SUPER)
ERINTENDENCIA pE INDUSTRIA v COMERCIO

T

Tra. 11 PATENT LY 3:55 Dep. 2020 Di
i i RNUEVASCR
Act, 411 F’RESENTACJON Ev‘e:)d?gg S%SENACIONAU

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

DELEGATURA DE PROPIEDAD INDUSTRIAL

Divisidon de Nuevas Creaciones

SOLICITUD ,
PATENTE DE INVENCION

21. EXPEDIENTE No.

54. TiTU LO ANTICUERPO ANTI-LECTINA SIMILAR A INMUNOGLOBULINA DE

UNTON A ACIDO SIALICG-15

51. CLASIFICACION INTERNACIONAL

71 SOLICITANTE DATICHI SANKYO COMPANY, LIMITED

DOMICILIO TOKYO, JAPON

74. APODERADO _ c.c 556,504 ae tsaquen

22. BOGOTA, D.C.,

(FORMA P-10)
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Tra. 11 PATENTEIYI Eve: 378 FA
Act. 411 PRESENTACION  Folios. 3458El\M\C'OI\mLl
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FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

(1

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
@ SOLICITUD DE:
[X] Patente de Invencion. [ Patente de Modelo de Utilidad.
Capituio I. [ capituto 1.
Nombre: DAIICHI SANKYO COMPANY,
LIMITED .
SOLICITANTE zzgseﬂaedJa";gj_"t”‘da y existente bajo las IDENTIFICACION
(71) c.C. ] NIT ]
Direccién: 3-5-1, Nihonbashi Honcho,
Chuo-ku, C.E. D Ctro D
Tokyo 103-8426, Cual
Jand
apon Ndmero
Domigilio: Tokyo,
Japén
Nombre: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ IDENTIFICACION
Direccion: Carrera 42, No. 72-35 C.C. |Z| NIT |:|
Teléfono: 347 36 11
REPRESENTANTE| 1186 50 C.E. Il oo [
O APODERADO " , . Cual
E-mail; clientes@cavelier.com
Domicilio: Bogota, Colombia. Numero 35.456.344 T.P 23.555

1. Yoshiharu HIRUMA
c/o Daiichi Sankyo company, Limited
1-16-13, Kitakasai, Edogawa-ku,

®

¢/o Daiichi Sankyo Company, Limited
1-2-58, Hiromachi, Shinagawa-ku,
Tokyo 140-8710,

Japon

2. Eisuke TSUDA

c/o Daiichi Sankyo company, Limited
1-16-13, Kitakasai, Edogawa-ku,

INVENTOR (ES) JTokst 134-0081, :Jl'okgo 134-0081,
(72) apon apén
3. Takeshi TAKIZAWA 4. Makiko NAKAYAMA

c/o Daiicht Sankyo company, Limited
1-16-13, Kitakasai, Edogawa-ku,
Tokyo 134-0081,

Japén

PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/JP2010/056294
Publicacién Internacional No. WO 2010/117011 A1

Fecha: 07 de abril de 2010
Fecha: 14 de octubre de 2010

Titulo (54)

ANTICUERPO ANTI-LECTINA SIMILAR A INMUNOGLOBULINA DE UNION A ACIDO

SIALICO-15

Clasificacion Internacional (51) C12N 015/009

O O] &

Prioridad |} (33) Pais de Origen

(32) Fecha

(31) Nimero de Soilicitud

siix] nold JP

09 de abril de 2009

2009-094613
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CAVELIER ABOGADOS COLO-15869-841-026-9 ID-195992
Comprobante de pago No.: 11-0062609 Fecha: 28 de junio de 2011
Comprobante de pago No.: 11-0062585 Fecha: 28 de junio de 2011
Comprobante de pago No.: 11-0062648 Fecha: 28 de junio de 2011
Comprobante de pago No.: 11-0064453 Fecha: 01 _de julio de 2011
Comprobante de pago No.: 11-0064521 Fecha: 01 de julio de 2011

Anexos:

X OO0 O0O0O0 EOf00R ® lzllzlel

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud por $ 571.000.00.

Comprobante de pago por 60 reivindicaciones adicionales después de la décima reivindicacién
por $1.620.000.00.

Documento que acredita ia existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Paderes, si fuere el caso.

Documento de cesién del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copia de Ia solicitud internacional. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)

Traduccidn de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcidn, reivindicaciones,
dibujos}

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.
Traduccion del examen preliminar efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito del material biologico.
Arte final 12x12

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el
extranjero por el mismo fitular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién
de esta solicitud.

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTQOS ANEXOS

U



CAVELIER ABOGADOS COLC-15869-841-026-9 ID-195992

@ FIGURA CARACTERISTICA

@ Solicito la concesion de la patente,

NOMBRE: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

i3 (Hrergan Sebiles

| FIRMA :
NG C.C. 35456344 de Usaquén T.P. 23.555

SCT




CAVELIER ABOGADOS COLO-15869-841-026-9 ID-195292 Lk

DOCUMENTOS ANEXOS

—

. Publicacion Internacional WO 2010/117011 A1
Descripcion:
Paginas 233 en espaniol
Reivindicaciones: Numero (s) 70

Figuras: Numero (s) 57

]

. Forma PCT/ISA/210. Informe de Blisqueda Internacional.

: Listado de Secuencias. Se presenta en medio magnético.

w

: Material Biologico

I

. @ Extracto de publicacion.

o

NO SE REALIZARON MODIFICACIONES EN LA FASE
INTERNACIONAL
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CIRCUIOIDEIBOGOJTANDICH

COPIA MUMWERO 12

BE LA ESCRITURA NUMERO: Loz
FECHA: 23/Febrero/2010 .

ACTO O CONTRATO:

REVOCACION DE FODER.FODER ESPECTAL
OTGRGANTES:

DATICHI SANKYD COMFANY., LIBITED
CHAVARRD ARISTIZARAL JORGE y otros

1ICOMTEC T

= |izNet =
CERTIFICADO W
SETAGAAE AMPARO QUINTERO ARTURO
CERTIFICADO SG 3980-1 NOTARIA SEXTA

PRESTACION DEL
SERVICIO PUBLICO
NOTARIAL :

1SO 8001:2000
NTCA5O 9001:2000

CARRERA 9 No. 69-31 - PBX: 317 01 00 - FAX: 314 56 41
k Correo Electronico: notariasexta@etb.net.co
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ESCRITURA PUBLICANUMERO - -~ =1039 = = = -~ =
~ = = = = ~ =MIL TREINTA Y NUEVE = « = == = = = =

i

DE FECHA: FEBRERO vamncmcyz{ . e — -
DEL ARO DOS MIL DIEZ(2.010) & - = —= — —

OTORGADA EN LA NOTARIA SEXTA (6a) DEL CIRCULO

DE BOGOTAD.C.
CLASE DEACTO O CONTRATO: PODER ESPECIAL y REVOCATORIA —---—---
DE: CAVELIER ABOGADOS
A : LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, NIDIA OSORIO LOPEZ, OSCAR FERNANDO
CORREA BARBOSA, EDNA DARMELY SARMIENTO CHARRY y JORGE
CHAVARRO ARIZTIZABAL ------ S

