadio al mismo, y la mezcla resultante se incubd a temperatura ambiente
durante 20 minutos. Esta mezcla se afiadi6 a células FreeStyle 293-F
(fabricado por Invitrogen, Inc.) cultivadas en matraces Erlenmeyer de tal
manera que la densidad de células alcanzé 1.0 a 3.0 x 10° células/ml X 5L (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 agftacién (125 rotaciones/min) a una concentracién de CO, de 8.0%
durante 96 horas (4 dias) a 37°C, la solucién de cultivo se recolectd y se
centrifugd para preparar un sobrenadante de cultivo. Se observa que en el
sobrenadante de cu!tivo asi preparado, una proteina en la cual una etiqueta
Fc humana se ha afiadido al lado C-terminal del dominio extracelular Siglec-

15 humano (Siglec-15-Fc humana) es expresada.

EJEMPLO 12

Purificacién de proteina Siglec-15 humana soluble

a) Purificacién de Siglec-15-His humana soluble

a-i) Cromatografia en columna HisTrap HP

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

sido lavada con agua pura (Milli-Q water). Después de que la columna habia
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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 eluyé con 200 ml de regulador de pH 50 mM Tris-
HCI (pH 8.0) que contenia 300 mM NaCl y 500 mM imidazol a una velocidad
de flujo de 2.5 ml/min, y el material eluido fue fraccionado en tubos mini-sorp
(fabricado por Nunc, Inc.). Para prevenir la precipitacion de la proteina, 8 mi
de una solucién NaCl 5 M se afiadi6 a aproximadamente 40 ml de una
fraccion que contenia la proteina eluida, seguida por agitacién, y después la
mezcla resultante se concentrdé a aproximadamente 20 ml con un
concentrador de membrana centrifuga Amicon Ultra-15 (fabricado por Millipore
Co., Ltd.). El material insoluble generado durante la concentracién fue
removido por centrifugacién 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 solucién 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 repitiéndolo 7 veces mds, y se obtuvo
aproximadamente 28 ml de upa solucion de Siglec-15-His humana
parcialmente purificada.

a-ii) Cromatografia en columna Resource Q

12 ml de la muestra que habia sido purificada por cromatografia
en columna Ni-Sepharose HP y cuyo solvente habia sido reemplazado por N-
PBS se dializé durante la noche a 4°C contra regulador de pH Tris-HCI 50 mM
(pH 7.5) que contenia 0.1% CHAPS (1 L, 3 veces) y el dializado resultante se
centrifugéd a 3,000 rpm durante 30 minutos a 4°C, y el precipitado fue
removido. Después de que el sobrenadante resultante se habia filtrado a

través de un filtro Millex-GV (fabricado por Millipore Co., Ltd.), el filtrado se
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aplicd a una velocidad de flujo de 1 mi/min a una columna Resource Q 6 ml
(fabricado por Amersham Biosciences, Inc.) que previamente | habia sido
equilibrada con regulador de pH Tris-HCI 50 mM (pH 7.5) que contenia 0.1%
CHAPS. Por lo tanto, la columna se lavé con este regulador de pH a una
velocidad de flujo de 1 mi/min y una fraccién de proteina que no fue adsorbida
a la columna fue recolectada. Una proteina adsorbida a la columna se eluy6
con regulador de pH Tris-HCI 50 mM (pH 7.5) que contiene 0.1% CHAPS y
NaCl 1 M a una velocidad de flujo de 1 mi/min. Después de que 26.5 ml de la
fraccién que no habia sido adsorbida a la columna se concentrd a 3.0 mi con
un concentrador de membrana centrifuga Amicon Ultra-15 (fabricado por
Millipore Co., Ltd.), el concentrado se centrifugé a 3,000 rpm durante 10
minutos a 4°C y el precipitado fue removido. 2.5 ml del sobrenadante
resultante se aplic6 a una columna de desalacién PD-10 (fabricada por
Amersham Biosciences, Inc.) que previamente habia sido equilibrada con
solucion 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 afadié a
fin de prevenir Siglec-15-His humana soluble a partir de precipitacién. 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 realizo al repetirlo dos veces.

a-iii) Deteccién y 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-
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poliacrilamida bajo condiciones reductoras y tincién 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 afnadid, 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 usé
para electroforesis de SDS-poliacrilamida. E! procedimiento de electroforesis
se realizd de la misma manera que en el ejemplo 3 excepto que Rainbow
Molecular Weight Markers (fabricado por Amersham Biosciences, Inc.) se
usaron como los marcadores de peso molecular. Después de completarse la
electroforesis, se realizd tincion 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 tenia un peso
molecular de aproximadamente 35 kDa (human Siglec-15-His) fue
eficientemente purificada y concentrada en la fraccion de proteina que no fue

adsorbida a la columna Resource Q.

a-iv) Medicion de concentracion de proteina de Siglec-15-His

humana purificada

Para la Siglec-15-His humana purificada (la fraccién de proteina
que no fue adsorbida a la columna Resource Q), la 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) Purificacion de Siglec-15-Fc humana soluble

b-i) Proteina en columna HiTrap Protein A

1.5 L de la solucién de cultivo de células 293F que expresan
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Siglec-15-F¢ humana preparada en b) del ejemplo 11 se filtr6 a través de un
filtro Sterivex-GV (fabricado por Millipore Co., Ltd.), y después el filtrado se
aplicé a una velocidad de flujo de 5 ml/min a una columna HiTrap Protein A 5
m! (fabricado por Amersham Biosciences, Inc.) que previamente habia sido
equilibrada con PBS de Dulbecco (D-PBS, fabricado por Invitrogen, Inc.).

Después de que la columna habia sido lavada con 70 ml de D-PBS a una
velocidad de flujo de 5 ml/min, una proteina adsorbida a la columna se eluy6
con 24 ml de 0.1 M citrato de sodio regulador de pH (pH 3.0) a una velocidad
de flujo de 1.2 mI/mih. El material eluido se fraccioné a 1.2 ml por fraccion en
tubos mini-sorp (fabricado por Nunc, Inc.), e inmediatamente después, 0.31 ml
de 1 M Tris se afnadié al mismo para neutralizar el material eluido. Una
alicuota de 2.5 ml de una soluciéon (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 realiz6 al
repetirlo dos veces. El clorhidrato de arginina en el solvente se afiadié para
evitar que Siglec-15-Fc humana soluble se precipitara. 2.5 ml de la solucién
restante de las fracciones de proteina eluidas (fracciones 5 a 9) se aplico av
una columna de desalacion PD-10 (fabricada por Amersham Biosciences,
Inc.) que previamente habia sido equilibrada con solucion salina reguiada en
su pH con fosfato que contenia NaCl 1 M (pH 6.7, N-PBS), seguido por
elucion con N-PBS, por lo que se obtuvo 3.5 ml de una muestra cuyo solvente
fue reemplazado por N-PBS. NaCl en el solvente en la muestra preparada se
afadio para evitar que Siglec-15-Fc humana soluble se precipitara sin afadir

un grupo amino que contenia compuestos tales como arginina. Las muestras



111

preparadas por el procedimiento antes mencionado fueron crioconservadas a

-80°C hasta usarse.

b-ii) Deteccién vy prueba de pureza de Siglec-15-F¢ humana

purificada

Al usar las muestras preparadas por el procedimiento de
purificacion antes mencionado, se realizaron electroforesis de SDS-
poliacrilamida bajo condiciones reductoras y tincién con plata. Es decir, a 5 pl
de cada una de las muestras purificada por los pasos de purificacidn
respectivos, una cantidad equivalente de una solucién de tratamiento de SDS
se afadio, y la mezcla resultante se calentd a 95°C durante 10 minutos. 0.3 pl
de una muestra obtenida al diluir cada una e las muestras térmicamente
tratadas a 1/100 ¢ 1/300 con una mitad de la concentracion de la solucién de
tratamiento con SDS se us6 para electroforesis de SDS-poliacrilamida. La
electroforesis y tincién con plata se realizaron de la misma manera que la
prueba de pureza de Siglec-15-His human descrita en a-iii). Los resultados se
muestran en la figura 8. Se mostré que una proteina que tenia un peso
molecular de aproximadamente 55 kDa (Siglec-15-Fc humana) fue
eficientemente purificada y concentrada en la fraccion de proteina que se

eluy6 de la columna de HiTrap Protein A.
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b-iii) Medicion de concentracion de proteina de Siglec-15-Fc¢

purificada humana

Para la Siglec-15-Fc humana purificada (la fraccién de proteina
eluida de la columna de desalacion de PD-10), la concentracién de proteina
se midid6 con un kit de prueba de proteina DC (fabricado por Bio-Rad
Laboratories, Inc.) usando albimina 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 purificacién

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 2.6 3.5 9.1

Total 25.2
EJEMPLO 13

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

de rata que se une a proteina Siglec-15 humana

La propiedad del anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de
rata que se une a proteina Siglec-15 humana se evalué por un método de
ELISA. La proteina Siglec-15-Fc humana (sometida a reemplazo con A-PBS)
producida en b) del ejemplo 12 se diluy6 a 5 pg/ml con un regulador de pH de
carbonato de sodio 0.1 M (pH 9.5), y la solucién resultante se afadié a una
placa de 96 pozos (fabricado por Nalge Nunc International, Inc., Cat. No.

430341) a 100 pl/pozo. Después de que la placa se habia dejado a
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temperatura ambiente durante 1 hora, la solucién fue removida y un regulador
de pH de lavado (solucién salina regulada en su pH con fosfato QUe contenia
0.05% de Tween 20) se a.ﬁadié a 300 pl/pozo y después se removid. Después
de que este procedimiento de lavado se habia realizado una vez mas, la
solucién salina regulada en su pH con fosfato que contenia 25% de BlockAce
(fabricado por Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) se afadio é 200
ul/pozo, y la placa se dejé a temperatura ambiente durante 1 hora, por lo que
se realiz6 el bloqueo. El liquido fue removido, y la placa se lavé dos veces con
300 pl/pozo del regulador de pH de lavado. Después, cada uno del anticuerpo

monoclonal anti-ratén Siglec-15 de ratas preparado en el ejemplo 6 o 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 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 se afiadié a la placa a 100 pl/pozo. Después de que la placa
se dejo 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 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 aiiadié a 100 pl/pozo, y la
placa se dejé a temperatura ambiente durante 1 hora. El liquido fue removido
y la placa se lavé 3 veces con 300 pl/pozo del regulador de pH de lavado, y
después, usando un kit de revelado de color para peroxidasa (fabricado por
Sumitomo Bakelite Co., Lid.), el color fue revelado de conformidad con el
protocolo que acompafiaba al kit. Después de revelar el color, una
absorbancia a 492 nm se midié usando un lector de microplaca (fabricado por
Nihon Molecular Devices Corporation). Como resuitado, se confirmé que todas

las 10 muestras de prueba examinadas del anticuerpo monoclonal anti-ratén

»\,\\
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Siglec-15 de ratas se unen a la proteina Siglec-15 humana de una manera
dependiente de la concentracion de anticuerpo (figura 9). En particular, la
actividad de union de 5 muestras de prueba, a saber #1A1, #3A1, #24A1,
#32A1 y #61A1, fue alta, y la actividad de unién de 3 muestras de prueba, a
saber #8A1, #34A1 y #39A1, fue relativamente baja. Por otra parte, en el caso
de la IgG de control de rata, no se observé la unién a la proteina Siglec-15
humana. De los resultados anteriores, se mostré que el anticuerpo monoclonal
anti-ratén Siglec-15 de ratas preparado en el ejemplo 6 se une no sélo a
Siglec-15 de raton, sino también a Siglec-15 humana, y ademas, se encontr6

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

Efecto de la adicidon 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 (evaluacidn de actividad

biolégica in vitro)

Puesto que se confirmé que el anticuerpo monoclonal anti-ratén
Siglec-15 de ratas se une también a Sigiec-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 fusién 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.v 2T-110) se sembraron en una placa de 96 pozos a 1 x 10*
células/pozo de conformidad con el protocolo que acompafia las células.
Como el medio, se us6 un medio esencial minimo para células precursoras de
osteoclastos (OPBM, compradas de Sanko Junyaku Co., Ltd., Cat. No. PT-
8201) complementadas con un conjunto de complemento de OPGM
(comprado de Sanko Junyaku Co., Ltd., Cat. No. PT-9501) que contenia suero
de bovino fetal (concentracion final: 10%), RANKL humana (concentracién
final: 66 ng/ml), M-CSF humana (concentracién final: 33 ng/ml), y similares. Al
sobrenadante de cuitivo resultante, cada uno del anticuerpo 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 afadié para dar una concentracién final

de 30 pg/mi, y las células se cultivaron durante 4 dias en una incubadora de
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CO,. Después del cultivo, el sobrenadante fue removido, y 10% de formalina
neutra se anadié para fijar las células. Después de fijar las células, las células
se lavaron dos veces con agua destilada, una solucién de tincion de TRAP
(0.27 mM naftol AS-MX fosfato (fabricado por Sigma Co., Ltd.}, 1.6 mM sal de
violeta rojo resistente (fabricado por Sigma Co., Litd), 1% de
dimetilformamida, 50 mM tartrato de sodio, 0.1 M regulador de pH de acetato
de sodio (pH 5.0)) se afiadié a 100 pl/pozo, y una reaccién se dejo 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 10). Como resultado, la formacién 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 monoclonal anti-
ratéon Siglec-15 de ratas (el anticuerpo #1A1 y otros) y la IgG de control de
rata, no se observo la inhibicion significativa de osteoclasto de fusién celular.
De esta manera, se revel6 que la multinucleacion y fusion 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 adicion 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 normales (Normal
Human Natural Osteoclast Precursor Cells, compradas de Sanko Junyaku

Co., Ltd., Cat. No. 2T-110) se sembraron en una placa de 96 pozos a 1 x 10*
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células/pozo de conformidad con el protocolo que acompafia las células.
Como el medio, se usé un medio esencial minimo para células precursoras de
osteoclastos (OPBM, compradas de Sanko Junyaku Co., Ltd., Cat. No. PT-
8201) complementadas con un conjunto de complemento de OPGM
(comprado de Sanko Junyaku Co., Ltd., Cat. No. PT-9501) que contenia suero
de bovino fetal (concentracion final: 10%), RANKL humana (concentracion
final: 68.4 ng/ml), M-CSF humana (concentracién final: 33 ng/ml), y similares.
Al sobrenadante de cultivo resultante, el anticuerpo monoclonal anti-ratén
Siglec-15 de rata (anticuerpo #32A1) preparado en el ejemplo 6 se afiadié
para dar una concentracién 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 aﬁadié para fijar las
células. Después de fijar las células, las células se lavaron dos veces con
agua destilada, una solucién de tincién de TRAP (0.27 mM naftol AS-MX
fosfato (fabricado por Sigma Co., Ltd.), 1.6 mM sal de violeta rojo resistente
LB (fabricado por Sigma Co., Ltd.), 1% de dimetilformamida, 50 mM tartrato de
sodio, 0.1 M regulador de pH de acetato de sodio (pH 5.0)) se afadi6é a 100
ul/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 formacién de osteoclastos multinucleados TRAP-positivos fue
inhibida de una manera dependiente de la concentracion de anticuerpo #32A1

dentro del intervalo de 0.3 ug/ml a 3 ug/mi.

c) Efecto de la adicidbn de anticuerpo monoclonal anti-ratén

Siglec-15 de rata (#32A1) sobre la actividad de resorcion de hueso de células

precursoras de osteoclastos humanos nhormales (Evaluacion usando placa

revestida con colageno)
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Se sabe que los osteoclastos liberan una proteasa tal como
catepsina K y degradan colageno de tipo | que es un componente
constitucional de tejido 6seo. El 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
osteoglastos in vitro al medir la cantidad de fragmentos de colageno
fluorescente liberados en el sobrenadante cuando los osteoclastos son
cultivados en la placa. Células precursoras de osteoclastos humanos
normales (Normal Human Natural Osteoclast Precursor Cells, compradas de
Sanko Junyaku Co., Ltd., Cat. No. 2T-110) se sembraron en una placa de
cultivo de células de 96 pozos OsteoLyse a 1 x 10* células/pozo de
conformidad con de conformidad con el protocolo que acompania las células.
Como el medio, se usé un medio esencial minimo para células precursoras de
osteoclastos (OPBM, compradas de Sanko Junyaku Co., Ltd., Cat. No. PT-
8201) complementadas con un conjunto de complemento de OPGM
(comprado de Sanko Junyaku Co., Ltd., Cat. No. PT-9501) que contenia suero
de bovino fetal (concentracion final: 10%), RANKL humana (cohcentraci()n
final: 68.4 ng/ml), M-CSF humana (concentracioén final: 33 ng/ml), y similares.
Al sobrenadante de cultivo resultante, el anticuerpo monoclonal anti-ratén
Siglec-15 de rata (anticuerpo #32A1) preparado en el ejemplo 6 se afadi6
para dar una concentracion 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 OsteolLyse Assay Kit se afiadié al mismo, y una
intensidad de fluorescencia se midi6 (Excitacion: 340 nm, Emisién: 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
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libres liberados en el sobrenadante de cultivo se determiné (figura 12). Como
resultado, la cantidad de fragmentos de colageno quorescentelincrementada
mediante la adicién de RANKL fue reducida por el anticuerpo #32A1 de una
manera dependiente de la concentracion dentro del intervalo de 0.3 pg/mla 3
ug/ml. A partir de este resultado, se revelé que la actividad de resorciéon de
hueso de osteoclastos humanos es inhibida por el anticuerpo monoclonal

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

EJEMPLO 15

Evaluacion de actividad bioldgica de anticuerpo monoclonal anti-ratén

Siglec-15 de rata usando ratas ovariectomizadas

a) Protocolo de experimento con animales

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

inicio de la administracién, la orina fue recolectada durante 24 horas bajo
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condiciones de ayunas, y las muestras de orina se almacenaron a -80°C hasta
medicion. Después de completarse la recolecciéon de orina, las ratas fueron

sacrificadas, y la espina lumbar se extirp6 de cada rata

b) Medicion de densidad de minerales de hueso de espina

lumbar

Los tejidos blandos adheridos a la espina lumbar extirpada se
removieron, y la 42. a 62. vertebras lumbares fueron extraidas. Las vertebras
lumbares extraidas fueron desgrasadas y deshidratadas al ser agitadas en
etanol y después secadas con aire, y la densidad de minerales de hueso se
midid usando un densitometro de hueso (DCS-600EX, fabricado por Aloka
Co., Ltd.). Los resultados se muestran en la figura 13(A). Una disminucion
significativa en densidad de minerales de hueso de la espina lumbar se
observd en el grupo ovariectomizado como se compard 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 ovariectomia fue significativamente inhibida.

¢) Medicién excrecion de desoxipiridinolina

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

La muestra de orina crioconservada fue descongelada, y el
material insoluble se precipité por una operacién 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
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Biomedical Co., Ltd.). Ademas, usando Creatinine Test Wako (fabricado por
Wako Pure Chemical Industries, Ltd.), el contenido de creatinina en el
sobrenadante también se midio, y se calcul6 la cantidad de desoxipiridinolina
corregida para creatinina. Los resultados se muestran en la figura 13(B). La
excreciéon de desoxipiridinolina urinaria fue significativamente increentada en
el grupo ovariectomizado en comparacién con el grupo simulador, y por lo
tanto, se indicd que en las ratas ovariectomizadas, la resorciéon 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 operacién de
simulacién. A partir de este resultado, también se confirmé en los modelos
animales que los anticuerpos monoclonales estudiados que se unen
especificamente a Siglec-15 inhiben la resorcidén osteoclastica de hueso, y se
indicé fuertemente que debido al efecto inhibidor sobre la resorcién de hueso,
una disminucién en densidad de minerales en hueso de la espina lumbar en

las ratas ovariectomizadas fue inhibida.

EJEMPLO 16

Determinacidn del sitio de unién (epitope) de anticuerpo monoclonal

anti-raton Siglec-15 de rata

a) Expresion vy purificaciéon 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
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de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2 en el listado de secuencias)
fue integrada en un vector pDEST14 (Invitrogen, Inc., Cat. No. 11801-016). Al
usar este plasmido, Escherichia coli Rosetta-gamiB (DE3) (Novagen, Inc., Cat.
No. 71136-4) fue transformada y cultivada en un medio TB (Invitrogen, Inc.,
Cat. No. 22711-022). Después del cultivo, las células bacterianas fueron
homogeneizadas por ultrasonido, el homogenado resultante fue centrifugado,
y el sobrenadante fue purificado con una columna HisTrap HP (GE
Healthcare, Co., Ltd.,, Cat. No. 17-5247-01). Por lo tanto, la His tag fue
digerida con trombina, y después el dominio Siglec-15 V-set humano fue
purificado usando una columna Mono S5/50 GL (GE Healthcare, Co., Ltd.,
Cat. No. 17-5168-01) y una columna Superdex 75 10/300 (GE Healthcare,
Co., Ltd., Cat. No. 17-56174-01) hasta que una banda sencilla con un peso

molecular de 14 kDa se obtuvo por electroforesis.

b) Purificacion de Siglec-15-Fc humana soluble

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

descrito en el ejemplo 12.

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

monoclional anti-ratdén Siglec-15 de rata #32A1

En una placa maxi-sorp de 96 pozos (fabricada por Nunc, Inc.,
numero de modelo: 442404), 100 ul de un anticuerpo FC anti-human de cabra
(Jackson ImmunoResearch, Inc., nimero de modelo: 109-005-098) (1.25
pg/ml) se anadié a cada pozo y fue inmovilizado durante la noche a 4°C.
Después de que la placa maxi-sorp de 96 pozos se lavé dos veces con PBS,
100 wl 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 afiadié a cada pozo, y el
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blogueo de los pozos se realizd a temperatura ambiente durante 3 horas.
Mientras tanto, 2 ug/ml del anticuerpo monoclonal anti-raton Siglec-15 de rata
#32A1 se mezcldé con una cantidad equivalente de 0, 0.032, 0.16, 0.8, 4 6 20
ug/ml del dominio Siglec-15 V-set humano, y una reaccioén se dej6é 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 pl de la solucién mixta
de anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata #32A1 y el dominio
Siglec-15 V-set humano se afnadi6é al mismo, y una reaccion se dej6é proceder
a temperatura ambiente durante 1 hora. Después de que la placa maxi-sorp
de 96 pozos se habia lavado 5 veces con una solucién de 0.05% de Tween 20
(Bio-Rad Laboratories, Inc., Cat. No. 170-6531)/PBS (de aqui en adelante
referida como “solucién de PBST”), 100 ul de un anticuerpo anti-rata IgG de
cabra marcado con HRP (Beckman Coulter, Inc., Cat. No. 732664, diluidas a
2000 veces) se anadidé a las mismas, y una reaccién se dejé proceder a
temperatura ambiente durante 1 hora. Después de que la placa habia sido
lavada 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 afiadié a la misma, y una reaccion se dejé proceder durante 30
minutos. Después, 100 pl de una solucion de detencién de reaccién se aiadiod
a la misma, y una absorbancia a 405 nm se midi6. Los resultados de ELISA
competitiva mostré que la union del anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-
15 de rata #32A1 a la Siglec-15 humana inmovilizada es inhibida en un
dominio V-set humano de una manera dependiente de la concentracion. Por
consiguiente, se mostré que el epitope para el anticuerpo monoclonal anti-
ratdbn 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
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NO: 2 en el listado de secuencias) (figura 14).