En la ciudad de Bogota D.C. Reptiblica de Colombia, ante mi, AI{PARO/

QUINTERO ARTURO / Notaria sexta (ba.) de éste circulo notarial, se otorgo la
presente escritura publica que se consigna en los siguientes términos: ~---—-——-- —
COMPARECENCIA: Con minuta escrita, comparecid el seiior CARLOS
ALBERTO GALLON GIRALDO, mayor de edad, vecino de esta ciudad, casado,
identificado con la cédula de ciudadania No. 19.066.425 de Bogotd, y dijo:~—------- --

ESTIPULACIONES:

PRIMERA.- Que obra en su calidad de representante legal de la sociedad

denominada CAVELIER ABOGADOS domiciliada en Ia Carrera 4 No. 72-35,

Bogota, Colombia.
SEGUNDA: Que DAIICHI SANKYO COMPANY, LIMITED, sociedad constituida y
existente bajo las leyes de Japdn, domiciliada en 3-5-1, Nihonbashi Honcho,
Chuo-ku, Tokio 103-8426, Japén, designé a CAVELIER ABOGADOS como su
representante para la Propiedad Industrial en Colombia con facultades de nombrar

apoderados tal como consta en la copia auténtica del documento de

representacion que se protocoliza.
TERCERA.- Que en su cardcter de representante legal de CAVELIER
ABOGADOS, y en desarrollo de la facultad otorgada por DANCHI SANKYO
COMPANY, LIMITED, confiere poder a los abogados LUZ CLEMENCIA DE PAEZ,
T.P.A. No. 23.555, identificada con cédula de ciudadania numero 35.456.344 de
Usaquen, NIDIA OSORIO LOPEZ, T.P.A. No.73.366, identificada con cédula de
ciudadania numero 39.787.682 de Bogotd, OSCAR FERNANDO CORREA

IMPRESO EN DICIEMBHE 1* DE 7009 POR POLYPRINT EDITORML LTDA - MIT 830020 0505
'

PAPEL DE USO EXCLUSIVO DEL PROTOCOLO NOTARIAL . NO TIENE COSTO PARA EL USUARIO



[33]

BARBOSA, T.P.A. No. 71.027 identificado con cédula de ciudadania ntmero
79.524.634 de Bogota, EDNA DARMELY SARMIENTO CHARRY, T.PA. 65.794
identificada con cédula de ciudadania nimero 52.006.265 de Bogota y JORGE
CHAVARRO ARIZTIZABAL, T.PA. No. 40.119, identificado con cédula de
ciudadania numero 16.209.380 de Cartago (Valle), mayores de edad, vecinos de
Bogota, para que representen a la sociedad a cuyo nombre actia, ante
cualesquiera entidades o personas, ejerzan o no jurisdiccion, incluyendo' las del
orden administrativo, contencioso administrativo y judicial, asi como los tribunales

de arbitramento, en todo lo concerniente a los siguientes asuntos:

a) Obtencién de patentes de invencion, modelos de utifidad, disefios industriales,
trazado de circuitos integrados, secretos industriales; el registro de marcas de
fabrica, colectivas, defensivas, de servicio, lemas comerciales, nombres
comerciales, ensefas, variedades vegetales, denominaciones de origen e
indicaciones de procedencia, su renovacion, traspaso, cambio de nombre o
domicilio, cancelacion voluntaria; y el registro de licencias de uso de esos

derechos

b) Las acciones de competencia desleal, proteccion del consumidor, oposiciones,
cancelacién administrativa o judicial, nulidad, medidas cautelares, concesién de
licencias, la tutela, 1a proteccion de secretos industriales y de nombres de
dominio junto con su administracion y pago; y en general los procesos civiles,
penales, administrativos o0 contencioso- administrativos, de conciliacion,
arbitramento, tutela relacionados con estos derechos; acciones y procesos que

promovamaos 0 se nos promuevan.

CUARTO.- Que los apoderados designados estadn facultados en todos los
asuntos arriba determinados para sustituir este mandato, transigir, conciliar,
3 - I o .

“tarbitrar, admitir los hechos del proceso, desistir, cancelar, recibir, renunciar y

ratificar los actos de agentes oficiosos.

QUINTO- Que protocoliza con la presente escritura, un certificado expedido por la
Camara de Comercio de Bogota, que acredita la constitucion y personeria de la
sociedad CAVELIER ABOGADOS, igualmente protocoliza copia autenticada del
documento de representacion otorgado el dia 02 de Noviembre de 2009 ~=v--- e

por DAIICHI SANKYO COMPANY, LIMITED, documento que estd debidamente
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CAVELIER
ABOGADOS

EDIRICID Su5K1
CARRERA da N° 72-33
BOSGCTa B COONEL

REPRESENTACION

REPRESENTATION

Yo (nasatros), sbaga Grmado (s)/] (we), the uadersigned

DAIICH! SANKYQ COMPANY, LIMITED

damigiliago (8}

enjof
Por ¢ presente  nombramos 1 CAVELIER
ABOGADOS, secedud colecova  consinuda  de

conformidad con los leyes de la Repiblica de Colombia,
medisnie  Escriturs Pablcz No, 6233 del 1 de
septiembre de 1974, otorgada en b Mowria Sexta del
Circuto de Bogotd, domiiliada en Bogoti D.C, cen
matriculs meccanal No. 06820237 y NUF 860041367.3,
domiciiada en L Carrera 4a N° 72-35, Bogots,
Coelombia, como nusst  sepresentanie en odos tos
asuntos de Propicdad Indusical, con faculrad pana
recibir noliticacionss v nowmbear apoderados judicizles o
extrajudiciales.

CAVELIER ABOGADOS wbién podra
cepresentarnns, con  fas  musmas  (acoliades  arriba
indicads, ante cuslesquiera entidades o personas,
ejerzan o no jurisdiccion, autoridades admnsuauvis o
junsdiccivnales, wibunales de arbiramento, en asuntos
de naturdeza avil, comercial, peoal,  constinkional,
competens, competenciz  desleal,  adminiswcativa,
conmncioso administrativa, proteccidn dei consumider,
vanedudes vegerales, nombres de dominio, upuosiciuies
u observaciomes, cancelacidn administcative y judicial,
nulidad, medidas cautelares, concesidn de beencias,
accinnes de wiels, la proteccidn de secretos industriales,
derecho teguiatnria ¥ en genecal para que nos represens
en cualesGuiara 2cciones § prOCESOS que NLOMOVAmOos 0
5¢ NOS PLOmueYDn.

La sepresentanee podrd, ea nuestro nombre, designas
apodrrzdos para actuar ante suiondades adminisiranvas
¥y judiciks, pot  via exuajudicial y wambién
procesalmente en nueswo nombee, como demandantes,
como dJemandados, coma Litisconsortes, como agentes
oficiosos, conw eiceros, por lamarueato en garantin o
comy intenvinientes ad  exchudendurm Dentro de ests
suorizacidn, ki sepresenuanie podd [colar 3 dos
apoderados que ella designe pam transigic, coneliar,
admitir los hechos del procesa, desistir, cancelar, reeibir,
© CAVELIER ABOGADOS

L}

Do hereby appoint CAVELIER ABOGADOS, a
general putncrship ogganized under the laws of the
Republic of Colembia by means of Pubbe Deed No.
6213 of Sepsember 10, 1974, granted at Notary Sixih of
the Bogom Cirewt, domuctied in Bopota D.C., with
Meecanule Registration No. (0820237 and Taxpayer
Ideniification  Number  860041367.3, domicled a
Cacsera 43 N° 72.35, Bogoea, Colambia, w5 owr
tepeesentative for all Indusizial Property rmattess with
faculty 0 receive notfications and sppownt wstwrncys n
and our of Cous,

CAVELIER AROGADOS may sho represent us, with
the sarne faculties stated abave, before any entics or
persons, with or without jurmdiction, sdmirustratve of
jugisdictional authanities, courts of whimatun, @ avil,
commercal, ciminai, eoattitubonal, compeutian, unlur
competition, administrauve, sdministuatgve ontenbous,
consumer protecuon, plant vaneties, domain names,
oppaositing or observation maners, adminiswratve and
Court canveliauon, nullity, precaunionary Mmeagares,
licensing, action for writ mandunus, protcuon of trade
secrets, reguhonry baw and in generul sepresent us in any
actions and suas instured by us or againse us.

The tegreseniative may, in our name, desgnale
attorneys w act before admunistrative and  judicial
wthorities, through out-of-cuun chanocly, and also
procedurally in our name 3 plandlf, defendani. joint
liugznt, cepresentauye without powes of auerncy, thisd
party, when summoned to appear n Cowr OF a3
intervenes od excludendum. Uader this authonzation,
the representative may empower the allenwys appoinied
thereby o compromise, conciliate, admit the facis of the
case, desist, cancel, receve, resign and subsumte the

(COMO: NOTARM SEXTA DEL CIRCULD OF
0.1 HAGQ CONSTAR QUE LA FOTOCORIA

" BOGOTA,
COMCIDE:

3-5-1, Nihonbashi Honcho, Chuo-ku, Tokycld3-8426, Japan




reouncise ¥ sasiitatr ¢l poder gue se le clorcue. Asi
musmo, 13 ropreseatante tendrd la faculiad para revocar
el podes asf prorgado cn el nomento que consudere
prrunente. La representante en todo caso podrd eatificar

4 ‘:ﬁ' _f““ I-_-
gl LT
e

tus actot de ageates oficiosos.

power of atotney granted therets. Likewdse, the
representative shall have the facuky of revoking the
power of ancrey thus granted at any time it may deem
convenient. The representative may in any case ratify the
#cts of represencatives without a power of attorney.

Dado y fumadn hop/Given and signed s 28 day of November, 2009

Enfin  Pakyo

Per/oy Xazuo Sato

General Manager, Intellectual Property

Fiema/Signatuee

Nota:
PARA SOCIEDADES

El documento de Representacitin deberd et firmado
por ¢! representante legal de Ia compailia, autenticado
ante Notario Pubtico y bepalizada®.

Et Notario deberd cenificas: i} que Is compaila existe;
if) que cjerce pu objeto socinl; y iii) que In persona que
firma ¢std autorizada pars piorgar eate documento.

*La lepslizacidn poded aer por Apostilla si €1 pais del
otorpante hace parte de tx Canvencidn dc La Hays del
5 d¢ octubre de 1961 o snic o Cénsul de Colombia en
Casa conrrario,

PARA PERSONAS NATURALES

El documentn de Representacitn deberd ser firmado
por ¢l otoegante: B Notetlo Pdblico debeed certificar
que |2 persana que firma £3 quien dice ser.

Posteriornsente el documente de Represeniacion
deberd ser legatizado por Apostilla si el paiy det
aterginte hace parte de b Canvencidn de Ly Haya
del § de ocubre de 1961 o snte el Cénsul de
Colomhin en case contrario.

€ CAVELIER ABOGADODS

o

RSN TP RN .
= e, ~

Moze:
FOR CORPORATIONS

The Representation document ought to be signed by
the legal represenative of the company, noiarized and
legakized®.

The Notary Public must certify: 5} that the campsny
tegally exiny; ii} that it is in exercite of ity corporate
purposes; and i} that che person who signs the
Representation document is suthorized to do 10,

* Legatization may be made by Apostilie if the freuing
country it 2 membes of the The Hogue Convemion of
October 8, 1961, or before the Colombian Consulaie if
atherwise.

FOR INDIVIDUALS

The Represemiation should be signed by the
grantor, The Notary Public should certify that the
peran signing is who ke /she purporns ta be.

Subsequently, the Representation document should
be legalized by Apostille if the insuing country is «
member of the The Hague Convention of October
5, 196t or befose the Colombian Consulate it
otherwise.




NOTARTAL CERTIF [CATE Registration No ~ .58

This is to certify that the signature on the foregeing document
is genuine and autheniic signature of

fazuo Sato, Genmeral Manager. l[ntellectual Property of

DATICHI® SANKYQ COMPANY, LIMITED,

a corporation existing and organized under the taws of Japan,
who has produced sufficient proof of his power Lo execute the

said instrument on behalf of the above-mentioned corporation.

NOV -2 2009

Torvo LecaL AFraRs Bureay
NOTARY ¢
2-2- i
s
IEKYO JAPAN

TADAHIKO MITSUDA
NOTARY

P RCULO BE.4030TA
L ORKGINAL” L - H“‘EE"T“"OMWHC& :
BOGOTAD'C REPGICA Dt ot YT

25 FEB. 2010
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Notary

TADAHIKO MITSUDA
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APOSTILLE
{Convention de La Have du 5 octobre 1961)

1. Country: JAPAN
This public document
2. hasbeensignedby  TADAKICO MITSUDA
3. acting in the capacity of Notary of the Tokyo Legal Affairs Bureau
bears the seal/stamp of TADAHIKO MITSUDA, NOTARY

Certified
. at Tokyo 6. NOV -2 2009

by the Ministry of Foreign Affairs
.09 N2 002043
. Secal/stamp: 10. Signature

Kazutoyo OYABE
For the Minister for Forcign Afiairs

-

@ o -1 W

17 DIC. 2009




TéADUCCION QFICIAL 342/2009 DE UN DOCUMENTC EN IDICMA IHGLES
REALIZADA FPOR EDUARDO‘ CALADO NOGUERA, TRADUCTOR CFPICIAL
APROBADC POR  RESQLUCION 541 DEL 27 DE FEBRERO DE  1%7%
EXPEDIDA POR EL MINISTERIO ©DE JUSTICIA DE COLOMBIA Y
DEBIDAMENTE REGISTRADD ANTE EL MINISTERIQ DRE PREILRCIONES
EXTERIORES DE COLOMBIA, POR EL CUAL DAIICHI SANKYO COMPANY,
LIMITED. DOMICILIARA EN 3-5-1, NIHONBASHI HONCEGO, CHUO-KU,
TOKIC 103-8428, JaBPON, OTORGA REPRESENTACION =N ASIKTCS
RELACIONADOS CON PROPIEDAD INDUSTRIAL X CAVELIER ABOGARDOS.
DADC Y TPTIRMADO HOY 2 DE NOVIEMBRE DE 2059 EN TOKIC POR XAZULO
SLTC, GERENTE GENERAL, PROPZEDAD INTELECTUAL. FIRMA:
ILEGIBLE.