EJEMPLO 17

Amplificacion de ADNc que codifica la region variable de anticuerpo

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

bases de la misma

a) Preparacion de ARNm

El hibridoma #32A1 fue cultivada de conformidad con a) del
ejemplo 6. De 4 x 107 células del hibridoma #32A1, aproximadamente 65 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 realizd usando
0.3 pg del ARNm preparado en a) con PrimeScript Reverse Transcriptase

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

Ltd.).

c) Amplificacién de ADNc de reqidon 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 usdé uno unido al

SMART RACE cDNA Amplification Kit (Clontech Co., Ltd.), y el RG2AR2 se
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disefi6é a partir de la secuencia de la regiéon constante de cadena pesada de
rata (IgG2a) en la base de datos y sintetizados de conformidad con un
procedimiento comdun.

El ADNc de la region variable del gen de cadena pesada #32A1
fue amplificado por 5-RACE PCR usando esta combinacion de iniciadores y el
ADNCc sintetizado en b) (5'-RACE-Ready cDNA) como una plantilla. La PCR se
realizé usando Advantage 2 PCR Kit (Clontech Co., Ltd.), y las condiciones
para un ciclador térmico se establecieron como sigue: después de calentar un
94°C durante 1 minuto, un ciclo de temperatura de “94°C durante 0.5 minutos
y 72°C durante 3 minutos” se repiti6 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 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 por incubacion a 4°C.
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d) Amplificacién de ADNc de regién variable de gen de cadena

ligera #32A1 por 5-RACE PCR

Como iniciadores para amplificar el ADNc de la regién variable
de gen de cadena ligera #32A1 por PCR, se usaron UPM (Universal Primer A
Mix, unido al SMART RACE cDNA Ampilification Kit) y un oligonucleétido que
tienen una secuencia de 5-
CATGCTGTACGTGCTGTCTTTGCTGTCCTGATCAG-3'(RKR2: SEQ ID NO:
24 en el listado de secuencias). Como el UPM, se usé uno unido al SMART
RACE cDNA Amplification Kit (Clontech Co., Ltd.), y el RKR2 se disefi6 a
partir de la secuencia de la regién constante de cadena ligera de rata (cadena
k) en la base de datos y sintetizada de conformidad con un procedimiento
comun.

El ADNc de la regién variable de gen de cadena ligera #32A1 fue
amplificado por 5-RACE PCR usando esta combinacién de iniciadores y el
ADNCc sintetizado en b) (5’-RACE-Ready cDNA) como una plantilla. La PCR se
realizé usando Advantage 2 PCR Kit (Clontech Co., Ltd.), y las condiciones
para un ciclador térmico se establecieron como sigue: después de calentar a
94°.C durante 1 minuto, un ciclo de temperatura de “94°C durante 0.5 minutos
y 72°C durante 3 minutos” se repiti6 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 repiti6 5 veces, y posteriormente, un ciclo de
temperatura de “94°C durante 0.5 minutos, 68°C durante 0.5 minutos,‘ y 72°C
durante 3 minutos” se repitié 20 veces, seguido para incubacién a 4°C.

e) Determinacion de secuencias de ADNcs de base de cadena

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

después se realizd el andlisis de secuencia de la secuencia de ADN. Como un
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iniciador de secuenciacién, un ologinucleétido que tiene una secuencia de 5'-
CTCCAGAGTTCCAGGTCACGGTGACTGGC-3 (RG2AR3: SEQ ID NO: 25
en el listado de secuencias) se disefidé a partir de la secuencia de la regién
constante de cadena pesada de rata (IgG2a) en la base de datos y se
sintetizé de conformidad con un procedimiento comun.

El ADNc de la region variable de cadena ligera amplificada en d)
fue purificada usando el MinElute PCR Purification Kit (QIAGEN Inc.), y
después el analisis de secuencia de la ADN secuencia se realiz6. Como un
iniciador de secuenciacién, un oligonucleétido que tiene una 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 k) en la base de datos y se sintetizé de
conformidad con un procedimiento coman.

El ADNc que contiene la regién variable de cadena pesada
obtenida por el analisis 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 niimeros 1 a 19
de SEQ ID NO: 28 corresponde a una sefal 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 167 de la
misma corresponde a una region 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, CDVRH2 (QIRNKIYTYATFYAESLEG) que comprende la secuencia
de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 45, y CDRH3 (SLTGGDYFDY)

que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO:
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46. Ademas, el ADNc que contiene la region 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 aminoacidos
representada por los aminoacidos nimeros 1 a 20 de SEQ ID NO: 30
corresponde a una sefal 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 region constante de cadena ligera (parcial). La region
variable de cadena ligera antes mencionada contiene CDRL1
(RASQSVTISGYSFIH) que comprende la secuencia de aminoéacidos
representada por SEQ ID NO: 47, CDRL2 (RASNLAS) que comprende la
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 48, y CDRL3
(QQSRKSPWT) que comprende la secuencia de aminoacidos representada

por SEQ ID NO: 49.

EJEMPLO 18

Produccién de constructo de expresion de gen de anticuerpo quimérico

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

a) Produccién de vectores de expresion universales pEF1/FCCU-

1y pEF6KCL

a)-i) Construccion de vector de expresion de cadena ligera

humana pEF6KCL

Al realizar PCR usando un plasmido pEF6/V5-HisB (Invitrogen)
como una plantilla y también usando los siguientes iniciadores, se obtuvo un

fragmento de ADN desde el extremo 3’ inmediatamente de BGHpA (2174) a
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Smal (2958) (un fragmento de ADN que cohtiene 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
ID NO: 32)

El fragmento A obtenido y un fragmento de ADN (SEQ ID NO:
33, de aqui en adelante referido como “fragmento B”) que contiene una
secuencia de ADN que codifica una sefial secretora de cadena k humana, una
region 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 y el fragmento B se ligaron (de aqui en adelante referido
como “fragmento A+B") fue digerido con las enzimas de restricciéon Kpnl y
Smal, que se ligé a un plasmido pEF6/V5-HisB (Invitrogen) que fue digerido
con las enzimas de restriccion Kpnl y Smal, por lo que un vector de expresion
de cadena ligera humana pEF6KCL que tenia una secuencia de sefial, un sitio
de clonacién, una regiéon constante de cadena x humana, y una secuencia de
sefial adicional poli-A humana hacia el extremo 3’ del promotor EF1 se

construyd.

a)-ii) Construccién de pEF1/KCL

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

por lo que se construyd un plasmido pEF1/KCL.

a)-iii) Construccion de vector de expresion 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 sefal de IgG1 humana y una region constante secuencia de aminoacidos
fue digerida con las enzimas de restriccion Nhel y Pmel y fue ligada al
plasmido pEF1/KCL que fue digerido con Nhel y Pmel, por lo que un vector de
expresion de cadena pesada humana pEF1/FCCU-1 que tenia una secuencia
de senal, un sitio de clonacién, una region constante de cadena pesada
humana, y una secuencia de sefial adicional poli-A humana hacia el extremo

3’ del promotor EF1 se construyo.

b) Produccion de #32A1 cadena pesada de constructo de

expresion de anticuerpo quimérico humano

Qomo iniciadores para amplificar el ADNc de la regién variable
de cadena pesada #32A1 por PCR, un oligonucleétido que tiene una
secuencia de 5’-aaagctgagcGAGGTGCAAATTTTGGAGACTGGAGGAGGC-3’
(32A1HF: SEQ ID NO: 35 en el listado de secuencias) y un oligonucleétido
que ' tiene una secuencia de 5'-
aaagctgagctGACTGTGACCATGACTCCTTGGCCCCAG-3' (32A1HR: SEQ ID
NO: 36 en el listado de secuencias) se sintetizaron de conformidad con un
procedimiento comun.

Incidentalmente, para integrar un producto de PCR en
pEF1/FCCU-1, estos iniciadores fueron disefiados de tal manera que una
secuencia de reconoc-imiento para la enzima de restricciéon Blpl se afiadio. El
PCR se realizé de conformidad con un procedimiento comin usando esta
combinacion de iniciadores y el ADNc de la regién variable de cadena pesada
purificado en e) del ejemplo 17 como una plantilla. El producto de PCR
resultante fue purificado usando el MinElute PCR Purification Kit (QIAGEN,

Inc.), y después un fragmento de ADN obtenido al digerir el producto de PCR
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con la enzima de restriccion Bipl (NEW ENGLAND BIOLABS, Inc.) se inserté
én el pEF1/FCCU-1 en el sitio digerido con la enzima de restriccién Blpl, por lo
que una cadena pesada de constructo de expresiéon de anticuerpo quimérico
humano #32A1 se construyd. La secuencia del inserto fue confirmada por un
andlisis de secuencia. Como un iniciador para secuenciacién, un
oligonucleétido 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 denominé

“32A1H/pEF1/FCCU".

c) Produccion de cadena ligera de constructo de expresiéon de

anticuerpo quimérico humano #32A1

Como iniciadores para amplificar el ADNc de la regiéh variable
de cadena ligera #32A1 por PCR, un oligonucleétido que tiene una secuencia
de 5-aaacatatggcGACATTGTCTTGACCCAGTCTCCTGCTTTGG-3 (32A1LF:
SEQ ID NO: 38 en el listado de secuencias) y un oligonucledtido 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 comun.

Incidentalmente, para integrar un producto de PCR a pEF6KCL,
estos iniciadores fueron disefiados de tal manera que una secuencia de
reconocimiento para la enzima de restriccion Ndel se afiadié a 32A1LF, y una
secuencia de reconocimientb para la enzima de 'restriccién BsiWI se anadi6 a
32A1LR. La PCR se realiz6 de conformidad con un procedimiento comun
usando esta combinacion de iniciadores y el ADNc de la region variable de
cadena ligera purificado en e) del ejemplo 17 como una plantilla. El producto

de PCR resultante fue purificadq usando el MinElute PCR Purification Kit
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(QIAGEN, Inc.), y después, un fragmento de ADN obtenido al digerir el
producto de PCR con las enzimas de restriccion Ndel (TaKaRa Bio, Inc.) y
BsiWl (NEW ENGLAND BIOLABS, Inc.) se insertd en el pEF6KCL en el sitio
digerido con las enzimas de restriccion Ndel (TaKaRa Bio, Inc.) y BsiWl (NEW
ENGLAND BIOLABS, Inc.), por lo que una cadena ligera de constructo de
expresion de anticuerpo quimeérico humano #32A1 se construy6. La secuencia
del inserto fue confirmada por un analisis de secuencia. Como un iniciador
para secuenciacion, se usé un iniciador F11 representado por SEQ ID NO: 37
en el listado de secuencias. Un vector de expresion en el cual el inserto podria
ser insertado correctamente se denominé “32A1L/pEF6KCL".

El gen de cadena pesada de anticuerpo quimérico humano
#32A1 producido en b) tiene la secuencia de nucleétidos representada por
SEQ ID NO: 40 en el listado de secuencias y codifica la secuencia de
aminoécidos representada por SEQ ID NO: 41 en el listado de secuencias. La
secuencia de aminoacidos representada por los aminoacidos numeros 1 a 19
de SEQ ID NO: 41 corresponde a una sefial secretora, la secuencia de
aminoacidos representada por los aminoacidos nOnﬁeros 20 a 140 de la
misma corresponde a una regioén variable de cadena pesada, y la secuencia
de aminoacidos representada por los aminoacidos nimeros 141 a 470 de la
misma corresponde a una regioén constante de cadena pesada. Ademas, el
gen de cadena ligera de anticuerpo quimérico humano #32A1 producido en c¢)
tiene la secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 42 en el
listado de secuencias y codifica la secuencia de aminoacidos representada
por SEQ ID NO: 43 en el listado de secuencias. La secuencia de aminoacidos
representada por los aminoacidos numeros 1 a 20 de SEQ ID NO: 43
corresponde a una sefal secretora, la secuencia de aminoacidos
representada por los aminoacidos nimeros 21 a 132 de la misma corresponde

a una region variable de cadena ligera, y la secuencia de aminoacidos
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representada por los aminoacidos nimeros 133 a 237 de la misma

corresponde a una regidén constante de cadena ligera.

EJEMPLO 19

Preparacidon de anticuerpo quimérico humano de anticuerpo monoclonal

anti-raton Siglec-15 de rata #32A1

a) Produccién de anticuerpo quimérico humano

3 x 107 células de células 293 FreeStyle en fase de crecimiento
logaritmica se ‘sembrc’J en 30 ml de medio de expresion FreeStyle 293 fresco
(Invitrogen, Inc.) (se prepararon cuatro lotes, en el cual el cultivo de 30 ml se
tom6 como un lote) y se sometié a cultivo en agitacion (125 rpm) a 37°C en
una incubadora con 8% de CO,. 300 ug de polietilenimina (fabricada por
Polyscience, Inc. #24765) se disolvi en 1 ml de medio Opti-Pro SFM
(fabricado por Invitrogen, Inc.), y la solucion resultante se dejé a temperatura
ambiente durante 5 minutos. El vector de expresiéon de cadena pesada de
anticuerpo quimérico humano #32A1, 32A1H/pEF1/FCCU y el vector de
'expresién cadena ligera de anticuerpo quimérico humano #32A1,
32A1L/pEF6KCL producida en el ejemplo 18 se prepard usando el PurelLink
HiPure Plasmid Kit (Invitrogen, Inc.). The 32A1H/pEF1/FCCU (15 pg) vy el
32A1L/pEF6KCL (45 pg) fue suspendido en 1 ml de medio Opti-Pro SFM
(Invitrogen, Inc.), y la suspension resultante se afadié a 1 ml del liquido mixto
de polietilenimin/Opti-Pro SFM que habia sido dejado.a temperatura ambiente
durante 5 minutos, y la mezcla resultante se dej6 a temperatura ambiente
durante 5 minutos adicionales. Subsecuentemente, 2 ml del liquido mixto de
polietilenimina/los vectores de expresion/Opti-Pro SFM se afiadié a cada lote
de la suspension de células 293 FreeStyle, y el cultivo en agitacion se

continud. Después de que las células se cultivaron durante 7 dias a 37°C en
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8% de CO,, el sobrenadante de cultivo fue recolectado de cada lote.

b) Purificacidén de anticuerpo quimérico humano

90 ml del sobrenadante de cultivo (para tres lotes) obtenido
anteriormente se filtré6 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 afnadié 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 eluy6 con solucion 1 M de arginina (pH 4.0). El material eluido se aplicé a
una columna PD-10 (fabricado por GE Healthcare Bio-science Co., Ltd., #17-
0851-01) para reemplazar el liquido con PBS, y después se 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
concentracion del anticuerpo se calculd de la medicion a 280 nm obtenida

usando Hitachi Diode Array BioPhotometer U-0080D.

EJEMPLO 20

Evaluacion de propiedad de anticuerpo quimérico humano de anticuerpo

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

Siglec-15 de ratén

La inhibicion competitiva del anticuerpo #32A1 de rata contra el
anticuerpo quimérico humano purificado preparado en el ejemplo 19 se
determiné por el siguiente método. El Siglec-15-Fc de ratén purificado en el
ejemplo 4 fue diluido a 1 pg/mi con PBS, la solucién diluida se suministro a
100 pl/pozo en una inmunoplaca (fabricada por Nunc, Inc., #437111), y la

placa se dej6 reposar durante la noche a 4°C, por lo que la proteina fue
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adsorbida a la placa. El dia siguiente, cada pozo se lavé dos veces con una
solucién PBS-T (PBS, 0.05% (v/v) Tween 20), una solucion obtenida por
dilucién de leche descremada (fabricado por Morinaga Milk Industry Co., Ltd.)
a 5% con PBS se suministré6 a 350 pl/pozo, y la placa se dej6é reposar a
temperatura ambiente durante 2 horas. El liquido en cada pozo fue removido,
y cada pozo se lavé 3 veces con ia solucion de PBS-T. Por lo tanto, una
solucion 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/ml y el anticuerpo #32A1 o un IgG de control de rata anticuerpo
(fabricado por R&D Systems, Inc., #6-001-A) a una concentracién diferente (0
pg/ml, 0.016 pg/ml, 0.05 pg/mi, 0.16 pg/ml, 0.5 pg/ml, 1.66 pg/ml o 5 pug/ml) se
suministré a 100 pl/pozo, y la placa se dej6é reposar a temperatura ambiente
durante 2 horas. Después de cada pozo se lavd 3 veces con la solucién de
PBS-T, 1gG anti-humano de cabra AffiniPure conjugado como fosfatasa
alcalina (fabricado por Jackson ImmunoResearch, Inc., #109-055-097) diluido
a 2500 veces con una solucion de TBS-T (TBS, 0.05% (v/v) Tween 20) se
afadié a 100 pl/pozo, y la placa se dejoé reposar a temperatura ambiente
durante 1 hora. El liquido en cada pozo fue removido, y cada pozo se lavo 5
veces con la solucion de TBS-T. Por lo tanto, una solucién de sustrato
fluorescente (fabricado por Roche Co., Ltd., #11681982001) se afadié a 100
pl/pozo, 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 quimérico humano al
Siglec-15-Fc de ratdén de una manera dependiente de la concentracion.
Ademas, cuyo el anticuerpo #32A1 y el anticuerpo quimérico humano se
mezclaron a la misma concentracién (1:1), aproximadamente 40% de

inhibicidbn competitiva se exhibié. Por lo tanto, se considera que el anticuerpo
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#32A1 y el anticuerpo quimérico humano tiene sustanciaimente la misma
afinidad para el Siglec-15-Fc de raton. Por otra parte, la IgG de control de rata

no mostré inhibicion competitiva (figura 15).

EJEMPLO 21

Evaluacion de actividad biolégica de anticuerpo quimérico humano de

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

prueba para la formacidn de osteoclastos de ratén y prueba para

formacidn de osteoclastos humanos

a) Prueba para formacion de osteoclastos en ratén

Usando el anticuerpo quimérico humano del anticuerpo
monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata #32A1 preparado en el ejemplo 19, el
efecto sobre la diferenciacion de osteoclastos de células no adherentes de
meédula 6sea de ratdn se examind. Células de médula ésea no adherentes de
ratén preparadas por el método del ejemplo 8 se preparé a 1.5 x 10°
celulas/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 CO,. La
solucion de cultivo vieja en la placa de 96 pozos fue removida, y 100 pl de
medio MEM-a se afiadié a cada pozo, los 100 ul de medio MEM-a que
contenia 10% de FBS al cual RANKL humano (RANKL, fabricado por
Peprotech, Inc.) y M-CSF se habia aradido para dar concentraciones finales
de 20 ng/ml y 10 ng/ml, respectivamente. A la solucién de cultivo de células, el
anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata #32A1 producido en el
ejemplo 6 o el anticuerpo quimérico humano del anticuerpo monoclonal anti-

raton Siglec-15 de rata #32A1 preparado en el ejemplo 19 se afiadié a una
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concentracion de 3 a 100 ng/ml, y las células se cultivaron durante 3 dias
adicionales en una incubadora con CO;. Después de completarse el cultivo, la
actividad de fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP) de los osteoclastos
formados se midié por el método descrito en el ejemplo 9. Después de
detener la reaccion enzimatica, una absorbancia de cada pozo a 405 nm se
midié, y la medicién obtenida se usé como un indice de actividad de TRAP.
Los resultados se muestran en la figura 16. Una inhibiciéon de actividad de
TRAP dependiente de la dosis se observd 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 mostré que el anticuerpo quimérico humano del anticuerpo
monoclonal anti-ratén 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) Evaluacién usando células precursoras de osteoclastos

humanos normales (tincion de TRAP)

Las células precursoras de osteoclastos humanas normales
(Normal Humah Natural Osteoclast Precursor Cells, compradas de Sanko
Junyaku Co., Ltd., Cat. No. 2T-110) se sembraron en una placa de 96 pozos a
1 x 10* células/pozo de conformidad con el protocolo unido a las células.
Como el medio, se usé un medio esencial minimo para células precursoras de
osteoclastos (OPBM, compradas de Sanko Junyaku Co., Ltd., Cat. No. PT-
8201) complementadas con un conjunto de complemento OPGM (comprado
de Sanko Junyaku Co., Ltd., Cat. No. PT-9501) que contenia suero de bovino
fetal (concentracion final: 10%), RANKL humana (concentracion final: 66
ng/ml), M-CSF humana (concentracion final: 33 ng/ml), y similares. Al

sobrenadante de cultivo resultante, el anticuerpo quimérico humano del
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anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata #32A1 preparado en el
ejemplo 19 se afiadié a una concentracién final de 0.3, 1, 3, 0 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 afadio
para fijar las células. Después de fijar las células, las células se lavaron dos
veces con agua destilada, una solucién de tincion de TRAP (0.27 mM fosfato
de naftol AS-MX o (fabricado por Sigma Co., Ltd.), 1.6 mM de sal de LB rojo
violeta resistente (fabricado por Sigma Co., Ltd.), 1% de dimetilformamida, 50
mM de tartrato de sodio, 0.1 M de regulador de pH de acetato de sodio (pH
5.0)) se afiadi6 at 100 pl/pozo, y a reacciéon se dejo 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 17). Como resultado, la formacién de osteoclastos multinucleados
TRAP-positivos fue inhibida mediante la adicion del anticuerpo quimérico

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

EJEMPLO 22

Disefio de anticuerpo humanizado de anticuerpo monoclonal anti-ratén
Siglec-15 de rata #32A1 (1)

a) Disefio de version humanizada de #32A1

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

El modelado molecular de Ia 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
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Res. 35, D301-D303 (2007)) se compararon con la regién variable de #32A1
determinada anteriormente. Como resultado, 1LK3 se seleccion6 como
teniendo la homologia de secuencia mas alta con la regién variable de la
cadena ligera de #32A.1 entre anticuerpos que tenian una delecion similar en
el marco de trabajo. Ademas, 1AD0 se seleccion6 como teniendo la
homologia de secuencia mas alta coﬁ la regién variable de la cadena pesada
de #32A1. La estructura tridimensional de la regién del marco de trabajo se
generé al obtener el “modelo de marco de trabajo” combinando las
coordenadas de 1LK3 y 1ADO correspondientes a las cadenas ligera y pesada
de #32A1. Las CDRs de #32A1 se clasificaron de conformidad con la
clasificacién de Thornton et al. (J. Mol. Biol., 263, 800-815, (1996)) como
sigue: CDRL1, CDRL2, CDRL3, CDRH1, y CDRH2 fueron asignadas a las
agrupaciones 15A, 7A, 9A, 10A y 12B, respectivamente. CDRH3 se clasifico
en k(8)C de conformidad con las reglas de H3 (FEBS letter 399, 1-8 (1996)).
Después, las conformaciones representativas de los CDRs respectivos se
integraron en el modelo de marco de trabajo.

Finalmente, para obtener un probable modelo molecular de la
region variable de #32A1 en términos de energia, un calculo de energia se
realizd para excluir contacto interatébmico desventajoso. El procedimiento
anterior se realizé usando el programa de prediccion de estructura de proteina
tridimensional comercialmente disponible Prime y el programa de blisqueda

de coordenadas MacroModel (Schrodinger, LLC).

a)-i) Disefo de secuencia de aminoacidos de #32A1

humanizado
Un anticuerpo humanizado #32A1 se construyé de conformidad
con un método generalmente conocido como injerto de CDR (Proc. Natl.

Acad. Sci. USA 86, 10029-10033 (1989)). Un anticuerpo aceptor se seleccioné
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en dos formas basadas en la homologia de aminoacido dentro de la region del
marco de trabajo. La secuencia de la region del marco de trabajo de #32A1 se
- compard con la secuencias de todos los marcos de trabajo humanos en la
Kabat Database (Base de datos de Kabat) (Nuc. Acid Res. 29, 205-206
(2001)) que implica secuencias de aminoacidos de anticuerpo. Como
resultado, un anticuerpo M37G0O37'CL se selecciond como un aceptor basado
en una homologia de secuencia de 73% en la region de marco de trabajo. Los
residuos de aminoacidos en la regién de marco de trabajo de M37GO37'CL se
alinearon con los residuos de aminoacidos de #32A1, y las posiciones en
donde diferentes aminoacidos se usaron fueron identificados. Las posiciones
de estos residuos se aﬁalizaron 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
comparod 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 regiéon de marco de tra-bajo. En cuanto
a la cadena H, CAF31288 se seleccion6 como un aceptor basado en una
homologia de secuencia de 78% en la regién de marco de trabajo. Con
respecto a la cadena L, los residuos de aminoacidos en la regién de marco de
trabajo de AAB34430, y con respecto a la cadena H, los residuos de
aminoacidos en la regién 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
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anteriormente. Después, los residuos donadores que habian de ser injertados
en el acceptor se seleccionaron de conformidad con los criterios provistos por
Queen et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 10029-10033 (1989)). En estos
métodos, al transferir algunos residuos donadores seleccionados al anticuerpo
aceptor, secuencias #32A1 humanizadas se construyeron como se describe

en los siguientes ejemplos.

b) Humanizacion de cadena pesada #32A1

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

Una cadena pesada #32A1 humanizada disefiada al reemplazar
los 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 glutamico), 98 (serina), 100 (valina), 104 (valina), 105
(serina), 114 (isoleucina), 118 (treonina), 134 (valina), 135 (metionina), y 140
(leucina) de la cadena pesada #32A1 representada por SEQ ID NO: 28 en el
listado de secuencias con leucina, valina, serina, glutamina, alanina, glicina,
fenilalanina, asparagina, alanina, lisina, asparagina, leucina, metionina,
asparagina, valina, alanina, treonina, leucina y serina, respectivamente, se
denomind “cadena pesada tipo h#32A1-T1H".

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
aminoacidos 20 a 140 de la misma, y la secuencia que comprende residuos
de aminoacidos 141 a 470 de la misma corresponde a la secuencia de sefial,
la regién variable de cadena pesada, y la regién constante de cadena pesada,
respectivamente. Una secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO: 51 esta representada por SEQ ID NO: 50 en el
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listado de secuencias. La secuencia que comprende los nucleétidos 1 a 57 de
la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 50, 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 codifica la secuencia de sefal, la
secuencia de region variable de cadena pesada, y la secuencia de regién
constante de cadena pesada, respectivamente. La secuencia de nucleétidos
de SEQ ID NO: 50 y la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 51 también

se muestran en la figura 27.

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

Una cadena pesada #32A1 humanizada disefiada al reemplazar
los numeros de aminoacido 23 (isoleucina), 24 (leucina), 26 (treonina), 32
(lisina), 43 (treonina), 95 (acido aspartico), 96 (serina), 97 (acido glutamico),
98 (serina), 100 (valina), 104 (valina), 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 denomind “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 regién variable de cadena pesada, y la regién constante de cadena pesada,
respectivamente. Una secuencia de nucléétidos gue codifica la secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO: 53 esta representada por SEQ ID NO: 52 en el
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listado de secuencias. La secuencia que comprende los nucleétidos 1 a 57 de
la secuencia de nucleétidos 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 codifica la secuencia de sefal, la
secuencia de regién variable de cadena pesada, y la secuencia de region
constante de cadena pesada, respectivamente. La secuencia de nucleétidos
de SEQ ID NO: 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 disenada 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 denominé “ cadena pesada tipo h#32A1-T3H".

La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada tipo h#32A1-
T3H esta representada por SEQ ID NO: 55 en el listado de secuencias. La
secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 19 de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 55, la secuencia que comvprende residuos de
aminoéacidos 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. La secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 55 esta representada por SEQ ID NO: 54 en el
listado de secuencias. La secuencia que comprende los nucleétidos 1 a 57 de
la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 54, la secuencia que comprende

los nucledtidos 58 a 420 de la misma, y la secuencia que comprende los
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nucledtidos 421 a 1410 de la misma codifica la secuencia de sefal, la
secuencia de region variable de cadena pesada, y la secuencia de regién
constante de cadena pesada, respectivamente. La secuencia de nucleétidos
de SEQ ID NO: 54 y la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 55 también

se muestran en la figura 29.

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

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

La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada tipo h#32A1-
TS5H 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
aminoéacidos de SEQ ID NO: 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 sefal,
la region 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: 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 nucleétidos de SEQ ID NO: 56, la secuencia que comprende

los nucleétidos 58 a 420 de la misma, y la secuencia que comprende los
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nucledtidos 421 a 1410 de la misma codifica la secuencia de seifial, la
secuencia de regién variable de cadena pesada, y la secuencia de region
constante de cadena pesada, respectivamente. La secuencia de nucleétidos
de SEQ ID NO: 56 y la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 57 también

se muestran en la figura 30.

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

Una cadena pesada #32A1 humanizada disefiada al reemplazar
los nimeros de aminoacido 23 (isoleucina), 24 (leucina), 26 (treonina), 32
(lisina), 95 (acido aspartico), 97 (acido glutamico), 99 (serina), 104 (valina),
114 (isoleucina), 134 (valina), 135 (metionina), y 140 (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 denominé “cadena
pesada tipo h#32A1-T6H".

La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada tipo h#32A1-
T6H esta representada por SEQ ID NO: 59 en el listado de secuencias. La
éecuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 19 de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 59, la secuencia que comprende residuos de
aminoacidos 20 a 140 de la misma, y la secuencia que comprende residuos
de aminoacidos 141 a 470 de la misma corresponde a la secuencia de sefial,
la regién yariable 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 nucleétidos de SEQ ID NO: 58, la secuencia que comprende
los nucledtidos 58 a 420 de la misma, y la secuencia que comprende los

nucleétidos 421 a 1410 de la misma codifican una secuencia de sefal, la
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secuencia de regién variable de cadena pesada, y la secuencia de regién
constante de cadena pesada, respectivamente. La secuencia de nucleétidos
de SEQ ID NO: 58 y la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 59 también

se muestran en la figura 31.

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

Una cadena pesada #32A1 humanizada disefiada al reemplazar
los nimeros de aminoacido 23 (isoleucina), 24 (leucina), 26 (treonina), 32
(lisina), 43 (treonina), 89 (valina), 95 (acido aspartico), 96 (serina), 97 (écido
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 denomin6é “cadena
pesada tipo h#32A1-T7H".

La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada tipo h#32A1- _
T7H esta representada por SEQ ID NO: 72 en el listado de secuencias. La
secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 121 de la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 72 y la secuencia que comprende residuos de
aminoacidos 122 a 451 de la misma corresponden a la regién variable de
cadena pesada y la regiéon 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 nimeros de aminoacido 23 (isoleucina), 24 (leucina), 26 (treonina), 32
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(lisina), 43 (treonina), 61 (acido glutamico), 95 (acido aspartico), 96 (serina),
97 (acido glutémicé), 98 (serina), 100 (valina), 104 (valina), 105 (serina), 114
(isoleucina), 118 (treonina), 134 (valina), 135 (metionina), y 140 (Ieuciﬁa) de la
cadena pesada #32A1 representada por SEQ ID NO: 28 en el listado de
secuencias con leucina, valina, serina, glutamina, alaninaA, glicina, asparagina,
alanina, lisina, asparagina, leucina, metionina, asparagina, valina, alanina,
treonina, leucina y serina, respectivamente, se denomind “cadena pesada tipo
h#32A1-T8H".

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

tipo h#32A1-TOH".
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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 region variable de cadena pesaday la regién constante de cadena pesada,
respectivamente. La secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 74 también se

muestra en la figura 38.

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

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

La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo
h#32A1-T10H esta representada por SEQ ID NO: 75 en el listado de
secuencias. La secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 121
de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 75 y la secuencia que
comprende residuos de aminoacidos 122 a 451 de la misma corresponden a
la regién variable de cadena pesada y la region constante de cadena pesada,
respectivamente. La secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 75 también se
muestra en la figura 39.

b)-x) Cadena pesada de tipo h#32A1-T11H:
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Una cadena pesada #32A1 humanizada disefiada al reemplazar
los numeros de aminoacido 23 (isoleucina), 24 (leucina), 26 (treonina), 32
(lisina), 43 (treonina), 89 (valina), 95 (acido aspartico), 96 (serina), 97 (acido
glutamico), 98 (serina), 100 (valina), 104 (valina), 114 (isoleucina), 118
(treonina), 134 (valina), 135 (metionina), y 140 (leucina) de la cadena pesada
#32A1 representada por SEQ ID NO: 28 en el listado de secuencias con
leucina, valina, serina, glutamina, alanina, fenilalanina, asparagina, alanina,
lisina, asparagina, leucina, metionina, valina, alanina, treonina, leucina y
serina, respectivamente, se denominé “cadena pesada de tipo h#32A1-T11H”.

La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo
h#32A1-T11H esta representada por SEQ ID NO: 76 en el listado de
secuencias. La secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 121
de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 76 y la secuencia que
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: 76 también se

muestra en la figura 39.

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

Una cadena pesada #32A1 humanizada disefiada al reemplazar
residuos de aminoacidos 23 (isoleucina), 24 (leucina), 26 (treonina), 32
(lisina), 43 (treonina), 61 (acido glutamico), 95 (acido aspartico), 96 (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".
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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 regién constante de cadena pesada,
respectivamente. La secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 77 también se

muestra en la figura 39.

¢) Humanizacion de cadena ligera #32A1

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

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 (asparaginla), 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
glutdmico, asparagina, prolina, lisina, valina, serina, serina, leucina, acido
glutamico, valina, valina, tirosina, glicina, valina, isoleucina, lisina, y treonina,
respectivamente, se denominé “cadena ligera de tipo h#32A1-T1L".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo
h#32A1-T1L esta representada por SEQ ID NO: 61 en el listado de
secuencias. La secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 20 de
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 61, la secuencia que comprende
residuos de aminoacidos 21 a 133 de la misma, y la secuencia que

comprende residuos de aminoacidos 134 a 238 de la misma corresponde a la
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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
nucleétidos 1 a 60 de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 60, 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 senal, la secuencia de regiéon 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 aminoacidos de SEQ ID

NO: 61 también se muestran en la figura 32.

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

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar
los nimeros de aminoacido 24 (leucina), 29 (alahina), entre 29 y 30 (es decir
insercién de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 36 (glutamina),
66 (glutamina), 81 (isoleucina), 99 (asparagina), 100 (prolina), 101 (valina),
104 (acido aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina), 127 (leucina), 129
(leucina), 130 (arginina), y 132 (alanina) de la cadena ligera #32A1
representada por SEQ [D NO: 30 en el listado de secuencias con metionina,
acido aspartico, serina, acido glutamico, prolina, valina, serina, serina, leucina,
acido glutdmico, 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 esta representada por SEQ ID NO: 63 en el listado de
secuencias. La secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 20 de
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 63, la secuencia que comprende

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

NO: 63 también se muestran en la figura 33.

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

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

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

residuos de aminoacidos 21 a 133 de la misma, y la secuencia que



153

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

NO: 65 también se muestran en la figura 34.

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

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

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo
h#32A1-T4L 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 sefial, la region variable de cadena ligera, y la region constante
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de cadena ligera, respectivamente. Una secuencia de nucleétidos que codifica
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 67 esta representada por SEQ
ID NO: 66 en el listado de secuencias. La seéuencia que comprende los
nucleétidos 1 a 60 de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 66, la
secuencia que comprende los nucleétidos 61 a 396 de la misma, y la
secuencia que comprende los nucleétidos 397 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 nucleétidos de SEQ ID NO: 66 y la secuencia de aminoacidos de SEQ ID

NO: 67 también se muestran en la figura 35.

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

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar
los nimeros de aminoacido 29 (alanina), entre 29 y 30 (es decir insercion de
un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 36 (glutamina), 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 glutdmico, 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 estd 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
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comprende residuos de aminoacidos 134 a 238 de la misma corresponde a la
secuencia de sefial, la region variable de cadena ligera, y la region constante
de cadena ligera, respectivamente. Una secuencia de nucleétidos que codifica
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 69 esta representada por SEQ
ID NO: 68 en el listado de secuencias. La secuencia que comprende los
nucledtidos 1 a 60 de la secuencia de nucle6tidos de SEQ ID NO: 68, la
secuencia que comprende los nucleétidos 61 a 399 de la misma, y la
secuencia que comprende los nucleétidos 400 a 714 de la misma codifica la
secuencia de sefal, la secuencia de region variable de cadéna ligera, y la
region constante de cadena ligera secuencia, respectivamente. La secuencia
de nucleétidos de SEQ ID NO: 68 y la secuencia de aminoacidos de SEQ ID

NO: 69 también se muestran en la figura 36.

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

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar
los nimeros de aminoacido 29 (alanina), entre 29 y 30 (es decir insercidon de
un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 36 (glutamina), 66
(glutamina), 99 (asparagina), 100 (prolina), 101 (valina), 164 (acido aspartico),
106 (isoleucina), 127 (leucina), 129 (leucina), 130 (arginina), y 132 (alaniha)
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 glutdmico, valina, valina, isoleucina, lisina, y treonina,
respectivamente, se denominé “cadena ligera de tipo h#32A1-T6L”.

La secuencia de aminoacidos de la cadéna 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 ,V la secuencia que comprende

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

NO: 71 también se muestran en la figura 37.

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

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar
los nimeros de aminoacido 24 (leucina), 29 (alanina), entre 29 y 30 (es decir
insercion de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 36 (glutamina),
66 (glutamina), 68 (arginina), 81 (isoleucina), 99 (asparagina), 100 (prolina),
101 (valina), 104 (acido aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina), 110
(fenilalanina), 122 (alanina), 127 (leucina), 1‘29 (leucina), 130 (arginina), y 132
(alanina) de la cadena ligera #32A1 representada por SEQ ID NO: 30 en el
listado de secuencias con metionina, acido aspartico, serina, acido glutamico,
prolina, lisina, valina, serina, serina, leucina, acido glutamico, valina, valina,
tirosina, glicina, valina, isoleucina, lisina, y treonina, respectivamente, se
denomind “cadena ligera de tipo h#32A1-T7L".

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

secuencias. La secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 113
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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 ligera de tipo h#32A1-T8L:

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

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

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

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar



158

los nimeros de aminoacido 24 (leucina), 29 (alanina), entre 29 y 30 (es decir
insercién de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 36 (glutamina),
41 (serina), 66 (glutamina), 68 (arginina), 81 (isoleucina), 99 (asparagina), 100
(prolina), 101 (valina), 104 (acido aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina),
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 metibnina, acido aspartico, serina, acido glutamico,
asparagina, prolina, lisina, valina, serina, serina, leucina, acido glutamico,
valina, valina, glicina, valina, isoleucina, lisina, y treonina, respectivamente, se
denominé “cadena ligera de tipo h#32A1-T9L".

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

muestra en la figura 40.

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

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar
los 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),
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,
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asparagina, prolina, lisina, valina, serina, serina, leucina, acido glutamico,
valina, valina, tirosina, valina, isoleucina, lisina, y treonina, respectivamente,
se denominé “cadena ligera de tipo h#32A1-T10L”",

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo
h#32A1-T10L estd 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 regién variable de cadena ligera y la regién constante de cadena ligera,
respectivamente. La secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 81 también se

muestra en la figura 40.

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

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar
los nUmeros de aminodcido 24 (leucina), 29 (alanina), entre 29 y 30 (es decir
insercion de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 36 (glutamina),
66 (glutamina), 81 (isoleucina), 99 (asparagina), 100 (prolina), 101 (valina),
104 (acido aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina), 110 (fenilalanina), 122
(alanina), 127 (leucina), 129 (leucina), 130 (arginina), y 132 (alanina) de la
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, 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
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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: 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 nimeros de aminoécido 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 (4cido aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina), 122
(alanina), 127 (leucina), 129 (leucina), 130 (arginina), y 132 (alanina) de la
cadena ligera #32A1 representada por SEQ ID NO: 30 en el listado de
secuencias con metionina, acido aspartico, serina, acido glutamico, prolina,
lisina, valina, serina, serina, leucina, acido glutamico, valina, valina, glicina,
valina, isoleucina, lisina, y treonina, respectivamente, se denominé “cadena
ligera de tipo h#32A1-T12L".

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

muestra en la figura 41.

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

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar
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los nimeros de aminoacido 24 (leucina), 29 (alanina), entre 29 y 30 (es decir
insercion de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 36 (glutamina),
66 (glutamina), 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, prolina,
lisina, valina, serina, serina, leucina, acido glutamico, valina, valina, tirosina,
valina, isoleucina, lisina, y treonina, respectivamente, se denominé “cadena
ligera de tipo h#32A1-T13L".

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

muestra en la figura 41.

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

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



162

serina, serina, leucina, acido glutdmico, valina, valina, glicina, valina,
isoleucina, lisina, y treonina, respectivamente, se denominé “cadena ligera de
tipo h#32A1-T14L".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo
h#32A1-T14L esta representada por SEQ ID NO: 85 en el listado de
secuencias. La secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 113
de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 85 y la secuencia que
comprende residuos de aminoacidos 114 a 218 de la misma corresponden a
la region variable de cadena ligera y la region constante de cadena ligera,
respectivamente. La secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 85 también se

muestra en la figura 41.

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

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar
los nimeros de aminoacido 24 (leucina), 29 (alanina), entre 29 y 30 (es decir
insercién de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 36 (glutamina),
41 (serina), 66 (glutamina), 81 (isoleucina), 99 (asparagina), 100 (prolina), 101
(valina), 104 (acido aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina), 110
(fenilalanina), 127 (leucina), 129 (leucina), 130 (arginina), y 132 (alanina) de la
cadena ligera #32A1 representada por SEQ ID NO: 30 en el listado de
secuencias con metionina, acido aspartico, serina, acido glutamico,
asparagina, prolina, valina, serina, serina, leucina, acido glutamico, valina,
valina, tirosina, 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
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comprende residuos de aminoacidos 114 a 218 de la misma corresponden a
la regién variable de cadena ligera y la regiéon constante de cadena ligera,
respectivamente. La secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 86 también se

muestra en la figura 41.

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

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar
los 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 (giutamina),
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 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, valina,
isoleucina, lisina, y treonina, respectivamente, se denominé “cadena ligera de
tipo h#32A1-T16L".

| La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo
h#32A1-T16L estad 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 ID NO: 87 y la secuencia que
comprende residuos de aminoacidos 114 a 218 de la misma corresponden a
la regidn variable de cadena ligera y la regién constante de cadena ligera,
respectivamente. La secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 87 también se

muestra en la figura 41.

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

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar
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los nimeros de aminoacido 24 (leucina), 29 (alanina), entre 29 y 30 (es decir
insercion de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 36 (glutamina),
66 (glutamina), 81 (isoleucina), 99 (asparagina), 100 (prolina), 101 (valina),
104 (acido aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina), 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 glutdmico, prolina, valina, serina,
serina, leucina, acido glutdmico, 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 estd 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 aminoacidos 114 a 218 de la misma corresponden a
la regidn variable de cadena ligera y la regién constante de cadena ligera,
respectivamente. La secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 88 también se

muestra en la figura 42.

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

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar
los numeros de aminoacido 24 (leucina), 29 (alanina), entre 29 y 30 (es decir
insercion de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 36 (glutamina),
66 (glutamina), 81 (isoleucina), 99 (asparagina), 100 (prolina), 101 (valina),
104 (acido aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina), 110 (fenilalanina), 127
(leucina), 129 (leucina), 130 (arginina), y 132 (alanina) de la cadena ligera
#32A1 representada por SEQ ID NO: 30 en el listado de secuencias con

metionina, acido aspartico, serina, acido glutamico, prolina, valina, serina,
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serina, leucina, acido glutamico, valina, valina, tirosina, valina, isoleucina,
lisina, y treonina, respectivamente, se denominé “cadena ligera de tipo
h#32A1-T18L".

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

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

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar
los nimeros de aminoacido 24 (leucina), 29 (alanina), entre 29 y 30 (es decir
insercion de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 36 (glutamina),
66 (glutamina), 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 glutamico, valina, valina, valina, isoleucina, lisina,
y treonina, respectivamente, se denomind “cadena ligera de tipo h#32A1-
T19L".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera 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 aminoacidos 114 a 218 de la misma corresponden a
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la regién variable de cadena ligera y la regién constante de cadena ligera,
respectivamente. La secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 90 también se

muestra en la figura 42.