CERTIFICACION HOTARIAL
REGISTRC NO 1755
Por la presente certifico que la firma sobre ¢l documento
precedente es la firma genuina y auténtica de KAZUO SaTO,
gerente general, Propiedad Intelectual de FLDRIICHI SARKYO
COMPANY, LIMITED, una sccledad censtituide vy existente de
conformidad con las leyes del Jepdn, quien he presentado

prueba suficiente de su poder para firmar dicho documento a

nombre de la sociedad arriba mencionada.f

2009. Firmado: TADAKIKO MITSUDA, notario

SELLC: OFICINA DE ASUNTOS JURIDICCS DE TCH

NOTARIO. 2-2-2, UCHISAIWAICHO, CHIYODA-KU,
APOSTILLA

(CONVENCICN DE LA HAYA DEL 5 DE OCTUBRE DE 1561)

1. PAIS: JAPON




2; Este documento publice ha sido firmado por TADAHIKO

MITSUDA

3. quien actuia en su calidad de notaric de la oficina de

asuntos juridicos de TOKIO.

4. lleva el sello/estampilla de TADAHIKO MITSUDA, NOTARIO
CERTIFICADO

5. En TOKIO 6. el 2 de noviembre de 2009

7. Por el Ministerio de Relaciones Exteriores

8. 09- No. 002049

9. Sello/estampilla: MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES,

JAPON

i0. Firma: KAZUTOYO OYABE, A NOMBRE DEL MINISTRO DE

RELACIONES EXTERIORES

CCLC-15869-841-017-8

ECN\ECN\ID-162614\WPCLC02G

Bogota, 14 de diciembre de 2009.
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CAMARA DE COMERCIO DE BOGOTA
SEDE CHAPINERO
17 DE DICIEMBRE DE 2009 HORA 11:11:00
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CERTIFICADO DE EXISTENCIA Y REPRESENTACION LEGAL O INSCRIPCICN DE

DOCUMENTOS
: CERTIFICA:
NOMERE : CAVELIER ABOGADOS
N.I.T. : 860041367-3
DOMICILIC : BOGOTA D.C.
CERTIFICA:
NC: 00820237
CERTIFICA:
CONSTITUCION : QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. 0006233 DE NOTARIA

SEXTA DE BOGOTA D.C. DEL 10 DE SEPTIEMBRE DE 1574 , INSCRITA EL
26 DE SEPTIEMEBRE DE 1974 BAJO EL NUMERO 00021234 DEL LIBRO IX, SE
CONSTITUYO LA SOCIEDAD CIVIL DENOMINADA: CAVELIER PERDOMO Y
CAVELIER.
CERTIFICaA

QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. 0001000 DE NOTARIA SEXTA DE BOGOTA
D.C. DEL 10 DE MARZO DE 1983 , INSCRITA EL S DE ABRIL DE 1583
BAJO EL NUMERO 00130769 DEL LIBRO IX, LA SOCIEDAD CAMBIO SU
NOMBRE DE : CAVELIER PERDOMO Y CAVELIER. POR EL DE : CAVELIER
ABOGADOS

CERTIFICA:
QUE POR ESCRITURA PUBLICA NUMERO 1.000 OTORGADA EN LA NOTARIA 6A.
DE BOGOTA EL 10 DE MARZO DE 1.983, INSCRITA EN ESTA CAMARA DE
COMERCIO EL S5 DE ABRIL DE 1.983 BAJO EL NUMERO 130769 DEL LIBRO
i1X, LA SOCIEDAD CAMBIO SU NOMBRE DE: CAVELIER PERDOMO Y CAVELIER,
POR EL DE: CAVELIER ABOGADOS, E INTRODUJO OTRAS REFORMAS.

CERTIFICA:

CERTIFICA ‘
QUE POR E.P.NO, 2.034 DE LA NOTARIA 6 DE SANTAFE DE BOGOTA DEL 18
DE ABRIL DE 1.995, INSCRITA EL 27 DE ABRIL DE 1.995 BAJO EL NG.
5.237 DEL LIBRO XIII,LA SOCIEDAD TRASLADO SU DOMICILIO DE LA CIU-
DAD DE SANTAFE DE BOGOTA D.C. AL MUNICIPIQ DE TABIO { CUNDINAMAR-
CA }.-.

CERTIFICA:
QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. 7710 DE LA NOTARIA SEXTA DE BOGOTA
DEL 10 DE OCTUBRE DE 1984, INSCRITA EL 15 DE NOVIEMERE DE 1984
BAJO EL NO. 1559 DEL LIBRO XIIY, LA SOCIEDAD CAMBIO SU
NATURALEZA JURIDICA DE SOCIEDAD COMERCIAL A SOCIEDAD CIVIL

CERTIFICA: ,

REFORMAS : :
ESCRITURAS NO. FECHA NOTARIA INSCRIPCION

842 10-V-1.977 1B. BTA. 27-V-1.977-NO. 46.204

3.430 1-VII-1.980 6A. BTA. 3-IX-1.980-NO. 89.582

4.844 10-IX-1.980 6A. BTA, 8-X-1.980-NO. 91.261 .

432 10-II-1.983 6A. BTA. 1-II1-1.983-N0C.129.337

*

*




7.710 10-X-1.984  6A. BTA. 15-XI-1.984-NO. 1.559
TTTT7U305 0 C  21-X-1.985 77 TBAT BTAT T 18-X1-1.985-N0.""1.306
2.567 29-IV-1.987 6A. BTA. 7-V- 1.987-NO. 2.386
4.278 3-VII-1.987 6A. BTA. 23-VII-1987 NO.215.652
2.657 25- IV-1.988  6A. BTA. 19- V -1988-NO. 2,740
9.033 21-XIT-1.990 6A. BTA. 10- I - 1991-NO. 3.786
25 3- I -1.991 6A. BTA. 10- I - 1991-NO. 3.787
1.608 8-III-1.991 6A. BTA.  14-III- 1991-NO. 3.841
2.155 2-IV- 1.991 6A. BTA. 8-IV - 1991-NO. 3.862
797 7-I1 -1.991 6A. BTA. 7- V  -1991-NO. 3.882
1.739 14-I11-1.991 6A. BTA. 7- V  -1991-NO. 3.881
5.886 21-VIII-1.891 6A. BTA  27-VIII-1991 NO. 4.019
8.596 4-XIT -1.991 6A. BTA  16-III -1992 NO. 4.430
1.494 10-IIT -1.992 6A. BTA. 19-III -1992 NO. 4.436
4,205 8 -VII -1.992 6A. BTA.  15-VII -1992 NO. 4.554
8.829 16-XII -1.992 6A. BTA.  24-XII -1992 NO. 4.819
12 5-I -1.993 6 STAFE BTA 13-1  -1993 NO. 4.850
4.877 29-VI -1.993 6 STAFE BTA 7-VII -1993 NO. 5.065
5.216 12-VII -1.993 6 STAFE BTA 16-VII -1993 NO. 5.077
ACTA NO.71 2-IX- 1.993 JUNTA DE SOCIOS 29-IX- 1993 NO. 5.174
2.034 18-IV- 1.995 6 STAFE BTA 27- IV -1995 NO. 5.937
2.227  25-1V-1.995 6 STAFE BTA 18-VIII-1.995 NO. 6.092

7.594 12-XII-1.985 € STAFE BTA 19- XII-1.995 NO. 6.294
676 11- I1-1.997 6 STAFE BTA 14- II -1.997 NO. 6.873
CERTIFICA:
REFORMAS:

E.P. NO. FECHA NOTARTIA CIUDAD FECHA NO, INSC.

0004506 1997/07/28 0006 BOGOTA
0002103 1998/04/08 0006 BOGOTA
0005326 1998/08/06 0006 BOGOTA
0005538 1998/08/14 0006 BOGOTA
0007760 1998/11/10 0006 BOCGOTA
0006709 1997/11/04 0006 BOGOTA
0003034 2003/05/30 0006 BOGOTA
g003786 2004/07/16 0006 BOGOTA
0001432 2005/03/18 0006 BOGOTA
0004818 2005/08/22 0006 BOGOTA 2005/08/26 00010008

0005506 2007/07/17 0006 BOGOTA 2007/07/24 00010841

5453 2009/10/1% 0006 BOGOTA D.C. 2009/10/21 00012243

% KO OF BOGOTAL! CERTIFICA:

evnd ¥4 TEDAD NO SE HALLA DISUELTA. DURACION HASTA EL
36 2024

1997/09/02 00007115
1898/04/21 00007426
1998/08/13 00007544
1998/08/27 00007564
1998/11/12 00007644
2000/12/04 00008481
2003/06/04 00882729
2004/07/28 00009703
2005/04/07 00009917

UUUUUUU.U_U.U_U
Of’lﬁﬂ(’)ﬂﬂﬂﬂf‘lr}

CERTIFICA:

jf5lQUIRIR CONTRAER OBLIGACIONES Y CELEERAR TODA

AR A A DTRECTAMENTE RELACIONADOS Y SUBORDINADOS AL
MISMO. INCLUSIVE LOS DE ARRENDAMIENTO, HIPOTECA, MUTUO CON O SIN
INTERES, MANDATO CIVIL 'Y COMERCIAL, Y SOCIEDAD, ASI  COMO
PARTICIPAR EN ASOCIACIONES CIENTIFICAS, GREMIALES O PROFESIONALES

SIN ANIMO DE LUCRO.
CERTIFICA:

CAPITAL Y SOCIOS: $10,000.00 DIVIDIDO EN 10,000.00 CUOTAS CON VALOR

NOMINAL DE $1.00 CADA UNA, DISTRIBUIDO ASI
- 80C1Q CAPITALISTA (S} "

ASCCIACION CAVELIER DEL DERECHO N.I.T. 006008001722568
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NO. CUOTAS: 8,800.00 VALOR: $8,800.00

GAUDEBERT DE CAVELIER AGNES JEANNE C.E. 000000000131100
NO. CUOTAS: 1,200.00 VALOR: $1,200.00

- SOCIO INDUSTRIAL (3)

CHAVARRO JORGE C.C. 000000016209380
NQO. CUOTAS: 0.00 VALOR: 50.00

SURREZ DE PAEZ LUZ CLEMENCIA C.C. 000000035456344
NO. CUOTAS: 0.00 VALOR: $0.00

PENA VALENZUELA DANIEL C.C. 000000079518915
NO. CUOTAS: 0.00 VALOR: $0.00

MARIN RUALES GERMAN HUMBERTQ C.C. 000000079155655
NO. CUOTAS: 0.00 VALOR: $0.00

TOTALES

NO. CUOQTAS: 10,000.00 VALOR: $10,000.00

CERTIFICA:

QUE POR ESCRITURAS PUBLICAS NO. 001431 Y 001432 DEL 18 DE MARZD
DE 2005 DE LA NOTARIA 06 DE BOGOTA D.C., INSCRITA EL 07 DE ABRIL
DE 2005 BAJO EL NO. 0009918 Y 0009917, RESPECTIVAMENTE DEL LIBRO
XIII, DE LAS MIL DOSCIENTAS ( 1200 ) PARTES DE INTERES SOCIAL
RADICADAS EN CABEZA DE AGNES GAUDEBERT DE CAVELIER, SEISCIENTAS
(600) PARTES ESTAN GRAVADAS O AFECTADAS EN PROPIEDAD FIDUCIARIA A
FAVOR DE LAS SIGUIENTES PERSONAS : GERMAN CAVELIER FRANCO,
ERNESTO CAVELIER FRANCO, JORGE CAVELIER FRANCO, 1INES CAVELIER
FRANCO, GUILLERMO CAVELIER FRANCQO, ELENA CAVELIER FRANCO,
ALEJANDRO CAVELIER FRANCO, BEATRIZ CAVELIER FRANCO, Y LUCIA
CAVELIER FRANCO,
CERTIFICA:
REPRESENTACION LEGAL: EL REPRESENTANTE LEGAL ES EL DIRECTOR. EL S0CIO

. FUNDADOR GERMAN CAVELIER GAVIRIA TENDRA EL CARACTER DE PRESIDENTE

DIRECTOR VITALICIQ, PARTICIPARA POR DERECHO PROPIO EN EL CONSEJO
SUPERIOR Y EN EL CONSEJO DIRECTIVO Y LLEVARA LA REPRESENTACION LEGAL
DE LA SOCIEDAD CUANDO IO ESTIME PERTINENTE SIN LIMITACION ALGUNA.
IGUAL PARTICIPACION Y ATRIBUCIONES TENDRA SU SUPLENTE AGNES GAUDEBERT
DE CAVELIER CUANDO OCUPE EL CARGO, EN CASO DE FALTA ABSOLUTA DE GERMAN
CAVELIER GAVIRIA. LOS S0CIOS COLECTIVOS ESTAN AUTORIZADOS PARA EJERCER
LA REPRESENTACION DE LA SOCIEDAD EN CUALQUIER TIEMPCQ, SIN PERJUICIO DE
LAS DELEGACIONS CONFERIDAS A LOS ORGANOS CREADOS POR LOS PRESENTES
ESTATUTOS
CERTIFICA:
*+ NOMBRAMIENTQS *+ \ , o

QUE POR NO. 12 DE JUNTA DE SOCIOS DEL 14 DE AGOSTO DE 2009, INSCRITA
EL 24 DE SEPTIEMBRE DE 2009 BAJO EL NUMERO 00012200 DEL. LIBRQ XIII,’
FUE (RON} NOMBRADO (S): N s

NOMERE IDENTIFICACION .
DIRECTOR (REPRESENTANTE LEGAL DE LA ASOCIACION CAVELIER DEL DERECHO) ™

A
;3




GALLON GIRALDO CARLOS C.C. 000000019066425
T"QYUE TPOR ESCRITURA PUBLICA NO. "0004818 DE NOTARIA 6 DE BOGOTA D.C. DEL -
22 DE AGOSTO DE 2005, INSCRITA EL 26 DE AGOSTO DE 2005 BAJO EL NUMERO
00010008 DEL LIBRO XIYI, FUE (RON) NOMBRADO (8):