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

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

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

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar
los nimeros de aminoacido 21 (acido aspartico), 24 (leucina), entre 29 y 30

(es decir insercidon de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 31
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(alanina), 32 (valina), 34 (leucina), 36 (glutamina), 40 (isoleucina), 66
(glutamina), 99 (asparagina), 100 (prolina), 101 (valina), 102 (giutamina), 103
(alanina), 104 (4cido aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina), v110
(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 &cido glutamico, metionina, treonina,
serina, leucina, prolina, acido glutdmico, leucina, alanina, serina, serina,
leucina, acido giutamico, 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 regién 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 disefiada al reemplazar
los numeros de aminoacido 21 (acido aspartico), 24 (leucina), entre 29 y 30
(es decir, inserciéon de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 31
(alanina), 32 (valina), 34 (leucina), 36 (glutamina), 40 (isoleucina), 66
(glutamina), 99 (asparagina), 100 (prolina), 101 (valina), 102 (glutamina), 103
(alanina), 104 (acido aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina), 123 (glicina),
127 (leucina), 129 (leucina), 130 (arginina), y 132 (alaniha) de la cadena ligera

#32A1 representada por SEQ ID NO: 30‘ en el listado de secuencias con acido
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glutdmico, metionina, treonina, serina, leucina, prolina, acido glutamico,
leucina, alanina, serina, serina, leucina, acido glutamico, prolina, acido
glutamico, fenilalanina, leucina, glutamina, valina, isoleucina, lisina, y treonina,
respectivamente, se denominé “cadena ligera de tipo h#32A1-T22L".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo
h#32A1-T221. estd 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 regidn variable de cadena ligera y la region constante de cadena ligera,
respectivamente. La secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 93 también se

muestra en la figura 43.

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

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar
los nimeros de aminoacido 24 (leucina), entre 29 y 30 (es decir inserciéon de
un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 31 (alanina), 32 (valina), 34
(leucina), 36 (glutamina), 40 (isoleucina), 66 (glutamina), 99 (asparagina), 100
(prolina), 101 (valina), 102 (glutamina), 103 (alanina), 104 (acido aspartico),
106 (isoleucina), 108 (treonina), 127 (leucina), 129 (leucina), 130 (arginina), y
132 (alanina) de la cadena ligera #32A1 representada por SEQ ID NO: 30 en
el listado de secuencias con metionina, treonina, serina, leucina, prolina, acido
glutamico, leucina, alanina, serina, serina, leucina, acido glutamico, prolina,
acido glutamico, fenilalanina, leucina, valina, isoleucina, lisina, y treonina,
respectivamente, se denominé “cadena ligera de tipo h#32A1-T23L".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo
h#32A1-T23L esta representada por SEQ ID NO: 94 en el listado de

secuencias. La secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 113
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de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 94 y la secuencia que
comprende residuos de aminoacidos 114 a 218 de la mismai 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.

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

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar
los nimeros de aminoacido 21 (acido aspartico), entre 29 y 30 (es decir
insercion de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 31 (alanina), 32
(valina), 34 (leucina), 36 (glutamina), 40 (isoleucina), 66 (glutamina), 99
(asparagina), 100 (prolina), 101 (valina), 102 (glutamina), 103 (alanina), 104
(acido aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina), 110 (fenilalanina), 122
(alanina), 123 (glicina), 127 (leucina), 129 (leucina), 130 (arginina), y 132
(alanina) de la cadena ligera #32A1 representada por SEQ ID NO: 30 en el
listado de secuencias con acido glutamico, treonina, serina, leucina, prolina,
acido glutamico, leucina, alanina, serina, serina, leucina, acido glutamico,
prolina, acido glutdmico, fenilalanina, leucina, tirosina, glicina, glutamina,
valina, isoleucina, lisina, y treonina, respectivamente, se denomind “cadena
ligera de tipo h#32A1-T24L".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo
h#32A1-T24L estd 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 regién constante de cadena ligera,
respectivamente. La secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 95 también se

muestra en la figura 43.
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c)-xxv) Cadena ligera de tipo h#32A1-T25L:

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar
los nimeros de aminoacido 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), 99 (asparagina), 100 (prolina), 101 (valina), 102
(glutamina), 103 (alanina), 104 (acido aspartico), 106 (isoleucina), 110
(fenilatanina), 127 (leucina), 129 (leucina), 130 (arginina), y 132 (alanina) de la
cadena ligera #32A1 representada por SEQ ID NO: 30 en el listado de
secuencias con treonina, serina, leucina, prolina, acido glutamico, leucina,
serina, serina, leucina, acido glutamico, prolina, acido glutamico, fenilalanina,
tirosina, valina, isoleucina, lisina, y treonina, respectivamente, se denominé
“cadena ligera de tipo h#32A1-T25L".

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

Produccién de gen de anticuerpo humanizado de anticuerpo monoclonal

anti-ratéon Siglec-15 de rata #32A1

a) Construccion de vectores de expresion de cadena ligera de

tipo h#32A1-T1L, h#32A1-T2L, h#32A1-T3L, h#32A1-T4L, h#32A1-T5L vy
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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 seal secrétora representada por:
los aminoacidos numeros 1 a 133 de SEQ ID NO: 61 en el listado de
secuencias; los aminoacidos nimeros 1 a 133 de SEQ ID NO: 63; los
aminoacidos numeros 1 a 133 de SEQ ID NO: 65; los aminoacidos numeros 1
a 132 de SEQ ID NO: 67; los aminoacidos nimeros 1 a 133 de SEQ ID NO:
69; o los aminoacidos nimeros 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 digestion de los
ADNs sintetizados con las enzimas de restriccion Nhel y BsiWI se inserté en
un vector de expresion de cadena ligera de anticuerpo humanizado universal
(PEFBKCL) en el sitio digerido con las enzimas de restriccion Nhel y BsiWi,
por lo que se construyeron vectores de expresion de cadena ligera de tipo
h#32A1-T1L, h#32A1-T2L, h#32A1-T3L, h#32A1-T4L, h#32A1-T5L y h#32A1-
T6L. Los vectores de expresibn asi obtenidos se nombraron
“pEF6KCL/h#32A1-T1L", “pEF6KCL/M#32A1-T2L", “pEF6KCL/h#32A1-T3L",
“pEF6KCL/h#32A1-T4L", “pEF6KCL/h#32A1-T5L", y “pEFEKCL/n#32A1-T6L”",

respectivamente.

b) Construccion 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 regién variable de cadena pesada
de tipo h#32A1-T6H fusionada a una sefal secretora representada por los
aminoacidos numeros 1 a 140 de SEQ ID NO: 51, 53, 55, 57 o 59 en el listado

de secuencias se sintetizaron (Medical & Biological Laboratories Co., Ltd.,
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Artificial Gene Synthesis Service). Después, cada uno de los fragmentos de
ADN obtenidos por digestion de los ADNs sintetizados con la enzima de
restriccion Blpl se 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, h#32A1-T3H, h#32A1-T5H y
h#32A1-T6H. Los vectores de expresion asi obtenidos se nombraron
“pEF1/FCCU/h#32A1-T1H”", “pEF1/FCCU/h#32A1-T2H",
“pEF1/FCCU/h#32A1-T3H", “pEF1/FCCU/N#32A1-T5H", y

“pEF1/FCCU/h#32A1-T6H", respectivamente.

EJEMPLO 24

Preparacién de anticuerpo humanizado de anticuerpo monoclonal anti-

rat6n Siglec-15 de rata #32A1

a) Produccién de anticuerpo humanizado

1.5 x 10° células de células 293 FreeStyle en fase de crebimiento
logaritmica se sembré en 100 ml de medio de expresion FreeStyle 293 fresco
(Invitrogen, Inc.) y se someti6 a cultivo en agitacién (125 rpm) a 37°C en una
incubadora con 8% de CO2. 1 mg de polietienimina (fabricado por
Polyscience, Inc. #24765) se disolvid en 4 ml de medio Opti-Pro SFM
(fabricado por Invitrogen, Inc.), y la solucién resultante se dejé a temperatura
ambiente durante 5 minutos. Un plasmido de expresion de cadena pesada
(0.05 mg) y un plasmido de expresiéon de cadena ligera (0.15 mg) preparados
usando PurelLink HiPure Plasmid Kit (Invitrogen, Inc.) fue suspendido en 4 ml
de medio Opti-Pro SFM (Invitrogen, Inc.). Después, 4 ml de los plasmidos de
expresion resultantes/liqguido mixto de Opti-Pro SFM se afiadié a 4 ml de la

polietilenimina/liquidc mixto de Opti-Pro SFM que se habia dejado a
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temperatura ambiente durante 5 minutos, y la mezcla resultante se dej6é a
temperatura ambiente durante 5 minutos adicionales. Subsecuentemente, 8
ml de la polietilenimina/los plasmidos de expresién/liquido mixto de Opti-Pro
SFM se afiadié a la suspension de células 293 FreeStyle, y el cultivo en
agitacion se continué. Después de que las células se cultivaron durante 7 dias

a 37°C en 8% de CO,, el sobrenadante de cultivo se recolecto.

b) Purificacidon de anticuerpo humanizado

El sobrenadante de cultivo obtenido en a) anterior se purificé por
cromatografia de afinidad de proteina A. 100 mi del sobrenadante de cultivo
se puso en un matraz con tapén de 500 ml, y 1 mil de una suspensién (50% de
suspension) de MabSelect SuRe (fabricado por GE Healthcare Bio-science
Co., Ltd.) equilibrado con PBS se anadié al mismo. La mezcla resultante se
agité durante la noche a 100 rpm en una incubadora a 10°C. Después, el
sobrenadante de cultivo 293F/suspensién de MabSelect SuRe se aplicé a
Zeba Spin Column vacia de 5 mL (PIERCE, Inc.). Después de que se vaci6
toda la resina en la columna, la columna se lavé con 10 ml de NaCl 1 M.
Subsecuentemente, 1 ml de solucién de arginina 1 M (pH 4.0) se aplicé a la
columna, y una fraccion que contenia el anticuerpo fue recolectada. La
fraccion se anadié a un dispositivo de filtro de centrifuga (Amicon Ultra-4, peso
molecular fraccionado: 50 K, Millipore Co., Ltd.), 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/n#32A1-T1L y pEF1/FCCU/N#32A1-T1H se
denominé “h#32A1-T1”; un anticuerpo humanizado de #32A1 obtenido por
una combinacién de pEF6KCL/h#32A1-T2L y pEF1/FCCU/h#32A1-T2H se

denomindé “h#32A1-T2"; un anticuerpo humanizado de #32A1 obtenido por
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una combinacién de pEF6KCL/h#32A1-T3L y pEF1/FCCU/h#32A1-T3H se
denomind “h#32A1-T3”; un anticuerpo humanizado de #32A1 obtenido por
una combinacion de pEF6KCL/h#32A1-T4L y vaF1/FCCU/h#32A1-T3H se
denominé “h#32A1-T4”; un anticuerpo humanizado de #32A1 obtenido por
una combinacion de pEF6KCL/h#32A1-T5L y pEF1/FCCU/h#32A1-T5H se
denomind “h#32A1-T5”; y un anticuerpo humanizado de #32A1 obtenido por
una combinacién de pEF6KCL/h#32A1-T6L y pEF1/FCCU/Mn#32A1-T6H se

denominé “h#32A1-T6".
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EJEMPLO 25

Evaluacion de propiedad de unién de anticuerpo humanizado de

anticuerpo monoclonal anti-raton Siglec-15 de rata #32A1 a proteina

Siglec-15 de raton

La propiedad de unién de los anticuerpos humanizados de anti-
raton Siglec-15 #32A1 T1 a T6 de rata a Siglec-15-Fc de ratén y Siglec-15-Fc
humana fue evaluado por el siguiente método. La Siglec-15-Fc de raton
purificada en el ejemplo 4 o la Siglec-15-Fc humana purificada en el ejemplo
12 se diluyé a 1 pg/ml con PBS, y la solucién diluida se suministré6 a 100
ul/pozo sobre una inmunoplaca (fabricada por Nunc, Inc., #437111), y la placa
se dejé reposar durante fa noche a 4°C, por lo que cada proteina fue
adsorbida a la placa. El dia siguiente, cada pozo se lavé 5 veces con una
solucion de PBS-T (PBS, 0.05% (v/v) Tween 20), y una solucion obtenida al
diluir leche descremada (fabricada por Morinaga Milk Industry Co., Ltd.) a 5%
con PBS se suministr6 a 350 pl/pozo, y la placa se dejo reposar a temperatura
ambiente durante 2 horas. El liquido en cada pozo fue removido, y cada pozo
se lavd 5 veces éon la solucion de PBS-T. Por lo tanto, cada uno de los
anticuerpo humanizados purificados de la anti-ratén Siglec-15 #32A1 T1 a T6
de rata preparados en el ejemplo 24 o el anticuerpo quimérico humano
preparado en el ejemplo 19 se diluyé a una concentracion final de 1 a 0.004
ug/ml (series de diluciéon de 4 veces) con una solucién de PBS que contiene
0.5% leche descremada, la solucion diluida se suministré a 100 pl/pozo, y la
placa se dej6 reposar a temperatura ambiente durante 2 horas. En este
tiempo, la concentracion de cada anticuerpo se determiné al realizar medicion
a 280 nm usando un espectrofotdometro DU-7400 (fabricado por Beckman
Coulter, Inc.) y realizando calculos basados en un coeficiente de extincién

molecular molar de cada anticuerpo. Después de que cada pozo habia sido
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lavado 5 veces con la solucién de PBS-T, IgG anti-humano de cabra
AffiniPure conjugado como fosfatasa alcalina (fabricada por Jackson
ImmunoResearch, Inc., #109-055-097) se diluyé a 2500 veces con una
solucién de TBS-T (TBS, 0.05% (v/v) Tween 20) se afiadié a 100 ul/pozo, y la
placa se dejo reposar a temperatura ambiente durante 1 hora. El liquido en
cada pozo fue removido, y cada pozo se lavd 5 veces con la solucién de TBS-
T. Por lo tanto, una solucién de sustrato fluorescente (fabricado por Roche
Co., Ltd., #11681982001) se afiadi6 a 100 pl/pozo, y una reacciéon de
fluorescencia se dejé proceder. Después de 10 minutos de la adicion de la
solucion de sustrato fluorescente en el caso de la placa que tenia el Siglec-15-
Fc de ratén 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 midié6 usando Spectra Max M5 (fabricado por Molecular
Devices, Inc.). Como resultado, se confirmé que todos los seis anticuerpos
humanizados de la anti-ratén Siglec-15 de rata examinados se unen a la
proteina Siglec-15 de ratén (figura 18) y la proteina Siglec-15 humana (figura
19) de una manera dependiente de la concentracién de anticuerpo.

EJEMPLO 26

Efecto de la adicién de anticuerpo quimérico de anticuerpo monoclonal

anti-ratén Siglec-15 de rata #32A1 sobre la diferenciacion de

osteoclastos de células no adherentes de médula ésea de ratén

(estimulacién con FNTa)

Usando el anticuerpo monoclonal anti-ratéon Siglec-15 de rata
#32A1 preparado en el ejemplo 6 y el anticuerpo quimérico del anticuerpo
monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata #32A1 preparado en el ejemplo 19, se
examiné un efecto sobre la diferenciacion de osteoclastos de células no

adherentes de médula 6sea de raton por estimulacion con FNTa. Las células
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no adherentes de médula ésea de ratén preparadas por el método del ejemplo
. 8 se prepard a 1.5 x 10° células/ml en medio a-MEM que contenia 10% de
suero de bovino fetal (FBS), 10 ng/ml de M-CSF, y 2 ng/ml de TGF-p
(fabricado por R&D Systems, Inc.), la preparacion de células resultante se
sembrd en cada pozo de una placa de 96 pozos en una cantidad de 200 pl y
las células se cultivaron durante 2 dias en una incubadora de CO,. La
solucion de cultivo vieja en la placa de 96 pozos fue removida, y 100 pl de
medio MEM-a se afiadié a cada pozo, los 100 pul 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/mly 10 ng/ml, respectivamente. A la solucién de cultivo de células, el
anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata #32A1 preparado en el
ejemplo 9 o el anticuerpo quimérico del anticuerpo monoclonal anti-raton
Siglec-15 de rata #32A1 preparado en el ejemplo 19 se afiadi6 a una
concentracion de 0.125 a 4 pg/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 afadiendo OCIF/OPG humano recombinante
preparado por el método descrito en la descripcion de la publicacién de
solicitud de patente No. WO 96/26217 a una concentracion de 100 ng/ml
también se prepar6. Después de completarse el cultivo, se realiz6 tincion de
TRAP usando un kit de fosfatase acida de leucocitos (fabricado por Sigma
Co., Ltd.) de conformidad con el protocolo que acompaiia el kit, y se observé
la formacion de osteoclastos multinucleados TRAP-positivos. Como resultado,
la formacion de osteoclastos multinucleados gigantes TRAP-positivos fue
inhibida mediante la adicién del anticuerpo policlonal anti-ratén Siglec-15
(figura 20). Aunque los osteoclastos mohonucleares pequenos 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 anadio, la formacion de
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osteoclastos multinucleados grandes inducidos por FNTa fue casi
completamente inhibida. Por otra parte, aun cuando una cantidad suficiente de
OCIF/OPG, que es un bloqueador de RANKL, se afadi6, la formaciéon de
osteoclastos multinucleados 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 midié por el procedimiento descrito en el ejemplo
9. Después de detener la reaccidon enzimatica, una absorbancia de cada pozo
a 405 nm se midi6, y la medicion obtenida se usé como un indice de actividad
de TRAP. Los resultados se muestran en la figura 21. Una inhibicién de
actividad de TRAP significativa se observé en el caso del anticuerpo #32A1 y
el anticuerpo quimérico de #32A1 dentro del intervalo de 125 ng/ml a 4 pg/ml.
A partir de estos resultados, se mostré que el anticuerpo monoclonal anti-
ratdbn Siglec-15 de rata y el anticuerpo quimérico de la misma inhiben
fuertemente el proceso de fusién celular en diferenciaciéon de osteoclastos y

maduracion inducidas por FNTa.

EJEMPLO 27

Evaluacion de actividad biolégica de anticuerpo monoclonal anti-ratén

Siglec-15 de ratas #8A1 y #32A1 basada en prueba para formacién de

osteoclastos de rata

Usando el anticuerpo monoclonal anti-raton Siglec-15 de ratas
#8A1 y #32A1 preparado en el ejemplo 6, un efecto sobre diferenciacion de
osteoclastos de células no adherentes de médula 6sea de rata se examind.
Las células no adherentes de médula ésea de rata se prepararon modificando
el método del ejemplo 8. Es decir, el fémur fue extirpado de ambas piernas de
una rata F344 hembra de 12 semanas de edad y los tejidos blandos fueron

removidos. Ambos extremos del fémur se cortaron, y medio MEM-a se inyect6
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usando una jeringa con una aguja de inyeccion de calibre 23 para sacar las
células de médula 6sea, que se recolectaron en un tubo de centrifuga. La
centrifugacion se realizd a temperatura ambiente durante 5 minutos a 100 g, y
el sobrenadante fue removido. A la pastilla de células resultante, 1 ml de un
regulador de pH hemolitico (regulador de pH de lisis de glébulos rojos,
fabricado pdr Sigma Co., Ltd.) se afadié para suspenderlo, y la suspensién
resultante se dejé a temperatura ambiente durante 5 minutos. 20 ml de D-PBS
se afnadié a la misma, la suspension se centrifugd a temperatura ambiente
durante 5 minutos a 100 g, y el sobrenadante fue removido. A la pastilla de
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 afnadid para suspenderlo. Después, la suspension
resultante se hizo pasar a través de un colador de células (40 um Nylon,
fabricado por BD Falcon) para remover agregados. Las células resultantes
fueron transferidas a un matraz en forma de T de 75 cm? (para la union de
células adherentes) y se cuiltivaron durante la noche en una incubadora de
CO,. Después de cultivar durante la noche, las células no se adhirieron al
matraz en forma de T fueron recuperadas y usadas como células no
adherentes de médula ésea de rata.

Las células no adherentes de médula 6sea de rata preparadas
por este método se cultivaron y una prueba para la formacion de osteoclastos
de rata se realiz6 de conformidad con el método del ejemplo 9. Es decir, las
células no adherentes de médula ésea de rata ési preparadas se prepararon a
1.5 x 10° células/ml en un medio a-MEM que contenia 10% de FBS y 10 ng/mi
de M-CSF (fabricado por R&D Systems, Inc.), y la preparacién de células
resultante se sembrd en cada pozo de una_placa de 96 pozos en una cantidad

de 200 pl y las células se cultivaron durante 2 dias en una incubadora de CO,.

La solucion de cultivo vieja en la placa de 96 pozos fue removida, y 100 i de
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medio MEM-a se afnadié a cada pozo, los 100 ul 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 solucién de cultivo de células, el
anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata #8A1 o #32A1 producido
en el ejemplo 6 se afiadié 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 cultivo, la actividad de fosfatasa acida resistente a
tartrato (TRAP) de los osteoclastos formados se midié por el método descrito
en el ejemplo 9. Después de detener la reaccién enzimatica, una absorbancia
de cada pozo a 405 nm se midid, y la mediciéon obtenida se us6 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 concentracién 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 concentracién de 31 ng/ml o
superior. A partir de estos resultados, se mostré que el anticuerpo monoclonal
anti-raton Siglec-15 de ratas #8A1 y #32A1 inhiben fuertemente la formacién
de osteoclastos de rata de la misma manera que la formacion de osteoclastos
de ratén, y la actividad in vitro de inhibir la fdrmacién de osteoclastos de rata

del anticuerpo #32A1 es mas alta que la del anticuerpo #8A1.

EJEMPLO 28

Disefio del anticuerpo humanizado de anticuerpo monoclonal anti-ratén

Siglec-15 de rata #32A1 (2)

a) Diseifio de la versiéon humanizada de #32A1

a)-i) Disefo de secuencia de aminoacidos de #32A1 humanizada
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Un anticuerpo humanizado #32A1 se construydé 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 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, la secuencia de la
misma se hizo mas corta por cinco residuos en el C terminal que la definicién
de Kabat usando una definiciéon propia. En la secuencia de cadena pesada
que contiene la CDRH2 asi definida, la secuencia de CDR derivada de una
rata se héce mas corta y mas de una secuencia de marco de trabajo humana
es incorporada, y por lo tanto, cuando se administra a humanos, es mucho
menos probable que sea reconocida como un antigeno heterélogo. Un
anticuerpo aceptor se selecciond con base en la homologia de aminoacidos
dentro de la region de marco de trabajo. La secuencia de la regién 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 seleccion6 como un aceptor
basado en una homologia de secuencia de 71% en la regiébn de marco de
trabajo. En cuanto a la cadena H, M37GO37'CL se seleccion6 como un
aceptor basado en una homologia de secuencia de 73% en la regiéon de
marco de trabajo. Con respecto a la cadekna L, los residuos de aminoacidos en
la regién de marco de trabajo de GF4/1.1°CL, y con respecto a la cadena H,
los residuos de aminoacidos en vIa regibn de marco de trabajo de
M37GO37'CL se alinearon con los residuos de aminoacidos de #32A1, y las
posiciones en donde diferentes aminoacidos se usaron fueron identificadas.
Las posiciones de estos residuos se analizaron usando el modelo

tridimensional de #32A1 construido en a)-i) del ejemplo 22. Después, residuos
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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 algﬁnos residuos donadores
seleccionados al anticuerpo aceptor, se construyeron secuencias #32A1

humanizadas como se describe en los siguientes ejemplos.

a)-ii)) Humanizacion de cadena pesada #32A1

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

Una cadena pesada 32A1 humanizada disefiada al reemplazar
los nimeros de aminoacido 23 (isoleucina), 24 (leucina), 26 (treonina), 32
(lisina), 43 (treonina), 61 (acido glutamico), 83 (acido glutamico), 85 (leucina),
86 (acido glutamico), 89 (valina), 95 (acido aspartico), 96 (serina), 97 (acido
glutamico), 98 (serina), 100 (valina), 104 (valina), 105 (serina), 114
(isoleucina), 118 (treonina), 134 (valina), 135 (metionina), y 140 (leucina) de
32A1 representada por SEQ ID NO: 28 en el listado de secuencias con
leucina, valina, serina, glutamina, alanina, glicina, alanina, valina, lisina,
fenilalanina, asparagina, alanina, lisina, asparagina, 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 aminoéacidos de SEQ ID NO: 99, la secuencia que comprende
residuos de aminoacidos 20 a 140 de la misma, y la secuencia que
comprende residuos de aminoacidos 141 a 466 de la misma corresponde a la
secuencia de sefal, la regiéon variable de cadena pesada, y la regidn
constante de cadena pesada, respectivamente. Una secuencia de nucleédtidos

que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 99 esta



183

representada por SEQ ID NO: 98 en el listado de secuencias. La secuencia
que comprende los nucledtidos 1 a 57 de la secuencia de nucleétidos 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 sefal, la secuencia de regiéon variable de cadena
pesada, y la secuencia de regidon constante de cadena pesada,
respectivamente. La secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 98 y la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 99 también se muestran en la

figura 54.

a)-iii) Humanizacion de cadena ligera #32A1

a)-iii)-1) Cadena ligera de tipo h#32A1-L2-15:

Una cadena ligera 32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
numeros de aminoacido 21 (acido 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 (Iéucina), 36 (glutamina), 40 (isoleucina), 66
(glutamina), 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 por. SEQ ID NO: 30 en el
listado de secuencias con acido glutamico, leucina, metionina, treonina,
serina, leucina, prolina, acido glutamico, leucina, alanina, serina, serina,
leucina, acido glutamico, prolina, acido glutamico, fenilalanina, leucina,
tirosina, glicina, glutamina, valina, isoleucina, lisina, y treonina,
respectivamente, se denominé “cadena ligera de tipo h#32A1-L2-15".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo
h#32A1-L2-15 esta representada por SEQ ID NO: 103 en el listado de

secuencias. La secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 20 de
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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 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: | 103 esta
representada por SEQ ID NO: 102 en el listado de secuencias. La secuencia
que comprende los nucledtidos 1 a 60 de la secuencia de nucleétidos de SEQ
ID NO: 102, la secuencia -que comprende los nucleétidos 61 a 399 de la
misma, y la secuencia que comprende los nucleétidos 400 a 714 de la misma
codifica la secuencia de sefial, la secuencia de regién variable de cadena
ligera, y la regidon constante de cadena ligera secuencia, respectivamente. La
secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 102 y la secuencia de aminoacidos

de SEQ ID NO: 103 también se muestran en la figura 56.

‘a)-iii)-ii) Cadena ligera de tipo h#32A1-L2-16:

Una cadena ligera 32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
numeros de aminoacido 21 (acido aspartico), 23 (valina), 24 (leucina), entre
29 y 30 (es decir inserciéon de un residuo faltante del marco de trabajo de
rata), 31 (alanina), 32 (valina), 34 (leucina), 36 (glutamina), 40. (isoleucina), 66
(glutamina), 99 (asparagina), 100 (prolina), 101 (valina), 102 (glutamina), 103
(alanina), 104 (acido aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina), 123 (glicina),
127 (leucina), 129 (leucina), 130 (arginina), y 132 (alanina) de 32A1
representada por SEQ ID NO: 30 en el listado de secuencias con acido
glutamico, 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 denominé “cadena ligera de tipo h#32A1-L2-16".
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La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo
h#32A1-L2-16 esta representada por SEQ ID NO: 105 en el listado de
secuencias. La secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 20 de
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 105, la secuencia que
comprende residuos de aminoacidos 21 a 133 de la misma, y la secuencia
gue comprende residuos de aminoacidos 134 a 238 de la misma corresponde
a la secuencia de seﬁal; la regiéon variable de cadena ligera, y la region
constante de cadena ligera, respectivamente. Una secuencia de nucleétidos
que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 105 esta
representada por SEQ ID NO: 104 en el listado de secuencias. La secuencia
que comprende los nucleétidos 1 a 60 de la secuencia de nucleétidos de SEQ
ID NO: 104, la secuencia que comprende los nucleétidos 61 a 399 de la
misma, y la secuencia que comprende los nucledtidos 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) Produccién deqen de anticuerpo humanizado de anticuerpo

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

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

humana universal pEG2

Un fragmento de ADN que contenia una secuencia de ADN que
codificaba aminoacidos de la secuencia de sefal y la regiéon constante de
1gG2 humana representada por SEQ ID NO: 106 fue sintetizado (Medical &
Biological Laboratories Co., Ltd., Artificial Gene Synthesis Service), y digerido
con las enzimas de restriccion Nhel y Pmel, por lo que se obtuvo un
fragmento de ADN de aproximadamente 1100 bp. Este fragmento de ADN fue

ligado a un fragmento de ADN de aproximadamente 6200 bp obtenido por
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digestion de pEF1/FCCU-1 con Nhel y Pmel y removiendo un fragmento de
ADN de aproximadamente 1100 bp, por lo que se construyé un vector de
expresion de cadena pesada de anticuerpo humanizado pEG2 universal (tipo

higG2).

b)-ii) Construccién de vector de expresion de cadena pesada

h#32A1-H1-1

Un fragmento de ADN obtenido al sintetizar un ADN que
contenia un gen que codificaba la region variable de cadena pesada h#32A1-
H1-1fusionada a una sefial secretora representada por los aminoacidos
numeros 1‘ a 140 de SEQ ID NO: 99 en el listado de secuencias (Invitrogen), y
al digerir el ADN con la enzima de restriccion Blpl se insertd en el vector de
expresion de cadena pesada (pEG2) humana universal (tipo hlgG2) en el sitio
digerido con la enzima de restriccién. Blpl, por lo que se construy6 un vector
de expresién de cadena pesada h#32A1-H1-1. El vector de expresion asi

obtenido se denominé “pEG2/h#32A1-H1-1".

b)-iii) Construccién de vector de expresidon de cadena pesada

h#32A1-H5

Una cadena pesada 32A1 humanizada en la cual la secuencia
de sefal y la region constante de cadena pesada tipo h#32A1-T5H designada
en b)-iv) del ejerﬁplo 22 se cambiaron a aquellas del tipo IgG2 se denominé
“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
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que comprende residuos de aminoacidos 141 a 466 de la misma corresponde
a la secuencia de sefial, 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: 101 esta
representada por SEQ ID NO: 100 en el listado de secuencias. La secuencia
que comprende los nucleétidos 1 a 57 de la secuencia de nucleétidos de SEQ
ID NO: 100, la secuencia que comprende los nucledtidos 58 a 420 de la
misma, y la secuencia que comprende los nucleétidos 421 a 1398 de la misma
codifica la secuencia de sefal, la secuencia de region variable de cadena
pesada, y la secuencia de regidon constante de cadena pesada,
respectivamente. La secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 100 y la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 101 también se muestran en la
figura 55.

Un fragmento de ADN obtenido al digerir el pEF1/FCCU/h#32A1-
T5H producido en el ejemplo 23 con la enzima de restriccion Blpl se insert6 en
el vector de expresion de cadena pesada de anticuerpo‘(tipo higG2) (pEG2)
en el sitio digerido con la enzima de restriccion Blpl, por lo que se construy6
un vector de expresion de cadena pesada h#32A1-H5. 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#32A1-12-15 y h#32A1-L2-16

Cada ADN que contenia un gen que codificaba una region
variable de cadena ligera de tipo h#32A1-L2-15 o h#32A1-1.2-16 fusionada a
una sefal secretora representada por los aminoacidos nimeros 1 a 133 de
SEQ ID NO: 103 en el listado de secuencias o los aminoacidos nimeros 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-L.2-16 de la
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misma manera as en el ejemplo 23. Los vectores de expresiéon asi obtenidos
se denominaron “pEF6KCL/h#32A1-L2-15" y “pEFB6KCL/h#32A1-L2-16,

respectivamente.

c) Preparaciéon de anticuerpo humanizado de _anticuerpo

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

¢)-i) Produccién de anticuerpo humanizado

1.2 x 10° células de células FreeStyle 293F (Invitrogen) en fase
de crecimiento logaritmica se sembré en 1.2 L de medio de expresion
FreeStyle 293 fresco (Invitrogen) y se sometié a cultivo en agitacion a 37°C en
una incubadora con 8% de CO, a 90 rpm durante 1 hora. 3.6 mg de
polietilenimina (Polyscience, #24765) se disolvio en 20 ml de medio Opti-Pro
SFM (Invitrogen). Subsecuentemente, un plasmido de expresion de cadena H
(0.4 mg) y un pldsmido de expresién de cadena L (0.8 mg) preparado usando
PurelLink HiPure Plasmid Kit (Invitrogen, Inc.) fue suspendido en 20 ml de
medio Opti-Pro SFM. Después, 20 ml de los plasmidos de expresién
resultantes/liquido mixto de Opti-Pro SFM se afadid a 20 ml de Ia
polietilenimina/liquido mixto de Opti-Pro SFM, y la mezcla resultante se agit6
suavemente y después se dejoé durante 5 minutos. Por lo tanto, la mezcla se
afadié a las células FreeStyle 293F, vy el cultivo en agitacién se realizd
durante 7 dias a 37°C en una incubadora con 8% de CO; a 90 rpm. Ei
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 pEFBKCL/h#32A1-T5L y pEG2/h#32A1-H5 se denomind
‘“h#32A1-H5/LS”;, un anticuerpo humanizado de #32A1 obtenido por una
combinaciéon de pEF6KCL/h#32A1-T5L y pEG2/h#32A1-H1-1 se denomind

‘h#32A1-H1-1/L5", un anticuerpo humanizado de #32A1 obtenido por una
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combinacién de pEF6KCL/h#32A1-L.2-15 y pEG2/h#32A1-H1-1 se denomind
“h#32A1-H1-1/L2-15"; y un anticuerpo humanizado de #32A1 obtenido por una
combinacién de pEF6KCL/h#32A1-L2-16 y pEG2/h#32A1-H1-1 se denominé

‘h#32A1-H1-1/L2-16".

c)-ii) Purificacién de anticuerpo humanizado

El sobrenadante de cultivo obtenido en c¢)-i) anterior fue
purificado por un procedimiento de dos pasos que incluyé cromatografia de
_ afinidad de rProtein A (a 4 a 6°C) y hidroxiapatita de ceramica (a temperatura
ambiente). Un paso de reemplazo de regulador de pH después de la
purificaciéon por cromatografia de afinidad de rProtein A y después de la
purificacion por hidroxiapatita de ceramica se realizé6 a temperatura ambiente.
Primero, 1100 a 1200 ml del sobrenadante de cultivo se aplico 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 soluciéon de
cultivo se vacié en la columna, la columna se lavé con 15 a 30 ml de PBS.
Subsecuentemente, elucion se realizé con solucion 2 M de clorhidrato de
arginina (pH 4.0), y una fracciéon que contenia el anticuerpo fue recolectada.
La fraccion se aplico a una columna de desalacion (fabricada por GE
Healthcare Bioscience Co., Ltd., columnas de desalaciéon 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 NaCl a pH 6.5. Ademas, la solucion
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 realiz6 la elucion de gradiente de concentracién con

cloruro de sodio, y una fraccion que contenia el anticuerpo fue recolectada. La
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fraccion se aplicd a una columna de desalacién (fabricada por GE Healthcare
Bioscience Co., Ltd., columna de desalacién de 2 x 5 ml HiTrap en serie) y el
liquido fue reemplazado por CBS (10 rﬁM regulador de pH de citrato que
contenia 140 mM cloruro de sodio, pH 6.0). Finalmente, la solucion resultante
se concentré usando Centrifugal UF Filter Device VIVASPIN 20(peso
molecular fraccionado: 30 K, Sartorius Co., Ltd., a 4°C), la concentracién de
IgG se ajustd a 1.0 mg/ml o mas, y la solucién asi obtenida se usé como una
muestra purificada. Los volimenes de las muestras purificadas respectivas
fueron como sigue: h#32A1-H1-1/L5: 2.2 ml, h#32A1-H5/L5: 1.8 ml, h#32A1-

H1-1/L2-16: 6.0 ml, y h#32A1-H1-1/L2-15: 2.2 ml.
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EJEMPLO 29

Evaluacién 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 ratén
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 6sea de raton preparadas por el método 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 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 de CO,. La solucién de cultivo vieja en la
placa de 96 pozos fue removida, y 100 ul de medio MEM-a se aiiadié a cada
" pozo, los 100 ul de medio MEM-a que contenia 10% de FBS al cual se habia
anadido RANKL humano (RANKL, fabricado por Peprotech, Inc.) y M-CSF
para dar concentraciones finales de 20 ng/ml y 10 ng/ml, respectivamente. A
la solucién de cultivo de células, el anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15
de rata (anticuerpo #32A1) preparado en el ejemplo 6 o cada uno de los 6
tipos de anticuerpo humanizado #32A1s (h#32A1-T1, h#32A1-T2, h#32A1-T3,
h#32A1-T4, h#32A1-T5 y h#32A1-T6) preparados en el ejemplo 24 se afiadié
a una 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, la actividad de fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP) de los
oéteoclastos formados se midié por el siguiente procedimiento. La solucion de
cultivo en cada pozo de la placa de 96 pozos fue removida por succién, y 50 pl

de 50 mM de citrato de sodio regulador de pH (pH 6.1) que contenia 1% de
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Triton X-100 se afiadié a cada pozo. Después, la placa se agité durante 5
minutos sobre un agitador de placa para lisar las células. A cada pozo, 50 ul
de a solucidon 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
anadieron, y la placa se incub6 a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Después de la incubacién, 50 pl de una solucidén 1 N de hidroxido de sodio se
anadié6 a cada pozo de la placa de 96 pozos para detener la reaccion
enzimatica. Después de detener la reaccién enzimatica, se midié una
absorbancia de cada pozo a 405 nm, y la medicioén 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-raton Siglec-15 de rata
(anticuerpo #32A1) preparado en el ejemplo 6, el anticuerpo quimérico
humano del anticuerpo #32A1 preparado en el ejemplo 19, y 4 tipos de
anticuerpo humanizado #32A1s (h#32A1-H1-1/L5, h#32A1-H5/L5, h#32A1-
H1-1/L2-16, y h#32A1-H1-1/L2-15) preparado en el ejemplo 28, la actividad
bioloégica 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-T5, h#32A1-T6, h#32A1-H1-1/L5, h#32A1-H5/L5,
h#32A1-H1-1/L2-16, y h#32A1-H1-1/L2-15) para los cuales se evaluo 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 quimérico

humano del anticuerpo #32A1.

EJEMPLO 30

Efecto de la adicidon de anticuerpo humanizado de anticuerpo

monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata #32A1 sobre la resorcién de
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hueso actividad de células precursoras de osteoclastos humanos

normales (evaluacidon que uso6 placa revestida con colageno)

Células precuréoras de osteoclastos humanas normales (Normal
Human Natural Osteoclast Precursor Cells, compradas de Sanko Junyaku
Co., Ltd., Cat. No. 2T-110) se sembraron en una placa de cultivo OsteoLyse
de 96 pozos (comprada de Sanko Junyaku Co., Ltd., Cat. No. PA-1500) a 1 x
10* células/pozo de conformidad con el protocolo que acompanfa las células.
Como el medio, se us6 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 (concentracién 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  monoclonal anti-raton Siglec-15 de rata (anticuerpo #32A1)
preparado en el ejemplo 6, el anticuerpo quimérico humano del anticuerpo
#32A1 preparado en el ejemplo 19, y los 10 tipos de anticuerpo humanizado
#32A1s (h#32A1-T1, h#32A1-T2, h#32A1-T3, h#32A1-T4, hi#32A1-T5,
h#32A1-T6, h#32A1-H1-1/L5, h#32A1-H5/L5, h#32A1-H1-1/L2-16, y h#32A1-
H1-1/L2-15) preparados en los ejemplos 24 y 28 se afadid a una
concentracion final de 4, 20, 100 6 500 ng/ml, y las células se cultivaron
durante 5 dias en una incubadora de CO,. Una alicuota de 10 ul del
sobrenadante de cultivo fue recolectada, 200 ul de reactivo de liberaciéon de
fluoroforo incluido en el OsteoLyse Assay Kit se afadi6 a la misma, y
mediante el uso de un lector de placa de fluorescencia (ARVO MX, fabricado
por Perkin Elmer Inc.), fluorometria resuelta en el tiempo (fluorémetro de

fluorescencia resuelta en el tiempo) (Excitacién: 340 nm, Emision: 615 nm)



194

adecuado para medicién de fluorescencia usando europio se realizé, por lo
que la cantidad de fragmentos libres de colageno fluorescente liberado en el
sobrenadante de cultivo se determiné (figuras 48 y 49). Como resultado, la
cantidad de fragmentos de colageno fluorescente incrementado mediante la
adicion de RANKL fue reducido mediante la adiciéon del anticuerpo #32A1 de
rata o el anticuerpo quimérico humano #32A1 de una manera dependiente de
la concentracién. 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 la
actividad de resorcién de hueso de osteoclastos humanos es inhibida por los
anticuerpos humanizados #32A1 especificamente la unién a la proteina

Siglec-15.

EJEMPLO 31

Evaluacién biolégica de anticuerpo humanizado de anticuerpo

monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata #32A1 usando ratas

ovariectomizadas

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

método descrito en el ejemplo 15.

EJEMPLO 32

Evaluacién de actividad biolégica de anticuerpo humanizado de

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

prueba para la formacién de osteoclastos de ratén por estimulacién con
el FNTa
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Un efecto inhibidor sobre la formacion de osteoclastos de ratén
por estimulacion con FNTa presentada por los anticuerpos humanizados
obtenidos en los ejemplos 24 y 28 pueden ser evaluados por el método

descrito en el ejemplo 26.

EJEMPLO 33

Determinacién de estabilidad térmica de anticuerpo humanizado usando

calorimetria de escudrifamiento diferencial (DSC)

Para h#32A1-H5/L5, h#32A1-H1-1/L5, h#32A1-H1-1/L2-15, y
h#32A1-H1-1/L2-16, se determin6 la estabilidad térmica. Cada una de las
muestras se prepard a una concentracion de 0.5 mg/ml (en una solucién de
CBS), y una alicuota de 400 pl de la misma se usé como una solucién de
muestra para la medicién de DSC. Las condiciones pa.ra la medicién de DSC
se fijaron como sigue. Es decir, la temperatura inicial se fij6 a 20°C, la
temperatura final se fijé6 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 us6 CBS. Como un instrumento para la medicion 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 escudrifiamiento obtenida para cada solucién de muestra, por lo que
se realizé la correccion de Ijnea basal. La figura 50 muestra un termograma
para h#32A1-H5/LS, la figura 51 muestra un termograma para h#32A1-H1-
1/L5, la figura 52 muestra un termograma para h#32A1-H1-1/L2-15, y la figura
53 muestra un termograma para h#32A1-H1-1/L2-16. Cuando un valor

superior pico en cada termograma se tomé como una temperatura de punto
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medio de desnaturalizacion térmica (Tm) en la regiéon Fab, el valor de Tm de
h#32A1-H5/L5 fue 81.2°C, el valor de Tm de h#32A1-H1-1/L5 fue 84.1°C, el
valor de Tm de h#32A1-H1-1/L2-15 fue 80.0°C, y el valor de Tm de h#32A1-

H1-1/L2-16 (IgG2) fue 77.9°C.

Aplicabilidad industrial

El anticuerpo anti-Siglec-15 quimérico o humanizado de la
invencion tiene una capacidad para inhibir la diferenciacién de osteoclastos o
actividad de resorcién de hueso, y una composicion farmaééutica que
contiene el anticuerpo anti-Siglec-15 puede ser un agente terapéutico o

preventivo para una enfermedad del metabolismo anormal de hueso.

Numero de acceso

- FERM BP-10999
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RESUMEN DE LA INVENCION

Se provee una composiciéon farmacéutica para tratar y/o prevenir
el metabolismo anormal de hueso que dirige una proteina codificada por un
gen fuertemente expresado en 6steoclastos;.de manera especifica, se prevé
una composicion farmacéutica que contiene un anticuerpo que reconoce
especificamente Siglec-15 humana y tiene una actividad de inhibir la

formacién de osteoclastos, y similares.

9B

P11/836F



REIVINDICACIONES

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

2.- El anticuerp§ o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado ademas porque: una
secuencia de cadena pesada contiene una regidn variable que tiene CDRH1,
CDRH2, y CDRH3, y la CDRH1 comprende una secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 44, la CDRH2 comprende cualquiera de las
secuencias de aminoacidos representadas por SEQ ID NO: 45 y SEQ ID NO:
97, y la CDRH3 comprende una secuencia de aminoacidos representada por
SEQ ID 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 SEQ ID NO: 48,
y la CDRL3 comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ
ID NO: 49.

3.- El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con la reivindicacion 2, caracterizado ademas porque 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 ID NO: 43.

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

o.- El anticuerpo de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, caracterizado ademas porque es scFv.

6.- El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado
ademas porque el anticuerpo es un anticuerpo quimérico.

7.- El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con la reivindicacion 6, 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 aminoécidos representada por SEQ ID NO: 43.

8.- El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, y 6, caracterizado
ademés porque el anticuerpo es humanizado.

9.- El anticuerpo de conformidad con la reivindicacién 7 u 8,

caracterizado ademas porque la cadena pesada tiene una regién constante de
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una cadena pesada de inmunoglobulina G2 humana y Ié cadena ligera tiene
una region constante de una cadena ligera k de inmunoglobulina humana.