NOMBRE IDENTIFICACION
PRESIDENTE DIRECTOR VITALICIO
CAVELIER GAVIRIA GERMAN C.C. 000000002877924
SUPLENTE DEL PRESIDENTE DIRECTOR VITALICIO
GAUDEBRERT DE CAVELIER AGNES JEANNE C.E. 000000000131100
CERTIFICA:

FACULTADES DEL REPRESENTANTE LEGAL: APARTE DE LAS FACULTADES Y
DEBERES QUE DE TIEMPO EN TIEMPO SE LE ASIGNEN POR EL CONSEJO
SUPERIOR, EL DIRECTOR TENDRA LAS SIGUIENTES FUNCIONES : A) LA DE
REPRESENTAR LEGALMENTE A LA SOCIEDAD ANTE LAS AUTORIDADES DE
CUALQUIER ORDEN O MATURALEZA Y ANTE OTRAS PERSCNAS NATURALES O
JURIDICAS, CON FACULTADES PARA NOVAR, TRANSIGIR, COMPROMETER Y
DESISTIR Y PARA COMPARECER EN JUICIOS INCLUSIVE EN '~ AQUELLOS EN
DONDE SE DISPUTE LA PROPIEDAD DE BIENES INMUEBLES; B) CUMPLIR Y
HACER CUMPLIR LOS ESTATUTOS Y REGLAMENTOS DE LA SOCIEDAD; Y C )}
CREAR O SUPRIMIR TODOS LOS EMPLEOS QUE SEAN NECESARIOS DE ACUERDO
CON EL CONSEJC SUPERIOR PARA EL BUEN FUNCIONAMIENTO DE LA
SOCIEDAD, ASIGNARLES FUNCIONES, FIJAR SUS SALARIOS Y NOMBRAR LAS
PERSONAS QUE DEBAN DESEMPENARLOS, ASI COMO RETIRARLOS Y
REEMPLAZARLOS CUANDO HAYA LUGAR. CUANDC CUALQUIERA DE LOS ACTOS
INDICADOS EN LA CLAUSULA ANTERIOR SE REFIERA A OPERACIONES CUYO
MONTO EXCEDA DE LA SUMA EQUIVALENTE A CIENTO OCHENTA ( 180 )
. SALARIOS MINIMOS MENSUALES, su CELEBRACION REQUERIRA LA
APPOBACION PREVIA DEL CONSEJO SUPERIOR.

CERTIFICA:

++ REVISOR FISCAIL **
QUE POR ACTA NO. 0000071 DEL 2 DE SEPTIEMBRE DE 1993, INSCRITA EL 29

DE SEPTIEMBRE DE 1993 BAJO EL NUMERO 00005175 DEL LIBRO XIII, FUE
(PON)} NOMBRADO (8):

NOMERE IDENTIFICACION
REVISOR FISCAL
RINCON FANDINO MIGUEL ALFONSO C.C. 000000002877024
CERTIFICA:

DE CONFORMIDAD CON LO ESTABLECIDO POR LA LEY 962 DE 2005, LOS ACTOS DE
REGISTRO AQUI CERTIFICADOS QUEDAN EN FIRME CINCO (5) DIAS HABILES

. ] DE INSCRIPCION, SIEMPRE QUE NO SEAN OBJETO DE
ERNATIVA.

ERTIFICADO NO CONSTITUYE PERMISO DE * ok ok
ICTONAMIENTO EN NINGUN CASO ok

DE COMERCIO,

***********************i***********************ii
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DE CONFORMIDAD CON EL DECRETO 2150 DE 1995 Y LA AUTORIZACION IMPARTIDA
POR LA SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO, MEDIANTE EL OFICIO
DEL 18 DE NOVIEMBRE DE 1996, LA FIRMA MECANICA QUE APARECE 2
CONTINUACION TIENE PLENA VALIDEZ PARA TODOS LOS EFECTOS LEGALES
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legalizado
Presente el sefior CARLOS ALBERTO GALLON
GIRALDO, domiciliado en Bogota, identificado como

aparece al pie de su firma y manifestd que esta conforme

con el contenido de esta escritura publica y que en

consecuencia revoca la escritura numero seis mil setecientos noventa y seis

(6796) del diecisiete (17) de Diciembre de dos mil nueve (2009) otorgada ante esta

misma notaria.

HASTAIAQQE LA MINUTA PRESENTADA
OTORGAMIENTO Y AUTORIZACION: LEIDA la presente escritura por los
comparecientes y habiéndoseles hecho las advertencias sobre los tramites y
formalidades de rigor le impartieron su aprobacion y para constancia ia firman
ante mi el NOTARIO QUE AUTORIZA -

DERECHOS NOTARIALES: $ 85.720.o’<: -t e s s e, m -

IVA 16% $ 22.486.00 = — == cmm e mmmm e o o

PAPEL NOTARIAL: esta escritura ha quedado extendida en las hojas de papel

sellado notarial nimeros:

EN BLANCO EN BLANCG

OTORGANTE

ﬁl P
CARLOS BWLBERTO GALLO_N GIRALDO
ce (9 066 424 Ric
TEL 247 261

REPRESENTANTE LEGAL DE CAVELIER ABOGADOS

AMPARO QUINTERG ARTURO
NOTARIA SEXTA (6a} DE BOGOTAD.C.

T1063/10.PG.ANGELIK

PAPEL DE USO EXCLUSIVO DEL PROTOCOLO NQTARIAL . NO TIENE COSTO PARA EL USUARIO

/%



ES FIEL Y DECIMA SEGUNDA COPIA ( FOTOCOPIA ) TOMADA DE LA
ESCRITURA PUBLICA NUMERO 1029 DE FECHA FEBRERO 25 DE 2010.

QUE EXPIDO CON DESTINO AL INTERESADO. EN 08 HOJAS RUBRICADAS
EN SUS MARGENES CONFORME ALALEY.

BOGOTA D.C.JUNIC 29 DE 2011

RESOLUCION 01 DE 2008

LA NOTARIA SEXTA DE BOG(;I FRONE,
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ANTICUERPO ANTI-LECTINA SIMILAR A INMUNOGLOBULINA DE UNION

A ACIDO SIALICO-15

CAMPO DE LA INVENCION

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

método de tratamiento y/o prevencion del metabolismo anormal de hueso.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Se sabe que el hueso es un o6rganc dinamico que es
continuamente remodelado por la formacién y resorcién repetidas para
cambiar su propia morfologia y mantener los niveles de calcio en la sangre. El
huesc sano mantiene un equilibrio entre la formacion de hueso por
osteoblastos y resorcion de hueso por osteoclastos, y la masa ésea 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 como 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 disfuncién de osteoclastos u osteoblastos, y por lo tanto es
dificil considerarlo como un simple fendmeno fisiologico relacionado con la
edad. La osteoporosis primaria es dividida en gran medida en osteoporosis
postmenopausica debido a una disminucion en secrecion de estrégeno y
osteoporosis senil debido a envejecimiento, pero el avance de la investigacion
basica sobre los mecanismos de regulacion de la formacion de hueso y
resorcion de huesoc 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 hidrogeno sobre una superficie de huesoc 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 Physiclogy, (1991) 260, C1315-C1324).
Esto causa degradacion de fosfato de calcio, activacion de proteasas acidas y
degradacion de proteinas de la matriz ésea, dando por resultado resorcién de

hueso.



Se ha encontrado que las céiulas precursoras de osteoclastos se
diferencian en osteoclastos por estimuiacién 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, S5222). 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 fisiolégico (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 Dj activa, calcitonina y derivados de los mismos,
hormonas tales como estradiol, SERMs (moduladores de receptor de
estrégeno selectivas), 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 unién a glicano. Las lectinas similares
a inmunoglobulina de unién a é&cido sidlico (de aqui en adelante referidas
como “siglecs”) son una familia de proteinas de membrana de tipo | que
reconocen glicanos sialilatados y se unen a los mismos. Muchas siglecs son
expresadas en las membranas celulares de células inmunes y reconocen
acido sialico de manera similar presentes en las membranas celulares de
células inmunes y regulan interaccién 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
moiléculas de siglec cuyas funciones fisiolégicas no han sido dilucidadas aun.
Siglec-15 (lectina similar a inmunoglobulina de unioén 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 union
usando una sonda de acido sialico, también se ha encontrado que Siglec-15

humana se une a NeubAca2-6GalNAc y que Siglec-15 de raton se une



ademas a NeubAca2-3GalB1-4Glc, y similares (véase, por ejemplo,
Glycobiology, (2007) 17, pp. 838-846). Hasta recientemente, el papel
fisioloégico 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 adn no ha sido

dilucidada.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Problemas que ha de resolver la invencion

Un objeto de la invencidbn es proveer un gen que es
especificamente expresado en varias formas de metabolismo anormal de
hueso que se ven en osteoporosis, artritis reumatoide, metastasis de cancer a
hueso o similar, una sustancia que inhibe la diferenciacién y maduracion de
osteociastos 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 diferenciacion, maduracion y activacion de osteoclastos a fin
de encontrar una sustancia que tiene un efecto terapéutico y/o preventivo
sobre el metabolismo anormal de hueso. Como resultado, los inventores de la
presente encontraron que la expresion de gen de Siglec-15 incrementa con la
diferenciacién y maduracion de osteoclastos, y también encontraron que la
diferenciacién de osteoclastos es inhibida por un anticuerpo que
especificamente se une a Siglec-15. Ademas, los inventores de la presente
humanizaron un anticuerpo anti-ratén Siglec-15 de rata obtenido, y por lo tanto
completaron la invencidn.

Es decir, la invencion incluye las siguientes invenciones.

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

(2) E! 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 aminoécidos representada por SEQ ID NO: 44, el CDRH2 comprende
cualquiera de las secuencias de aminoacidos representadas por SEQ ID NO:

45 y SEQ ID NO: 97, y el CDRH3 comprende una secuencia de aminoacidos



representada por SEQ ID NO: 46; y

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

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

(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 (D NO: 43.

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

(9) El anticuerpc de conformidad con (7) o (8), en donde Ia
cadena pesada tiene una regidn constante de una cadena pesada de
inmunoglobulina G2 humana y la cadena ligera tiene una region constante de
una cadena ligera de inmunoglobulina k 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 regiéon variable de cadena pesada seleccionada del
grupo que consiste de las siguientes secuencias de aminoacidos:

a1) 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;

a3d) 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 aminodcidos representada por
SEQ ID NO: 57;

ab) una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 20 a 140 de una secuencia de aminoacidos representada por
SEQ ID NO: §9;

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 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 cualguiera de las secuencias de aminoécidos
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 a1)a a7); y

a10) una secuencia de aminoacidos que incluye una sustitucion,
delecion o adiciéon de uno a varios residuos de aminoacidos en cualquiera de

las secuencias de aminoacidos seleccionadas de a1) a a7); y

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

b1) una secuencia de aminodacidos 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 aminoécidos representada por
SEQ ID NO: 67;

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

b6) una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 21 a 133 de una secuencia de aminoacidos representada por
SEQ ID NO: 71;

b7) una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminodcidos 21 a 133 de una secuencia de aminoacidos representada por

SEQ ID NO: 103;
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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 aminodacidos
seleccionadas de b1) a a8);

b10) una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de
por lo menos 99% con cualquiera de las secuencias de aminoacidos
seleccionadas de b1) a b8); y

b11) una secuencia de aminodacidos que incluye una sustitucién,
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 o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con (10), caracterizado porque contiene una secuencia de
cadena pesada que contiene una region variable de cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 20 a 140 de una secuencia de aminoacidos representada por
SEQ ID NO: 51 y una secuencia de cadena ligera que contiene una region
variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que
comprende residuos de aminocacidos 21 a 133 de una secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 61.

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

conformidad con (10), caracterizado porque contiene una secuencia de
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cadena pesada que contiene una regién variable de cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 20 a 140 de una secuencia de aminoacidos representada por
SEQ ID NO: 53 y una secuencia de cadena ligera que contiene una region
variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que
comprende residuos de 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 aminodacidos representada por
SEQ D NO: 55 y una secuencia de cadena ligera que contiene una regién
variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que
comprende residuos de aminoacidos 21 a 133 de una secuencia de
aminoacidos representada por SEQ 1D NO: 65.

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

variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que



13

comprende residuos de aminoacidos 21 a 133 de una secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 67.

(15) El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con (10), caracterizado porque contiene una secuencia de
cadena pesada que contiene una region variable de cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 20 a 140 de una secuencia de aminoacidos representada por
SEQ ID NO: 57 y una secuencia de cadena ligera que contiene una regién
variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que
comprende residuos de aminoacidos 21 a 133 de una secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 69.

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

(19) E! 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

(4
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aminoacidos representada por SEQ ID NO: 103.

(20) El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con (10), caracterizado porque contiene una secuencia de
cadena pesada que contiene una region variable de cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 20 a 140 de una secuencia de aminoacidos representada por
SEQ ID NO: 992 y una secuencia de cadena ligera que contiene una regién
variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que
comprende residuos de aminoacidos 21' a 133 de una secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 105.

(21) E! anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con (10), caracterizado porque contiene una secuencia de
cadena pesada que comprende residuos de aminoacidos 20 a 470 de una
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 51 y una secuencia
de cadena ligera que comprende residuos de aminoacidos 21 a 238 de una
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 61.

(22) El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con (10), caracterizado porque contiene una secuencia de
cadena pesada que comprende residuos de aminoacidos 20 a 470 de una
secuencia de aminoécidos representada por SEQ ID NO: 53 y una secuencia
de cadena ligera que comprende residuos de aminoacidos 21 a 238 de una
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 63.

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



16

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

secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 71.
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(27) El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con (10), caracterizado porque contiene una secuencia de
cadena pesada que comprende residuos de aminoacidos 20 a 466 de una
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 99 y una secuencia
de cadena ligera que comprende residuos de aminoacidos 21 a 238 de una
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 69.

(28) El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con {10), caracterizado porqgue 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 I1D 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) El anticuerpo o un fragmento funciona! dei 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
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secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 105.