10.- Un anticuerpo que inhibe la formacion de osteoclastos y/o
resorcion osteoclastica de hueso o un fragmento funcional del anticuerpo,
caracterizado ademas porque el anticuerpo contiene: (a) una regién variable
de cadena pesada seleccionada del grupo que consiste de las siguientes
secuencias de aminodcidos: 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: 53; a3) una
secuencia de aminoacidos que compren.de residuos de aminoacidos 20 a 140
de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 55; a4) una
secuencia de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 20 a 140
de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 57; a5) una
secuencia de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 20 a 140
de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 59; a6) una
secuencia de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 20 a 140
de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 99; a7) una
secuencia de aminoacidos que comprende residﬁos de aminoacidos 20 a 140
de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 101; a8) una
secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de por lo menos 95% con

cualquiera de las secuencias de aminoacidos seleccionadas de a1) a a7); a9)



una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de por lo menos 99%
con cualquiera de las secuencias de aminoacidos seleccionadas de al) a a7);
y a10) 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 a1) a a7); y (b) una regién
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 ID NO: 65; b4) una
secuencia de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 21 a 132
de una secuencia de aminoéacidos representada por SEQ ID NO: 67; b5) una
secuencia de éminoécidos 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 ID NO: 105; b9) una



secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de por lo menos 95% con
cualquiera de las secuencias de aminoacidos seleccionadas de b1) a b8);
b10) una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de por lo menos
99% con cualquiera de las secuencias de aminoacidos seleccionadas de b1) a
b8), y b11) una secuencia de aminoacidos que incluye una sustitucion,
delecion o adicion de uno a varios residuos de aminoacidos en cualquiera de
las secuencias de aminoacidos seleccionadas de b1) a b8).

11.- El anticuerpo 0 un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con la reivindicacién 10, caracterizado ademas 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 1407 de una secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 51 y una secuencia de cadena ligera que
contiene una regioén variable de cadena ligera que comprende una secuencia
de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 21 a 133 de una
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 61.

12.- El anticuerpo o un fragmento fljncional del anticuerpo de
conformidad con la reivindicacion 10, caracterizado ademas 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: 53 y una secuencia de cadena ligera que

contiene una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia



6

de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 21 a 1»33 de una
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 63.

13.- El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con la reivindicacion 10, caracterizado ademas porque contiene
una secuencia de cadena pesada que contiené 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: 65 y uné 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: 65.

14.- El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con la reivindicacion 10, caracterizado ademas 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: 55 y una secuencia de cadena ligera que
contiene una regién variable de cadena Iigéra que comprende una secuencia
de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 21 a 132 de una
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 67.

15.- El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con la reivindicaciéon 10, caracterizado ademas porque contiene

una secuencia de cadena pesada que contiene una regién variable de cadena



pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que comprende
residuos de aminoacidos 20 a 140 de una secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 57 y una secuencia de cadena ligera que
contiene una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia
de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 21 a 133 de una
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 69.

16.- El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con la reivindicacién 10, caracterizado ademas 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: 59 y una secuenci'a de cadena ligera que
contiene una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia
de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 21 a 133 de una
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 71.

17.- El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con la reivindicacion 10, caracterizado ademas 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 regién variable de cadena ligera que comprende una secuencia

de aminoéacidos que comprende residuos de aminoacidos 21 a 133 de una



secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 69.

18.- El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con la reivindicacion 10, caracterizado ademas 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: 101 y una secuencia de cadena ligera que
contiene una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia
de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 21 a 133 de una
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 69.

19.- El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con la reivindicaciéon 10, caracterizado ademas 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 region variable de cadena ligera que comprende una secuencia
de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 21 a 133 de una
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 103.

20.- El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con la reivindicacion 10, caracterizado ademas 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 regién variable de cadena ligera que comprende una secuencia
de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 21 a 133 de una
secuéncia de aminoacidos representada por SEQ ID NVO: 105.

21.- El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con la reivindicacién 10, caracterizado ademas 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: 51y
una secuencia de cadena ligera que comprende residuos de aminoacidos 21 a
238 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 61.

22.- El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con la reivindicacion 10, caracterizado ademas 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 la reivindicacién 10, caracterizado ademas 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 aminoacidos representada por SEQ ID NO: 65.
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24.- El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con la reivindicacién 10, caracterizado ademas porque contiene
una secuencia de cadena pesada que comprende residuos de aminoacidos 20
a 470 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 55 y
una secuencia de cadena ligera que comprende residuos de aminoacidos 21 a
237 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 67.

25.- El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con la reivindicacién 10, caracterizado ademas porque contiene
una secuencia de cadena pesada que comprende residuos de aminoacidos 20
a 470 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 57 y
una secuencia de cadena ligera que comprende residuos de aminoacidos 21 a
238 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 69.

26.- El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con la reivindicacion 10, caracterizado ademas 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 la reivindicacién 10, caracterizado ademas porque contiene
una secuencia de cadena pesada que comprende residuos de aminoacidos 20
a 466 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 99 y

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

28.- El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con la reivindicacion 10, caracterizado ademas porque contiene
una secuencia de cadena pesada que comprende residuos de aminoacidos 20
a 466 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 101 y
una secuencia de cadena ligera que comprende residuos de aminoacidos 21 a
238 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 69.

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

30.- El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con la reivindicacion 10, caracterizado ademas porque contiene
una secuencia de cadena pesada que comprende residuos de aminoacidos 20
a 466 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 99 y
una secuencia de cadena ligera que comprende residuos de aminoacidos 21 a
238 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 105.

31.- Una composiciéon farmacéutica, caracterizada porque
comprende por lo menos uno de los anticuerpos o fragmentos funcionales de
los anticuerpos de las reivindicaciones 1 a 30.

32.- La composicion farmacéutica de conformidad con la
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reivindicaciéon 31, caracterizada ademas porque es un agente terapéutico y/o
preventivo para el metabolismo anormal de hueso.

33.- Una composicion farnﬁacéutica 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 30 y por Io menos un miembro seleccionado del grupo
que consiste de bisbifosfonatos, vitamina D3 activa, calcitonina y derivados de
los mismos, hormonas tales como estradiol, SERMs (moduladores de receptor
de 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, énti-PTHfP (proteina
relacionada con hormona paratiroidea) anticuerpos o fragmentos funcionales
de los anticuerpos, antagonistas de receptor de IL-1, anticuerpos anti-receptor
de IL-1 o fragmentos funcionales de los anticuerpos, anticuerpos anti-RANKL
o fragmentos funcionales de los anticuerpos, y OCIF (factor inhibidor de
osteoclastogénesis).

34.- La composicion farmacéutica de conformidad con la
reivindicacion 33 6 33, caracterizada ademas porque el metabolismo anormal
de hueso se selecciona del grupo que consiste de osteoporosis, artritis
reumatoide acompafante de destruccién de hueso, hipercalcemia cancerosa,
mieloma multiple acompaniante de destruccion de hueso o metastasis de

cancer a hueso, tumor de células gigantes, osteopenia, pérdida de dientes
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debido a periodontitis, ostedlisis alrededor de una articulacion prostética,
destruccion de hueso en osteomielitis cronica, enfermedad de los huesos de
Paget, osteodistrofia renal, y osteogénesis imperfecta.

35.- La composicién farmacéutica de conformidad con la
reivindicacion 34, caracterizada ademas porque el metabolismo anormal de
hueso es osteoporosis, artritis reumatoide acompanante de destruccion de
hueso, o metastasis de cancer a hueso acompafante de destruccion de
hueso.

36.- La composiciéon farmacéutica de conformidad con la
reivindicacién 35, caracterizada ademas porque el metabolismo anormal de
hueso es osteoporosis.

37.- La composicién farmacéutica de conformidad con la
reivindicaciéon 36, caracterizada ademas porque la osteoporosis es
osteoporosis postmenopausica, osteoporosis senil, osteoporosis secundaria
debido al uso de un agente terapéutico tales como un esteroide o un
inmunosupresor, o artritis reumatoide acompanante de osteoporosis.

38.- Un polinucleétido que codifica el anticuerpo de cualquiera de
las reivindicaciones 3, 7, y 10 a 30.

39.- El polinucleétido de conformidad con la reivindicacién 38,
caracterizado ademas porque contiene una secuencia de nucleétidos que
comprende los nucleétidos 58 a 420 de una secuencia de nucledtidos
representada por SEQ ID NO: 40 y una secuencia de nucleétidos que

comprende los nucledtidos 61 a 396 de una secuencia de nucleétidos
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representada por SEQ ID NO: 42.

40.- El polinucledtido de conformidad con la reivindicacion 39,

caracterizado ademas porque contiene una secuencia de nucledtidos que

comprende los nucleétidos 58 a 1410 de una secuencia de nucleétidos

representada por SEQ ID NO: 40 y una secuencia de nucledtidos que

comprende los nucleétidos 61 a 711 de una secuencia de nucleétidos

representada por SEQ ID NO: 42.

41.- El polinucleétido de conformidad con la reivindicacion 38,

caracterizado ademas porque contiene: (a) un polinucleétido seleccionado del

grupo que consiste de las siguientes secuencias de nucledtidos: a1)
secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 58 a 420 de
secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 50; a2)
secuencia de nucledtidos que comprende los nucleétidos 58 a 420 de
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 52; a3)
secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos 58 a 420 de
secuencia de nucledtidos representada por SEQ [D NO: 54; a4)
secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 58 a 420 de
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 56; a5)
secuencia de nucleédtidos que comprende los nucleétidos 58 a 420 de
secuencia de nucleétidos representada por.SEQ ID NO: 58; a6)
secuencia de nucleétidos que comprende los nucledtidos 58 a 420 de
secuencia de nucleédtidos representada por SEQ ID NO: 98; a7)

secuencia de nucledtidos que comprende los nucleétidos 58 a 420 de

una

una

una

una

una

una
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secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 100; a8) una
secuencia de nucleétidos de un polinucleétido que hibrida a un polinucleétido
que comprende una secuencia de nucleétidos complementarios a cualquiera
de las secuencias de nucleétidos seleccionadas de a1) a a7) bajo condiciones
astringentes; y a9) una secuencia de nucleétidos que incluye una sustitucion,
delecién o adicibn de uno a varios nucleédtidos en cualquiera de las
secuencias de nucleétidos seleccionadas de a1) a a7); y (b) un polinucleétido
seleccionado del grupo que consiste de las siguientes secuencias de
nucledtidos: b1) una secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos
61 a 399 de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 60;
b2) una secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 61 a 399 de
»una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 62; b3) una
secuencia de nucleétidos que comprende los nucledtidos 61 a 399 de una
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 64; b4) una
secuencia de nucleétidos que comprende los nucledtidos 61 a 396 de una
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 66; b5) una
secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 61 a 399 de una
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 68; b6) una
secuencia de nucleétidos que comprende los nucledtidos 61 a 399 de una
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 70; b7) una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucleétidos 61 a 399 de una
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 102; b8) una

secuencia de nucleétidos que comprende los nucledtidos 61 a 399 de una
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secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 104; b9) una
secuencia de nucleétidos de un polinucleétido que hibrida a un polinucleétido
que comprende una secuencia de nucleétidos complementarios a cualquiera
de las secuencias de nuclettidos seleccionadas de b1) a b8) bajo condiciones
astringentes; y b10) una secuencia de nucleétidos que incluye una sustitucion,
delecion o adicibn de uno a varios nucledtidos en cualquiera de las
secuencias de nucleétidos seleccionadas de b1) a b8).

42.- El polinucleétido de conformidad con la reivindicaciéon 41,
caracterizado ademas 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: 50, y un
polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que comprende
los nucleétidos 61 a 399 de una secuencia de nucleétidos representada por
SEQ ID NO: 60.

43.- El polinucledtido de conformidad con la reivindicacion 41,
caracterizado ademas porque contiene un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucleétidos 58 a 420 de una
secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 52, 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: 62.

44 - El polinucledtido de conformidad con la reivindicacion 41,

caracterizado ademas porque contiene un polinucleétido que comprende una
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secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 58 a 420 de una
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 54, y un
polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que comprende
los nucledtidos 61 a 399 de una secuencia de nucleétidos representada por
SEQ ID NO: 64.

45.- El polinucledtido de conformidad con la reivindicacion 41,
caracterizado ademas 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
polinucledtido que comprende una secuencia de nucleétidos que comprende
los nucledtidos 61 a 396 de una secuencia de nucleétidos representada por
SEQ ID NO: 66.

46.- El poiinucleétido de conformidad con la reivindicacién 41,
caracterizado ademas porque contiene un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucleétidos 58 a 420 de una
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 56, y un
polinucledtido que comprende una secuencia de nucledtidos que comprende
los nucledtidos 61 a 399 de una secuencia de nucleétidos representada por
SEQ ID NO: 68.

47 - El polinucleétido de conformidad con la reivindicacion 41,
caracterizado ademas porque contiene un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucleétidos 58 a 420 de una

secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 58, y un
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polinucleétido que comprende una secuencia de nucledtidos que comprende
los nucledtidos 61 a 399 de una secuencia de nucleétidos representada por
SEQ ID NO: 70.

48.- El polinucledtido de conformidad con la reivindicacion 41,
caracterizado ademas porque contiene un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 58 a 420 de una
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 98, y un
polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que comprende
los nucledtidos 61 a 399 de una secuencia de nucledtidos representada por
SEQ ID NO: 68.

49.- El polinucledtido de conformidad con la reivindicaciéon 41,
caracterizado ademas porque contiene un polinucleétido que comprende una
secuencia de nuclettidos que comprende los nucledtidos 58 a 420 de una
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 100, y un
polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que comprende
los nucledtidos 61 a 399 de una secuencia de nucleétidos representada por
SEQ ID NO: 68.

50.- El polinucleétido de conformidad con la reivindicacién 41,
caracterizado ademas porque contiene un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 58 a 420 de una
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 98, y un
polinucledtido que comprende una secuencia de nucleétidos que comprende

los nucleétidos 61 a 396 de una secuencia de nucleétidos representada por
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SEQ ID NO: 102.

51.- El polinucleétido de conformidad con la reivindicaciéon 41,
caracterizado ademas porque contiene un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 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 nucleétidos representada por
SEQ ID NO: 104.

52.- El polinucleétido de conformidad con la reivindicacion 41,
caracterizado ademas porque contiene un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucleétidos que comprende los nucledtidos 58 a 1410 de una
secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 50, y un
polinucledtido que comprende una secuencia de nucleétidos que comprende
los nucledtidos 61 a 714 de una secuencia de nucledtidos representada por
SEQ ID NO: 60.

53.- El polinucleétido de conformidad con la reivindicacion 41,
caracterizado ademas porque contiene un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 58 a 1410 de una
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 52, y un
polinucledtido que comprende una secuencia de nucleétidos que éomprende
los nucleétidos 61 a 714 de una secuencia de nucledtidos representada por
SEQ ID NO: 62.

54.- El polinucleétido de conformidad con la reivindicacién 41,
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caracterizado ademas porque contiene un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 58 a 1410 de una
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 54, y un
polinucleétido qUe comprende una secuencia de nucleétidos que comprende -
los nucleétidos 61 a 714 de una secuencia de nucledtidos representada por
SEQ ID NO: 64.

55.- El polinucleétido de conformidad con la reivindicacion 41,
caracterizado ademas porque contiene un polinucledtido que comprende una
secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 58 a 1410 de una
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 54, y un
polinucledtido que comprende una secuencia de nucleétidos que comprende
los nucledtidos 61 a 711 de una secuencia de nucleétidos representada por
SEQ ID NO: 66.

56.- El polinucleétido de conformidad con la reivindicacion 41,
caracterizado ademas porque contiene un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucledtidos quevcomprende los nucleétidos 58 a 1410 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 714 de una secuencia de nucleétidos representada por
SEQ ID NO: 68.

57 .- El polinucleétido de conformidad con la reivindicacién 41,
caracterizado ademas porque contiene un polinucleétido que comprende una

secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 58 a 1410 de una
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secuenéia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 58, y un
polinucledtido que comprende una secuencia de nucleétidos que comprende
los nucledtidos 61 a 714 de una secuencia de nucleétidos representada por
SEQ ID NO: 70.

58.- El polinucleétido de conformidad con Ia reivindicacion 41,
caracterizado ademas porque contiene un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucleétidos 58 a 1398 de una
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 98, y un
polinucledtido que comprende una secuencia de nucleétidos que comprende
los nucleétidos 61 a 714 de una secuencia de nucleétidos representada por
SEQ ID NO: 68.

59.- El polinucleétido de conformidad con la reivindicacion 41,
caracterizado ademas porque contiene un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 58 a 1398 de una
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 100, y un
polinucledtido que comprende una secuencia de nucleétidos que comprende
los nuclettidos 61 a 714 de una secuencia de nucleétidos representada por
SEQ ID NO: 68.

60.- El polinucleétido de conformidad con la reivindicacion 41,
caracterizado ademas porque contiene un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucleétidos que comprende los nucleétidos 58 a 1398 de una
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 98, y un

polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que comprende
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los nucleétidos 61 a 714 de una secuencia de nucledtidos representada por
SEQ ID NO: 102.

61.- El polinucleétido de conformidad con la reivindicacion 41,
caracterizado ademas porque contiene un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucle6tidos que comprende los nucleétidos 58 a 1398 de una
secuencia de nucledtidos representada por SEQ D NO: 98, y un
polinucledtido que comprende una secuencia de nucleétidos que comprende
los nucleédtidos 61 a 714 de una secuencia de nucledtidos representada por
SEQ ID NO: 104.

62.- Un vector, que comprende cualquiera de los polinucleétidos
de las reivindicaciones 38 a 61.

63.- Una célula hospedera transformada, que comprende
cualquiera de los polinucleétidos de las reivindicaciones 38 a 61.

64.- Una célula hospedera transformada, que comprende el
vector de la reivindicacion 62.

65.- Un método para producir el anticuerpo de cualquiera de las
reivindicaciones 3, 7, y 10 a 30, que comprende cultivar la célula hospedera
de la reivindicacién 63 6 64, y purificar un anticuerpo del producto de cultivo

resultante.
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Figura 4

Actividad de Union (adsobancia a 492mn)
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Figura 5
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Actividad de Union (adsobancia a 492mn)
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Figura 14
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Figura 19
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Figura 21
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Figura 23

SEQ. ID NO:27: Secuencia de Nucleétidos clonada de cadena pesada #32A1
de rata (regién variable + alfa)
ATGAAGTTGTGGTTGAGCTGGATATTCCTTGTTIGTTCTTTTCAAAGGTGTGAGGTGTGA

GGTGCAAATTTTGGAGACTGGAGGAGGCTTGGTGAAGCCCGGTGGTTCCCTGAGACT
GTCTTGTGCAACGTCTGGATTCAATTTCAATGATTATTTCATGAACTGGGTCCGTCAGG
CTCCAGAAAAGGGGCTAGAGTGGGTTGCTCAAATAAGGAACAAAATTTATACTTATGC
CACATTTTATGCGGAGTCTTTGGAAGGCAGAGTCACAATCTCACGAGACGATTCCGAA
AGCAGTGTCTACCTGCAAGTGAGCAGTTTAAGAGCTGAAGACACTGCCATTTATTACT
GTACAAGATCCCTAACTGGGGGAGACTACTTTGATTACTGGGGCCAAGGAGTCATGG
TCACAGTCTCCTTAGCTGAAACAACAGCCCCATCTGTCTATCCACTGGCTCCTGGAAC
TGCTCTCAAAAGTAACTCCATGGTGACCCTGGGATGC

Secuencia de sefial (1-57), Region variable (58-420), secuencia parcial de
region constante (421-501)

SEQ ID NO:28: Secuencia de aminoacidos codificada por cadena pesada
#32A1 (region variable + alfa) clonada de rata
MKLWLSWiFLWLFKGVRCEVQILETGGGLVKPGGSLRLSCATSGFNFNDYFMNWVRQA
" PEKGLEWVAQIRNKIYTYATFYAESLEGRVTISRDDSESSVYLQVSSLRAEDTAIYYCTRSL
TGGDYFDYWGQGVMVTVSLAETTAPSVYPLAPGTALKSNSMVTLGC
Secuencia de sefial (1-19), Region variable (20-140), Secuencia parcial de
region constante (141-167)
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Figura 24

SEQ ID NO:29: Secuencia de nucleétidos de cadena ligera de #32A1
de rata (Regidn variable + alfa)
ATGGAGACAGACAGACTCCTGCTATGGGCACTGCTGCTCTGGGTTCCAGGCTCCACT
GGTGACATTGTCTTGACCCAGTCTCCTGCTTTGGCTGTGTCTCTAGGGCAGAGGGGC
ACAATCTCCTGTAGGGCCAGCCAAAGTGTCACTATTTCTGGATATAGTTTTATACACTG
GTACCAACAGAAACCAGGACAGCAACCCAGACTCCTCATCTATCGTGCATCCAACCTA
GCCTCTGGGATCCCGGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACCCTC
ACCATCAATCCTGTGCAGGCTGATGATATTGCAACCTATTTCTGTCAGCAGAGTAGGA
AATCTCCGTGGACGTTCGCTGGAGGCACCAAGCTGGAATTGAGACGGGCTGATGCTG
CACCAACTGTATCT

Secuencia de sefial (1-60), Region variable (61-396), Secuencia parcial de
regién constante (397-417)

SEQ ID NO:30: Secuencia de aminoacidos codificada por cadena ligera de

#32A1 clonada de rata (Region variable + alfa) '
METDRLLLWALLLWVPGSTGDIVLTQSPALAVSLGQRATISCRASQSVTISGYSFIHWYQQ
KPGQQPRLLIYRASNLASGIPARFSGSGSGTDF TLTINPVQADDIATYFCQQSRKSPWTFA

' GGTKLELRRADAAPTVS

Secuencia de sefial (1-20), Regidn variable (21-132), Secuencia parcial de
region constante (133-139)
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Figura 25
SEQ ID NO:40: Secuencia de nucleétidos de cadena pesada de anticuerpo quimérico humano #32A1

ATGAAACACCTGTGGTTCTTCCTCCTGCTGGTGGCAGCTCCCAGATGGGTGCTGAGC
GAGGTGCAAATTTTGGAGACTGGAGGAGGCTTGGTGAAGCCCGGTGGTTCCCTGAGA
CTGTCTTGTGCAACGTCTGGATTCAATTTCAATGATTATTTCATGAACTGGGTCCGTCA
GGCTCCAGAAAAGGGGCTAGAGTGGGETTGCTCAAATAAGGAACAAAATTTATACTTAT
GCCACATTTTATGCGGAGTCTTTGGAAGGCAGAGTCACAATCTCACGAGACGATTCCG
AAAGCAGTGTCTACCTGCAAGTGAGCAGTTTAAGAGCTGAAGACACTGCCATTTATTA
CTGTACAAGATCCCTAACTGGGGGAGACTACTTTGATTACTGGGGCCAAGGAGTCATG
GTCACAGTCAGCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCAAGCGTCTTCCCCCTGGCACCCTCC
TCCAAGAGCACCTCTGGCGGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTC
CCCGAACCCGTGACCGTGAGCTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACAL
CTTCCCCGCTGTCCTGCAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGT
GCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAG
CAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGC
CCACCCTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCCTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCA
AAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTG
GACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGA
' GGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCCCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGGE
TGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGT
GCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCA
AAGGCCAGCCCCGGGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATG
ACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATC
GCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCTCC
CGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAG
CAGGTGGCAGCAGGGCAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAA
CCACTACACCCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCCGGCAAATGA

Secuencia de sefial (1-57), Region variable (58-420), Region constante (421-
1413, incluyendo coddn de detencion)

SEQ ID NO:41: Secuencia de aminoacidos de cadena pesada de anticuerpo quimérico humano #32A1
MKHLWFFLLLVAAPRWVLSEVQILETGGGLVKPGGSLRLSCATSGFNFNDYFMNWVRQA
PEKGLEWVAQIRNKIYTYATFYAESLEGRVTISRDDSESSVYLQVSSLRAEDTAIYYCTRSL
TGGDYFDYWGQGVMVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEP
KSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNRYTQKSLSLSPGK
Seguencia de senal (1-19), Region variable (20-140), Region constante (141-
470)
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Figura 26
SEQ ID NO:42: Secuencia de nucleétidos de cadena ligera de anticuerpo

quimerico humano #32A1
ATGGTGCTGCAGACCCAGGTGTTCATCTCCCTGCTGCTGTGGATCTCCGGCGCATAT

GGCGACATTGTCTTGACCCAGTCTCCTGCTTTGGCTGTGTCTCTAGGGCAGAGGGCC
ACAATCTCCTGTAGGGCCAGCCAAAGTGTCACTATTTCTGGATATAGTTTTATACACTG
GTACCAACAGAAACCAGGACAGCAACCCAGACTCCTCATCTATCGTGCATCCAACCTA
GCCTCTGGGATCCCGGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACCCTC
ACCATCAATCCTGTGCAGGCTGATGATATTGCAACCTATTTCTGTCAGCAGAGTAGGA
AATCTCCGTGGACGTTCGCTGGAGGCACCAAGCTGGAATTGAGACGTACGGTGGCCG
CCCCCTCCGTGTTCATCTTCCCCCCCTCCGACGAGCAGCTGAAGTCCGGCACCGCCT
CCGTGGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTACCCCAGAGAGGCCAAGGTGCAGTGGAAGG
TGGACAACGCCCTGCAGTCCGGGAACTCCCAGGAGAGCGTGACCGAGCAGGACAGC
AAGGACAGCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAAAGCCGACTACGAG
AAGCACAAGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGAGCTCCCCCGTCAC
CAAGAGCTTCAACAGGGGGGAGTGTTAG

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

SEQ ID NO: 43: Secuencia de aminoacidos de cadena ligera de anticuerpo

~ quimérico humano #32A1
MVLQTQVFISLLLWISGAYGDIVLTQSPALAVSLGQRATISCRASQSVTISGYSFIHWYQQK

PGQQPRLLIYRASNLASGIPARFSGSGSGTDFTLTINPVQADDIATYFCQQSRKSPWTFAG
GTKLELRRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Secuencia de sefal (1-20), Region variable (21-132), Region constante (133-
237)
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Figura 27

SEQ ID NO:50: Secuencia de nucledtidos de h#32A1-T1H
ATGAAACACCTGTGGTTCTTCCTCCTGCTGGTGGCAGCTCCCAGATGGGTGCTGAGCGAGGTGE
AACTGGTGGAGAGCGGCGGCGGACTTGTGCAACCTGGCGGCTCCCTGAGACTTAGCTGTGCCGC
CTCCGGCTTCAACTTCAACGACTACTTCATGAACTGGGTGAGACAAGCCCCTGGCAAGGGCCTG
GAGTGGGTGGCCCAAATCAGAARCAAGATCTACACCTACGCCACCTTCTACGCCGAGAGCCTTG
AGGGCAGATTCACCATCTCCAGAGACARCGCCAAGAACAGCCTGTACCTTCARATGAACTCCCT
GAGAGCCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGTGCCAGARGCCTTACCGGCGGCGACTACTTCGAC
TACTGGGGCCAAGGCACCCTGGTGACCGTGAGCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCAAGCGTCTTCC
CCCTGGCACCCTCCTCCARGAGCACCTCTGGCGGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGA
CTACTTCCCCGAACCCGTGACCGTGAGCTGGRACT CAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACE
TTCCCCGCTGTCCTGCAGTCC TCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCA
GCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGA
CAAGAGAGTTGAGCCCAARATCTTGTGACRAAACTCACACATGCCCACCCTGCCCAGCACCTGAR
CTCCTGGGGGGACCCTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCARAACCCARGGACACCCTCATGATCTCCC
GGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAA
CTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCCCGGGAGGAGCAGTACAAC
AGCACGTACCGGGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGT
ACAAGTGCAAGGTCTCCAACARAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAA
* AGGCCAGCCCCGGGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCARGAAC
CAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCARAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGA
GCAATGGCCAGCCCGAGRACAACTACAAGACCACCCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTT
CTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGCARCGTCTTCTCATGE
TCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACRACCACTACACCCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCCGGCA
AR

Secuencia de sefal (1-57), Regién variable (58-420), Regién constante (421-
1410)

SEQ ID NO:51: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T1H
MKHLWEFFLLLVAAPRWVLSEVQLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGENFNDY FMNWVRQAPGKGL
EWVAQIRNKIYTYATFYAESLEGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARSLTGGDYFD
YWGOGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY FPEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPE
LLGGPSVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHE DPEVKENWYVDGVEVENAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKE YKCKVSNKALPAPIEKTI SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKN
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE SNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQGNVESC
SVMHBEALHNHYTOKSLSLSPGK

Secuencia de sefial (1-19), Region variable (20-140), Region constante (141-
470)
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SEQ ID NO:52: Secuencia de nucledtidos de h#32A1-T2H
ATGAAACACCTGTGGTTCTTCCTCCTGCTGGTGGCAGC TCCCAGATGGGTGC TGAGCGAGGTGE
AACTGGTGGAGAGCGGCGGCGGACTGGTGCAACCTGGCGGCTCCCTGAGACTGAGCTGTGCCGE
CTCCGGCTTCAACTTCAACGACTACT TCATGAACTGGGTGAGACAAGCCCCTGAGAAGGGCCTG
GAGTGGGTGGCCCARATCAGARACAAGATCTACACCTACGCCACCTTCTACGCCGAGAGCCTGE
AGGGCAGAGTGACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACAGCCTGTACCTGCARATGTCCTCCCT
GAGAGCCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGTGCCAGAAGCCTGACCGGCGGCGACTACTTCGAC
TACTGGGGCCAAGGCACCCTGGTGACCGTGAGCTCAGCCTCCACCARGGGCCCARGCGTCTTCC
CCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGCGGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTCARGGA
CTACTTCCCCGAACCCGTGACCGTGAGCTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACT
TPCCCCGCTGTCCTGCAGTCCTCAGGACTC TACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCA
GCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCARCGTGAATCACARGCCCAGCARCACCAAGGTGGA
CARGAGAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAARACTCACACATGCCCACCCTGCCCAGCACCTGAA
CTCCTGGGGGGACCCTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCARAACCCARGGACACCCTCATGATCTCCC
GGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCC TGAGGTCAAGTTCAR
CTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACARAGCCCCGGGAGGAGCAGTACAAC
AGCACGTACCGGGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGT
ACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGARAACCATCTCCAAAGCCAA
AGGCCAGCCCCGGGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCARGAAC
CAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCARAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGA
GCAATGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTT
CTTCCTCTACAGCARGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGCARCGTCTTCTCATGC
TCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACCCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCCGGCA
AA

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

SEQ ID NO:53: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T2H
MKHLWFFLLLVAAPRWVLSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNFNDY FMNWVRQAPEKGL
EWVAQIRNKIYTYATFYAESLEGRVTISRDNAKNSLYLOMSSLRAEDTAVYYCARSLTGGDYFD
YWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY FPEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLOSSGLYSLSSVYTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVE PKSCDKTHTCPPCPAPE
LLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHE DPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT I SKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKN
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

feg;Jencia de sefal (1-19), Regién variable (20-140), Region constante (141-
7
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SEQ ID NO:54: Secuencia de nucledtidos de h#32A1-T3H
ATGAAACACCTGTGGTTCTTCCTCCTGCTGGTGGCAGCTCCCAGATGGGTGCTGAGCGAGGTGC
AGATCGTGGAGAGCGGCGGCGGACT TGTGCAGCCTGGCGGCTCCCTGAGACTTAGCTGTGCCAC
CTCCGGCTTCARCTTCAACGACTACTTCATGAACTGGGTGAGACAGGCCCCTGAGAAGGGCCTG
GAGTGCGTGGCCCAGATCAGAAACAAGATCTACACCTACGCCACCTTCTACGCCGAGAGCCTTG
AGGGCAGCAGTGACCATCTCCAGAGACGACAGCGAGTCCAGCGTGTACCTTCAGATGTCCAGCCT
GAGAGCCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGTACCAGAAGCCTTACCGGCGGCGACTACTTCGAC
TACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACCGTGAGCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCARGCGTCITCC
CCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGCGGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGA
CTACTTCCCCGAACCCGTGACCGTGAGCTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACC
PTCCCCGCTGTCCTGCAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCA
GCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGA
CAAGAGAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCCTGCCCAGCACCTGAA
CTCCTGGGGEGGACCCTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAARACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCC
GGACCCCTGAGGTCACATGCETCGTGGTGGACGTGAGCCACGARGACCCTGAGGTCAAGTTCAA
CTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCCCGGGAGGAGCAGTACAAC
AGCACGTACCGGGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGRACTGGCTGAATGGCAAGGAGT
ACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAARACCATCTCCARRGCCAA
AGGCCAGCCCCGGGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCARGAAC
CAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGA
GCAATGGCCAGCCCGAGRAACAACTACAAGACCACCCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTT
CTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGCAACGTCTTCTCATGC
TCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACCCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCCGGCA
AA

1Se::uencia de sefial (1-57), Region variable (58-420), Region constante (421-
410)

SEQ ID NO:55: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T3H
MKHLWFFLLLVAAPRWVLSEVQIVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGFNFNDYFMNWVROAPEKGL
EWVAQIRNKIYTYATFYAESLEGRVTISRDDSESSVYLQMSSLRAEDTAVYYCTRSLTGGDYFD
YWGOGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY FPEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPE
LLGGPSVFLEFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHE DPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKN
QVSLTCLVKGFYPSDTAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRHQQGNVESC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

f_fgg;;encia de sefal (1-19), Regidn variable (20-140), Region constante (141-
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SEQ ID NO:56: Secuencia de nucleétidos de h#32A1-T5H
ATGAARACACCTGTGGTTCTTCCTCCTGCTGGTGGCAGCTCCCAGATGGGTGCTGAGCGAGGTGE
AGGTGGTGGAGAGCGGCGGCGGACTTGT GCAGCCTGGCGGCTCCCTGAGACT TAGCTGTGCCAC
CTCCGGCTTCAACTTCAACGACTACTTCATGAACT GGGTGAGACAGGCCCCTGGCAAGGGCCTG
GAGTGGGTGGCCCAGATCAGAAACAAGATCTACACCTACGCCACCTTCTACGCCGAGAGCCTTG
AGGGCAGATTCACCATCTCCAGAGACAACAGCAAGTCCACCGTGTACCTTCAGATGARCTCCCT
GAGAGCCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGTACCAGAAGCCTTACCGGCGGCGACTACTTCGAC
TACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACCGTGAGCTCAGCCTCCACCARGGGCCCARGCGTCTTCC
CCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTC TGGCGGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGA
CTACTTCCCCGAACCCGTGACCGTGAGC TGGAAC TCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACT
TTCCCCGCTGTCCTGCAGTCC TCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCA
GCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGA
CAAGAGAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCCTGCCCAGCACCTGAR
CTCCTGGGGGGACCCTCAGTCTTCCTCT TCCCCCCAARACCCARGGACACCCTCATGATCTCCC
GGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCARGTTCAA
CTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAARAGCCCCGGGAGGAGCAGTACAAC
AGCACGTACCGGGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGC TGAATGGCAAGGAGT
ACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAR
© AGGCCAGCCCCGGGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCARGAAL
CAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCARAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGA
GCAATGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTT
CTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGCARCGTCTTCTCATGC
TCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACCCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCCGGCA
AA

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

SEQ ID NO:57: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T5H
MKHLWFFLLLVAAPRWVLSEVQVVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGENFNDY FMNWVRQAPGKGL
EWVAQIRNKIYTYATFYAESLEGRFTISRDNSKSTVYLQMNSLRAEDTAVYYCTRSLTGGDYFD
YWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY FPEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPE
LLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKE YKCKVSNKALPAPIEKT I SKAKGQPREPQVY TLPPSREEMTKN
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWOQGNVFSC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Secuencia de sefial (1-19), Regién variable (20-140), Region constante (141-
470)
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SEQ ID NO:58: Secuencia de nucledtidos de h#32A1-T6H
ATGAAACACCTGTGGTTCTTCCTCCTGCTGETGGCAGCTCCCAGATGGGTGCTGAGCGAGGTGC
AGGTGGTGGAGAGCGGCGGCGGACT TGTGCAGCCTGGCGGC TCCCTGAGACTTAGCTGTGCCAC
CTCCGGCTTCAACTTCAACGACTACTTCATGAACTGGGTGAGACAGGCCCCTGAGAAGGGCCTG
GAGTGGGTGGCCCAGATCAGAAACAAGATC TACACCTACGCCACCTTCTACGCCGAGAGCCTTG
AGGGCAGAGTGACCATCTCCAGAGACAACAGCAAGTCCACCGTGTACCTTCAGATGTCCAGCCT
TAGAGCCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGTACCAGAAGCCTTACCGGCGGCGACTACT TCGAC
TACTGGGGCCAGGGCACCCTTGTGACAGTGAGCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCARGCGTCTTCC
CCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGCGGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGA
CTACTTCCCCGAACCCGTGACCGTGAGCTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACC
TTCCCCGCTGTCCTGCAGTCCTCAGGACTCTACT CCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCA
GCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCARCGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGA
CAAGAGAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCCTGCCCAGCACCTGAA
CTCCTGGGGGGACCCTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCARAACCCARGGACACCCTCATGATCTCCC
GGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAA
CTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACARAGCCCCGGGAGGAGCAGTACAAC
AGCACGTACCGGGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCARGGAGT
ACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAA
- AGGCCAGCCCCGGGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGRAC
CAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGA
GCAATGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTT
CTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGCAACGTCTTCTCATGE
TCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACCCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCCGGCA
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

MKHLWFFLLLVAAPRWVLSEVQVVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGFNFNDY FMNWVRQAPEKGL
EWVAQIRNKI YTYATFYAESLEGRVTISRDNSKSTVYLQMSSLRAEDTAVYYCTRSLTGGDYFED
YWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY FPEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKRVE PKSCDKTHTCPPCPAPE
LLGGPSVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNHYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT I SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKN
OVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWOOGNVESC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK ’

Secuencia de sefial (1-19), Region variable (20-140), Regidn constante (141-
470)
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SEQ ID NO:60: Secuencia de nucleédtidos de h#32A1-T1L
ATGGTGCTGCAGACCCAGGTGTTCATCTCCCTGCTGCTGTGGATCTCCGGCGCATATGGCGACA
TCGTGATGACCCAGAGCCCTGACTCCCTTGCCGTGTCCCTGGGCGAGAGAGCCACCATCAACTG
TAGAGCCTCCCAGAGCGTGACCATCTCCGGCTACAGCTTCATCCACTGGTACCAGCAGAAGCCT
GGCCAGCCTCCTAAGCTTCTGATCTACAGAGCCTCCAACCTTGCCAGCGGCGTGCCTGCCAGAT
TCTCCGGCAGCGGCTCCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCAGC TCCCTTCAGGCCGAGGACGT
GGCCGTGTACTACTGTCAGCAGAGCAGRARGTCCCCTTGGACCT TCGGCGGCGGCACCRAGGTG
GAGATCAAGCGTACGGTGGCCGCCCCCTCCGTETTCATCTTCCCCCCCTCCGACGAGCAGCTGA
AGTCCGGCACCGCCTCCGTGGTGTGCCTGCTGARTAACTTCTACCCCAGAGAGGCCAAGGTGCA
GTGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGTCCGGGAACTCCCAGGAGAGCGTGACCGAGCAGGACAGE
AAGGACAGCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAAAGCCGACTACGAGBAGCACA
AGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGAGCTCCCCCGTCACCARGAGCTTCAACAG
GGGGGAGTGT

Secuencia de sefial (1-60), Region variable (61-399), Regidn constante (400-
714)

SEQ ID NO:61: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T1L
MVLQTQVFISLLLWISGAYGDIVMTQSPDSLAVSLGERAT INCRASQSVTISGYSFIHWYQQKP
GOPPKLLIYRASNLASGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCQOSRKSPWTFGGGTKV
EIKRTVAAPSVEIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKS FNRGEC

Secuencia de sefial (1-20), Regién variable (21-133), Region constante (134-
238)
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SEQ ID NO:62: Secuencia de nucleétidos de h#32A1-T2L
ATGGTGCTGCAGACCCAGGTGTTCATCTCCCTGCTGCTGTGGATCTCCGGCGCATATGGCGACA
TCGTGATGACCCAGAGCCCTGACTCCCTTGCCGTGTCCCTGGGCGAGAGAGCCACCATCAGCTG
TAGAGCCTCCCAGAGCGTGACCATCTCCGGCTACAGCTTCATCCAC TGGTACCAGCAGAAGCCT
GGCCAGCCTCCTAGACTTCTGATCTACAGAGCCTCCAACCTTGCCAGCGGCGTGCCTGCCAGAT
TCTCCGGCAGCGGCTCCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCAGCTCCCTTCAGGCCGAGGACGT
GGCCGTGTACTTCTGTCAGCAGAGCAGAARGTCCCCTTGGACCT TCGCCGGCGGCACCARGGTG
GAGATCAAGCGTACGGTGGCCGCCCCCTCCGTGTTCATCTTCCCCCCCTCCGACGAGCAGCTGA
AGTCCGGCACCGCCTCCGTGGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTACCCCAGAGAGGCCARGGTGCA
GTGGARGGTGGACAACGCCCTGCAGTCCGGGAACTCCCAGGAGAGCGTGACCGAGCAGGACAGE
ARGGACAGCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCARAGCCGACTACGAGRAGCACA
AGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGAGCTCCCCCGTCACCARGAGCTTCAACAG
GGGGGAGTGT

Secuencia de sefial (1-60), Regién variable (61-399), Region constante (400-
714)

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

MVLQOTQVFI SLLLWISGAYGDIVMTQS PDSLAVSLGERATISCRASQSVTISGYSFIHWYQQKP
GQPPRLLIYRASNLASGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVY FCQQSRKSPHTFAGGTKV
EIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQOSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKS FNRGEC

Secuencia de sefial (1-20), Regién variable (21-133), Regién constante (134-
238)
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SEQ ID NO:64: Secuencia de nucledtidos de h#32A1-T3L
ATGGTGCTGCAGACCCAGSTGTTCATCTCCCTGCTGCTGTGGATCTCCGGCGCATATGGCGACA
TCGTGCTTACCCAGAGCCCTGACTCCCTTGCCGTGTCCCTGGGCGAGAGAGCCACCATCAGCTG
TAGAGCCTCCCAGAGCGTGACCATCTCCGGCTACAGCTTCATCCACTGGTACCAGCAGRAGCCT
GGCCAGCAGCCTAGACTTCTGATCTACAGAGCCTCCAACCTTGCCAGCGGCATCCCTGCCAGAT
TCTCCGGCAGCGGCTCCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCAGCTCCCTTCAGGCCGAGGACGT
GGCCACCTACTTCTGTCAGCAGAGCAGARAGTCCCCTTGGACCTTCGCCGGCGGCACCARAGGETG
GAGATCARGCGTACGGTGGCCGCCCCCTCCGTGTTCATCT TCCCCCCCTCCGRACGAGCAGCTGA
AGTCCGGCACCGCCTCCGTGGTGTGCCTGCTGAATARCTTCTACCCCAGAGAGGCCAAGGTGCA
GTGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGTCCGGGAACTCCCAGGAGAGCGTGACCGAGCAGGACAGC
AAGGACAGCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAAAGCCGACTACGAGAAGCACA
AGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGAGC TCCCCCGTCACCRAGAGCTTCARCAG
GGGGGAGTGT

Secuencia de sefal (1-60), Region variable (61-399), Regidn constante (400-
714) .

SEQ ID NO:65: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T3L
MVLQTQVFISLLLWISGAYGDIVLTQSPDSLAVSLGERATISCRASQSVTISGYSFIHWYQQKP
GOOPRLLIYRASNLASGI PARFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVATY FCQOSRKSPWTFAGGTKV
EIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHOGLSSPVTKSFNRGEC

gg.g;Jencia de sefial (1-20), Region variable (21-133), Region constante (134-
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Figura 35

SEQ ID NO:66: Secuencia de nucleétidos de h#32A1-T4L

ATGGTGCTGCAGACCCAGGTGTTCATCTCCCTGCTGCTGTGGATCTCCGGCGCATATGGCGACA
TCGTGCTTACCCAGAGCCCTGCCCTTGCCGTGTCCCTGGGCGAGAGAGCCACCATCAGCTGTAG
AGCCTCCCAGAGCGTGACCATCTCCGGCTACAGCTTCATCCACTGGTACCAGCAGAAGCCTGGC
CAGCAGCCTAGACTTCTGATCTACAGAGCCTCCAACCTTGCCAGCGGCATCCCTGCCAGATTCT
CCGGCAGCGGCTCCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCAGCTCCCTTCAGGCCGAGGACGTGGC
CACCTACTTCTGTCAGCAGAGCAGAAAGTCCCCTTGGACCTTCGCCGGCGGCACCAAGCTGGAG
ATCAAGCGTACGGTGGCCGCCCCCTCCGTGTTCATCTTCCCCCCCTCCGACGAGCAGCTGAAGT
CCGGCACCGCCTCCGTGGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTACCCCAGAGAGGCCAAGGTGCAGTG
GAAGGTGGACAACGCCCTGCAGTCCGGGAACTCCCAGGAGAGCGTGACCGAGCAGGACAGCAAG
GACAGCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAAAGCCGACTACGAGAAGCACAAGG
TGTACGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGAGCTCCCCCGTCACCAAGAGCTTCAACAGGGG
GGAGTGT

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

711)

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

MVLOTQVFISLLLWISGAYGDIVLTQSPALAVSLGERATISCRASQSVTISGYSFIHWYQQKPG
QOPRLLIYRASNLASGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVATYFCQQSRKSPWTFAGGTKLE
IKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSK
DSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

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

237)
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SEQ ID NO:68: Secuencia de nucleétidos de h#32A1-T5L
ATGGTGCTGCAGACCCAGGTGTTCATCTCCCTGCTGCTGTGGATCTCCGGCGCATATGGCGACA
TCGTGCTTACCCAGAGCCCTGACTCCCT TGCCGTGTCCCTGGGCGAGAGAGCCACCATCAACTG
TAGAGCCTCCCAGAGCGTGACCATCTCCGGCTACAGCTTCATCCACTGGTACCAGCAGAAGCCT
GGCCAGCCTCCTARGCTTCTGATCTACAGAGCCTCCAACCT TGCCAGCGGCATCCCTGCCAGAT
TCTCCGGCAGCGGCTCCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCAGCTCCCTTCAGGCCGAGGACGT
GGCCACCTACTACTGTCAGCAGAGCAGAAAGTCCCCTTGGACCT TCGGCCAGGGCACCAAGGTG
GAGATCAAGCGTACGGTGGCCGCCCCCTCCETGTTCATCTTCCCCCCCTCCGACGAGCAGCTGA
AGTCCGGCACCGCCTCCGTGGTGTGCCTGCTGAATARCTTCTACCCCAGAGAGGCCARGGTGCA
GTGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGTCCGGGAACTCCCAGGAGAGCGTGACCGAGCAGGACAGE
AAGGACAGCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAAAGCCGACTACGAGAAGCACA
AGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGAGCTCCCCCGTCACCAAGAGCTTCAACAG
GGGGGAGTGT

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

714)

- SEQ ID NO:69: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T5L -

MVLOTQVFISLLLWISGAYGDIVLTQSPDSLAVSLGERATINCRASQSVTISGYSFIHWYQQKP
GOPPKLLIYRASNLASGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLOQAEDVATYYCQOSRKSPHWTFGQGTKV
E IKRTVAAPSVFI FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

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

238)
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SEQ ID NO:70: Secuencia de nucleétidos de h#32A1-T6L
ATGGTGCTGCAGACCCAGGTGTTCATCTCCCTGCTGCTGTGGATCTCCGGCGCATATGGCGACA
TCGTGCTTACCCAGAGCCCTGACTCCCTTGCCGTGTCCCTGGGCGAGAGAGCCACCATCAGCTG
TAGAGCCTCCCAGAGCGTGACCATCTCCGGCTACAGCTTCATCCACTGGTACCAGCAGAAGCCT
GGCCAGCCTCCTAGACTGCTGATCTACAGAGCCTCCAACCTTGCCAGCGGCATCCCTGCCAGAT
TCTCCGGCAGCGGCTCCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCAGCTCCCTTCAGGCCGAGGACGT
GGCCACCTACTTCTGTCAGCAGAGCAGARAGTCCCCTTGGACCTTCGCCGGCGGCACCAAGGTG
GAGATCAAGCGTACGGTGGCCGCCCCCTCCGTGTTCATCTTCCCCCCCTCCGACGAGCAGCTGA
AGTCCGGCACCGCCTCCGTGGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTACCCCAGAGAGGCCAAGGTGCA
GTGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGTCCGGGAACT CCCAGGAGAGCGTGACCGAGCAGGACAGC
AAGGACAGCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAAAGCCGACTACGAGAAGCACA
AGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGAGCTCCCCCGTCACCAAGAGCTTCAACAG
GGGGGAGTGT

Secuencia de sefial (1-60), Regién variable (61-399), Region constante (400-
714)

- SEQ ID NO:71: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T6L
MVLOTOVFISLLLWISGAYGDIVLTQSPDSLAVSLGERAT I SCRASQSVTISGYSFIHWYQQKP
GQPPRLLIYRASNLASGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVATYFCOQSRKS PWTFAGGTKV
EIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFY PREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKYVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Secuencia de sefial (1-20), Regién variable (21-133), Region constante (134-
1238)
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Figura 38

SEQ ID NO:72: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T7H
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNENDY FMNWVRQAPEKGLEWVAQIRNKIYTYATFYAE
SLEGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARSLTGGDYFDYWGQGTLVTVSSASTKGPS
VEPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNEKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPARPELLGGPSVFLFPPKPKDTLM
ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLEQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFELYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLS
PGK

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

SEQ ID NO:73: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T8H
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNFNDY FMNWVRQAPGKGLEWVAQIRNKIYTYATFYAE
SLEGRVTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARSLTGGDYFDYWGQGTLVTVSSASTKGES
VFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY FPE PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTY

PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTC PPCPAPELLGGPSVFLEBPKPKDTLM
l ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQGNVFSCSVMHEALHNHY TOKSLSLS
PGK

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

SEQ ID NO:74: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T9H
EVQLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGENENDY FMNWVRQAPGKGLEWVAQIRNKIYTYATFYAE
SLEGRFTISRDNAKNSLYLQMSSLRAEDTAVYYCARSLTGGDY FDYRGQGTLVTVSSASTKGDS
VFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQOTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEPPKPKDTLM
TSRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNHYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TOKSLSLS
PGK

Regién variable (1-121), Region constante (122-451)
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Figura 39

SEQ ID NO:75: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T10H
EVQLVESGGGLVQOPGGSLRLSCAASGEFNFNDY FMNWVRQAPEKGLEWVAQIRNKIYTYATFYAE
SLEGRVTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVY YCARSLTGGDY FDYWGQGTLVTVSSASTKGPS
VFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKRVE PKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLM
ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLEQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTI SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TOKSLSLS
PGK

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

SEQ ID NO:76: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T11H
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNFNDYFMNWVROAPEKGLEWVAQIRNKI YTYATFYAE
SLEGRFTISRDNAKNSLYLQOMSSLRAEDTAVYYCARSLTGGDYFDYWGQGTLVTVSSASTKGPS
VFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSYVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEPPKPKDTLM
ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVtTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTI SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLS
PGK

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

SEQ ID NO:77: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T12H
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGENENDY FMNWVRQAPGKGLEWVAQIRNKIYTYATFYAE
SLEGRVTISRDNAKNSLYLQMSSLRAEDTAVY YCARSLTGGDYFDYWGQGTLVTVSSASTKGPS
VFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLY SLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLM
ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS FFLYSKLTVDKSRHQQGNVFSCSVMHEALENHY TOKSLSLS
PGK '

Region variable (1-121), Regién constante (122-451)
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Figura 40

SEQ ID NO:78: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T7L
DIVMTQSPDSLAVSLGERATISCRASQSVTISGYSFIHNYQQKPGOPPKLLIYRASNLASGVPA

RFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCQQSRKS PUTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC

Region variable (1-113), Regién constante (1 14-218)

SEQ ID NO:79: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T8L
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASQSVTISGYSFIHWYQOKPGOPPRLLIYRASNLASGVPA
RFSGSGSGTDETLTISSLOAEDVAVYYCQQSRKSPRTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFY PREAKVOWKVDNALQOSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSPLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

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

SEQ ID NO:80: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-TOL
~ DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASQSVTISGYSFIHWYQOKPGQPPKLLIYRASNLASGVPA

RFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYFCQQSRKSPWTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC

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

SEQ ID NO:81: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T10L
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASQSVTISGYSFIHWYQOOKPGOPPKLLIYRASNLASGVPA
RFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQSRKSPWTFAGGTKVEIKRTVAAPSVFI FPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTY SLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

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

SEQ ID NO:82: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-11L
DIVMTQSPDSLAVSLGERATISCRASQSVTISGYSFIHWYQOKPGQPPRLLI YRASNLASGVPA
RFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQSRKSPWTFGGGTKVE IKRTVAAPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKYDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Regi6n variable (1-113), Regién constante (114-218)
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Figura 41
SEQ ID NO:83: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T12L

DIVMTQSPDSLAVSLGERATISCRASQSVTISGYSFIHWYQOKPGOPPKLLIYRASNLASGVPA
RFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYFCQQOSRKSPRTFGGGTKVEIKRTVAAPSVEFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK

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

SEQ ID NO:84: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T13L
DIVMTQSPDSLAVSLGERATISCRASQSVTISGYSFIHWYQOKPGQPPKLLI YRASNLASGVPA
RFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCOQSRKSPWTFAGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALOSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHOGLSSPVTKSENRGEC

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

SEQ ID NO:85: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T14L
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASQSVTISGYSFIHWYQQRPGQPPRLLIYRASNLASGVPA
RFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVY FCOOSRKS PHTFGGGTKVEI KRTVAAPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDS TYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQOGLSSPVTKSFNRGEC

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

SEQ ID NO:86: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T15L
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASQSVTISGYSFIHWYQQKPGQPPRLLI YRASNLASGYVPA
RFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCOQSRKS PHTFAGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC '

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

SEQ ID NO:87: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T16L
DIVMTOSPDSLAVSLGERAT INCRASQSVTISGYSFIHWYQQKPGOPPKLLI YRASNLASGVPA

RFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVY FCQQSRKS PHTFAGGTKVEIKRTVAAPSV FIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEG

Region variable (1-113), Regién constante (114-218)
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Figura 42

SEQ ID NO:88: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T17L
DIVMTQSPDSLAVSLGERATISCRASQSVTISGYSFIHWYQQOKPGQPPRLLIYRASNLASGVPA
RFSGSGSGTDEFTLTISSLQAEDVAVYFCOQSRKSPWTEFGGGTKVEIKRTVAAPSVEFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHOGLSSPVTKSFNRGEC
|Regidis variahlen(1--13R) Recgmataanslaat@m 041-2481)8 )|

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

DIVMTQSPDSLAVSLGERATISCRASQSVTISGYSFIHWYQQOKPGQPPRLLI YRASNLASGVPA
RFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQSRKSPWTFAGGTKVEIKRTVAAPSVFI FPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK

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

SEQ ID NO:90: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T19L

~ DIVMTQSPDSLAVSLGERATISCRASQSVTISGYSFIHWYQUKPGOPPKLLIYRASNLASGVPA
RFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVY FCOOSRKSPWTFAGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHOGLSSPVTKSFNRGEC

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

SEQ ID NO:91: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T20L
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASQSVTISGYSFIHWYQOKPGOPPRLLI YRASNLASGVPA
RFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVY FCQQSRKS PWTFAGGTKVEIKRTVAAPSVEIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

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

SEQ ID NO:92: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T21L
EILMTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVTISGYSFIHWYQOKPGOAPRLLI YRASNLASGI PA
RESGSGSGTDFTLTISSLEPEDFALYYCQQSRKS PWTFGQGTKVEIKRTVAAPSVEFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTY SLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQOGLSSPVTKSENRGEC

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
EILMTQSPATLSLSPGERATLSCRASQOSVTISGYSFIHWYQQKPGQAPRLLIYRASNLASGIPA
RFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFALY FCOQOSRKSPWTFAQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC .

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

SEQ ID NO:94: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T23L
EILLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVTISGY SFIHWYQOKPGOAPRLLI YRASNLASGIPA

RFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFALYYCQQSRKSPWTFGQGTKVEIKRTVAAPSVEIFPPSDEQ
LKSGTASYVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

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

SEQ ID NO:95: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T24L
EILLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSYTISGYSFIHWYOQKPGOAPRLLI YRASNLASGIPA
RFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFALYYCQQSRKSPHTFGQGTKVEI KRTVAAPSVEIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSOESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSS PVTKSFNRGEC

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

SEQ ID NO:96: Secuencia de aminoéacidos de h#32A1-T25L
DILLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVTISGYSFIHWYQQKPGQQPRLLIYRASNLASGIPA

RFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFATY FCQQSRKSPWTTAGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDONALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Region variable (1-113), Regién constante (114-218)
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Figura 45
h#32A1-T4
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Actividad TRAP (A405 nm)
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Actividad TRAP (A405 nm)
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Cantidad de fragmentos de colageno

Cantidad de fragmentos de coldgeno
libre (intensidad de fluorecsencia

Figura 48
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Cantidad de fragmentos de colageno
libre (intensidad de fluorecsencia

Figura 49
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Figura 54

SEQ ID NO:98: Secuencia de nucledtidos de h#32A1-H1-1
ATGAAACACCTGTGGTTCTTCCTCCTGCTGGTGGCAGC TCCCAGATGGGTGCTGAGCGAAGTCC
AGCTTGTGGARAGCGGAGGGGGACTCGTTCAGCCAGGAGGCTCTCTGCGCCTGTCATGCGCTGE
CAGCGGATTTAATTTCAATGATTATTTTATGAACTGGGTCAGGCAGGCTCCGGGARAAGGGCTG
GAATGGGTCGCCCAGATCAGAAACAAGATCTATACT TACGCTACATTC TACGCCGCATCTGTAA
AGGGGAGGTTTACAATTAGTCGCGACAATGCAAAAAATAGTCTGTATCTCCAAATGAACTCCCT
CCGCGCAGAGGATACTGCTGTCTACTACTGCGCCAGGTCCTTGACTGGCGGCGACTATTTTGAT
TACTGGGGACAGGGCACCCTGGTGACGGTGAGCTCAGCCAGCACCARGGGCCCTTCCGTGTTCC
CTCTGGCCCCTTGTAGCCGT TCCACCAGCGAGTCCACCGCCGCCCTTGGCTGTCTGGTGAAGGA
CTACTTCCCTGAGCCTGTGACCGTGAGCTGGARCTCCGGAGCCCTTACCAGCGGCGTGCACACC
TTCCCTGCCGTGC TGCAGTCCAGCGGCCTTTACTCCCTGAGCTCCGTGGTGACCGTGCCTAGCT
CCAACTTCGGCACCCARACCTACACCTGTAACGT GGACCACAAGCCTAGCAACACCAAGGTGGA
CAAGACCGTGGAGCGTAAGTGTTGTGTGGAGTGTCCTCCTTGTCCTGCCCCTCCTGTGGCCGGA
CCTTCCGTGTTCCTTTTCCCTCCTAAGCCTARGGACACCCTGATGATCAGCCGTACCCCTGAGG
TGACCTGTGTGGTGGTGGACGTGTCCCACGAGGACCCTGAGGTGCAGT TCAACTGGTACGTGGA
CGGCGTGGAGGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCT CGTGAGGAGCAATTCAACAGCACCTTCCGT
GTGGTGTCCGTGCTTACCGTGGTGCACCAAGACT GGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGTAAGG
TGAGCAACAAGGGACTTCCTGCCCCTATCGAGAAGACCATC TCCARGACCARGGGCCAACCTCG
TGAGCCTCAAGTGTACACCCTTCCTCCTAGCCGTGAGGAGATGACCAAGAACCAAGTGTCCCTT
ACCTGTCTGGTGAAGGGCTTCTACCCTAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGTCCAACGGACAAC
CTGAGAACAACTACAAGACCACCCCTCCTATGCTTGACAGCGACGGCTCCTTCTTCCTGTACAG
CAAGCTGACCGTGGACARGT CCCGTTGGCAACAAGGCARCGTGTTCAGCTGT TCCGTGATGCAC
GAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAARAGAGCC TTTCCCTGAGCCCTGGAAAG

Secuencia de sefial (1-57), Region variable (58-420), Region constante (421-
1398)

SEQ ID NO:99: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-H1-1
MKHLWFFLLLVAAPRWVLSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNFNDY FMNWVRQAPGKGL

EWVAQIRNKIYTYATFYAASVKGRFTISRDNAKNSLYLCMNSLRAEDTAVYYCARSLTGGDYED
YWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTOTYTCNVDEKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFR
VVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSL
TCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVFSCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

Secuencia de sefial (1-19), Region variable (20-140), Regién constante (141-
466)

2884770-1-mcarvalho



55/57

Figura 55

SEQ ID NO:100: Secuencia de nucleétidos de h#32A1-H5
ATGAAACACCTGTGGTTCTTCCTCCTGCTGGTGGCAGCTCCCAGATGGGTGCTGRGCGAGGTGC
AGGTGGTGGAGAGCGGCGGCGGACTTGTGCAGCCTGGCGGCTCCCTGAGACTTAGCTGTGCCAC
CTCCGGCTTCAACTTCAACGACTACTTCATGAACT GGGTGAGACAGGCCCCTGGCAAGGGCCTG
GAGTGGGTGGCCCAGATCAGAAACAAGATCTACACCTACGCCACCTTCTACGCCGAGAGCCTTG
AGGGCAGATTCACCATCTCCAGAGACAACAGCAAGTCCACCGTGTACCT TCAGATGAACTCCCT
GAGAGCCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGTACCAGAAGCCTTACCGGCGGCGACTACTTCGAC
TACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACCGTGAGCTCAGCCAGCACCAAGGGCCCTTCCGTGTTCC
CTCTGGCCCCTTGTAGCCGT TCCACCAGCGAGTCCACCGCCGCCCTTGGCTGTCTGGTGAAGGA
CTACTTCCCTGAGCCTGTGACCGTGAGCTGGARCTCCGGAGCCCTTACCAGCGGCGTGCACACC
TTCCCTGCCGTGCTGCAGTCCAGCGGCCTTTACTCCCTGAGCTCCGTGGTGACCGTGCCTAGCT
CCAACTTCGGCACCCARACCTACACCTGTAACGTGGACCACAAGCCTAGCARCACCAAGGTGGA
CAAGACCGTGGAGCGTAAGTGTTGTGTGGAGTGTCCTCCTTGTCCTGCCCCTCCTGTGGCCGGA
CCTTCCGTGTTCCTTTTCCCTCCTARGCCTARGGACACCCTGATGATCAGCCGTACCCCTGAGS
TGACCTGTGTEGTGGTGGACGTGTCCCACGAGGACCCTGAGGTGCAGT TCAACTGGTACGTGGA
CGGCGTGGAGGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCTCGTGAGGAGCARTTCARCAGCACCTTCCGT
GTGGTGTCCGTGCTTACCGTGGTGCACCAAGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGTAAGG
TGAGCAACAAGGGACTTCCTGCCCCTATCGAGAARGACCATCTCCAAGACCAAGGGCCAACCTCG
TGAGCCTCAAGTGTACACCCTTCCTCCTAGCCGTGAGGAGATGACCARGAACCAAGTGTCCCTT
ACCTGTCTGGTGAAGGGCTTCTACCCTAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGTCCARCGGACAAC
CTGAGAACAACTACAAGACCACCCCTCCTATGCTTGACAGCGACGGCTCCTTCTTCCTGTACAG
CAAGCTGACCGTGGACAAGTCCCGTTGGCAACAAGGCARCGTGTTCAGCTGTTCCGTGATGCAC
GAGGCCCTGCACAACCACTACACCCARARGAGCCTTTCCCTGAGCCCTGGARAG

Secuencia de sefial (1-57), Region variable (58-420), Region constante (421-
1398)

SEQ ID NO:101: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-H5
MKHLWFFLLLVAAPRWVLSEVQVVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGFNFNDY FMNWVRQAPGKGL
EWVAQIRNKIYTYATFYAESLEGRFTISRDNSKSTVYLOMNSLRAEDTAVYYCTRSLTGGDYFD
YWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRS TSESTAALGCLVKDY FPEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHENAKTKPREEQENSTER
VVSVLTVVHQDWLNGKE YKCKVSNKGLPAPIEKT I SKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSL
TCLVKGFYPSDIAVEWE SNGQPENNYKTTPPMLDSDGS FFLY SKLTVDKSRWOOGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

Secuencia de sefial (1-19), Region variable (20-140), Regién constante (141-
466)
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SEQ ID NO:102: Secuencia de nucledtidos de h#32A1-L2-15
ATGGTGCTGCAGACCCAGGTGTTCATCTCCCTGCTGCTGTGGATCTCCGGCGCATATGGCGAAA
TTCTGATGACGCAGAGTCCTGCAACTCTTAGTCTGTCACCTGGCGAGAGAGCCACACTCAGCTG
CCGAGCGTCCCAGTCCGTGACCATTAGCGGCTATTCTTTTAT TCAT TGGTATCAGCAAAAGCCT
GGACAGGCGCCAAGGCTGCTCATTTACAGAGCARGCAACCTTGCCTCTGGCATTCCAGCARGAT
TCAGCGGGAGCGGATCAGGGACAGATTTCACCTTGACCATCTCCTCCCTGGAGCCGGAGGATTT
CGCGTTGTATTATTGTCAGCAATCTAGGAAGAGTCCATGGACAT TTGGCCAGGGCACCAAAGTG
GAGATCAAGCGTACGGTGGCCGCCCCCTCCGTGTTCATCTTCCCCCCCTCCGACGAGCAGCTGA
AGTCCGGCACCGCCTCCGTGGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTACCCCAGAGAGGCCAAGGTGCA
GTGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGTCCGGGAACTCCCAGGAGAGCGTGACCGAGCAGGACAGE
AAGGACAGCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAAAGCCGACTACGAGAAGCACA
AGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGAGCTCCCCCGTCACCAAGRAGCTTCAACAG
GGGGGAGTGT

Secuencia de sefal (1-60), Regién variable (61-399), Region constante (400-
714)

SEQ ID NO:103: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-.2-15
MVLQTQVFISLLLWISGAYGEILMTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVTISGYSFIHWYQOKP

GOAPRLLIYRASNLASGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFALYYCQQSRKSPWTFGQGTKY
EIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Secuencia de sefial (1-20), Regién variable (21-133), Region constante (134-
238)
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SEQ ID NO:104: Secuencia de nucledtidos de h#32A1-L.2-16
ATGGTGCTGCAGACCCAGGTGTTCATCTCCCTGCTGCTGTGGATCTCCGGCGCATATGGCGAAR
TCCTGATGACACAGAGTCCTGCGACCCTCTCCCTCTCACCAGGCGAGAGGGCCACCCTGTCTTG
TAGAGCCAGCCAGTCAGTCACTATTAGTGGATACTCATTTATCCATTGGTATCAACAGAAACCA
GGACAGGCGCCTCGGCTTCTGATCTACCGCGCCTCARACCTTGCCTCTGGCATCCCCGCGAGGT
TCTCTGGCTCTGGCAGCGGTACCGATTTTACACTGACTATCTCAAGCCTCGAACCTGAAGACTT
CGCACTGTACTTTTGCCAGCAGAGCAGGAAGTCCCCCTGGACTTTTGCACAGGGAACCAAAGTC
GAAATCAAGCGTACGGTGGCCGCCCCCTCCGTGTTCATCTTCCCCCCCTCCGACGAGCAGCTGA
AGTCCGGCACCGCCTCCGTGGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTACCCCAGAGAGGCCARGGTGCA
GTGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGTCCGGGAACTCCCAGGAGAGCGTGACCGAGCAGGACAGT
ARGGACAGCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCARAGCCGACTACGAGAAGCACA
AGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGAGCTCCCCCGTCACCARGAGCTTCAACAG
GGGGGAGTGT

Secuencia de sefal (1-60), Region variable (61-399), constant Region (400-
714)

SEQ ID NO:105: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-L2-16
MVLQTQVFISLLLWISGAYGEILMTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVTISGYSFIHWYQQKP
GQAPRLLIYRASNLASGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFALYFCQQSRKSPWTFAQGTKV
EIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALOSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHOGLSS PVTKSFNRGEC

Secuencia de sefial (1-20), Region variable (21-133), constant Region (134-
238)
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