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

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

(33) Una composicion farmacéutica para tratar y/o prevenir el
metabolismo anormal de hueso, caracterizado porque comprende por lo
menos uno de los anticuerpos o fragmentos funcionales de los anticuerpos de
conformidad con (1) a {30) y por lo menos un miembro seleccionado del grupo
que consiste de bisbifosfonatos, vitamina 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-a¢ o fragmentos funcionales de los anticuerpos, anti-PTHrP (proteina
relacionada con hormona paratiroidea) anticuerpos o fragmentos funcionales
de los anticuerpos, antagonistas de receptor de IL-1, anticuerpos anti-receptor
de IL-1 o fragmentos funcionales de los anticuerpos, anticuerpos anti-RANKL
o fragmentos funcionales de los anticuerpos, y OCIF (factor inhibidor de
osteoclastogénesis).

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

(35) La composicidn farmaceutica de conformidad con (34),
caracterizada porque el metabolismo anormal de hueso es osteoporosis,
artritis reumatoide acompanante de destruccion de hueso, o metéstasis de
cancer a hueso acompanante de destruccion de hueso.

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

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

(38) Un meétodo de tratamiento y/o prevencidn 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).
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(39) Un meétodo de tratamiento y/o prevencion metabolismo
anormal de hueso, caracterizado por la administracion simultanea o sucesiva
de por lo menos uno de los anticuerpos o fragmentos funcionales de los
anticuerpos de conformidad con (1) a (30) y por lo menos un miembro
seleccionado del grupo que consiste de bisbifosfonatos, vitamina Dz activa,
calcitonina y derivados de los mismos, hormonas tales como estradiol, SERMs
(moduladores de receptor de estrogeno selectivos), ipriflavona, vitamina K3
(menatetrenona), preparaciones de calcio, PTH (hormona paratiroidea),
agentes antiinflamatorios no esteroideos, receptores de TNF solubles, anti-
TNF-o anticuerpos o fragmentos funcionales de los anticuerpos, anti-PTHrP
(proteina relacionada con hormona paratiroidea) anticuerpos o fragmentos
funcionales de los anticuerpos, antagonistas de receptor de IL-1, anticuerpos
anti-receptor de IL-1 o fragmentos funcionales de los anticuerpos, anticuerpos
anti-RANKL o fragmentos funcionales de los anticuerpos, y OCIF (factor
inhibidor de osteoclastogénesis).

(40) El metodo de tratamiento y/o prevencién de conformidad
con (38) o (39), caracterizado porque el metabolismo anormal de hueso es
osteoporosis, artritis reumatoide acompanante de destruccién de hueso, o
metastasis de cancer a hueso acompanante de destruccidén de hueso.

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

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

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

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

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

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

(a) un polinucledtido seleccionado del grupo que consiste de las
siguientes secuencias de nucledtidos:

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

a2) una secuencia de nucledtidos que comprende los nucleétidos

5
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58 a 420 de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ 1D NO: 52;

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

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

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

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

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

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

ag) una secuencia de nucledtidos que incluye una sustitucion,
delecion o adicién de uno a varios residuos de aminoacidos en cualquiera de
las secuencias de nucleotidos seleccionadas de atl) a a7);y

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

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

b2) una secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos



23

61 a 399 de una secuencia de nucledtidos 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;
bd) una secuencia de nucledtidos que comprende los nucleétidos
61 a 396 de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 66;
b5) una secuencia de nucledtidos que comprende los nucleétidos
61 a 399 de una secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 68;
b6) una secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos
61 a 399 de una secuencia de nucleotidos representada por SEQ ID NO: 70;
b7) una secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos
61 a 399 de una secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 102;
b8) una secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos
61 a 399 de una secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 104,
b9) una secuencia de nucledtidos de un polinucledtido que
hibrida a un polinucledtido que comprende una secuencia de nucleétidos
complementarios a cualquiera de las secuencias de nucledtidos seleccionadas
de b1} a b8) bajo condiciones astringentes; y
b10) una secuencia de nucledtidos que incluye una sustitucion,
delecion o adicibn de uno a varios nucledtidos en cualquiera de las
secuencias de nucledtidos 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
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nucledtidos representada por SEQ ID NO: 50, y un polinucledtido que
comprende una secuencia de nucleétidos que comprende los nucledtidos 61 a
399 de una secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 60.

(48) E! 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: 52, y un polinucledtido que
comprende una secuencia de nucleétidos que comprende los nucledtidos 61 a
399 de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ 1D NO: 62.

(49) El polinucleétidc 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: 54, y un polinucleétido que
comprende una secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos 61 a
399 de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 64.

(50) 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: 54, y un polinucledtido que
comprende una secuencia de nucleétidos que comprende los nucleotidos 61 a
399 de una secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 66.

(51) El polinuclesdtido de conformidad con (46), caracterizado

porque contiene un polinucledtido que comprende una secuencia de

~H
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nucleodtidos que comprende los nucledtidos 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 nucledtidos representada por SEQ [D NO: 68.

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

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

(64) El polinuclettido 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: 100, y un polinucledtido que
comprende una secuencia de nuclestidos que comprende los nucledtidos 61 a
399 de una secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 68.

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

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

(67) El polinucledtido de conformidad con (46), caracterizado
porque contiene un polinucledtido que comprende una secuencia de
nucledtidos que comprende los nucledtidos 58 a 1410 de una secuencia de
nucledtidos representada por SEQ ID NO: 50, y un polinucledtido que
comprende una secuencia de nucledtidos que comprende los nucleotidos 61 a
714 de una secuencia de nucledtidos representada por SEQ 1D NO: 60.

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

714 de una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 62.
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(59) E! polinucledtido de conformidad con (46), caracterizado
porque contiene un polinucledtidc que comprende una secuencia de
nucleétidos que comprende los nucledtidos 58 a -1410 de una secuencia de
nucleétidos representada por SEQ ID NO: 54, y un polinucledtido que
comprende una secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos 61 a
714 de una secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 64.

(60) E! poilinucledtido de conformidad con (46), caracterizado
porque contiene un polinucledtido 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 nuciedtidos que comprende los nucleétidos 61 a
711 de una secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 66.

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

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

comprende una secuencia de nucledtidos que comprende los nucleétidos 61 a
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714 de una secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 70.

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

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

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

(66) El polinucledtido de conformidad con (46), caracterizado
porque contiene un polinucledtidoc que comprende una secuencia de
nucleotidos que comprende los nucledtidos 58 a 1398 de una secuencia de

nucledtidos representada por SEQ ID NO: 98, y un polinucledtido que

45
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comprende una secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos 61 a
714 de una secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 104.

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

(68) Una célula hospedera transformada, que comprende
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 metodo para producir el anticuerpo de conformidad con
cualquiera de (3), (7), y (10) a (30), que comprende cultivar la célula
hospedera de conformidad con (68) o (69), y purificar un anticuerpo dei

producto de cultivo resultante.

Ventaja de la invencion

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

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

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 muestra los resultados de la evaluacién de la pureza

de Siglec-15-His de raton purificada por cromatografia en columna HisTrap

G4
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HP y cromatografia en columna Resource Q a través de electroforesis de
SDS-poliacritamida y tincion con plata.

La figura 2 muestra los resultados de la deteccion de las
caracteristicas de Siglec—1’5-His de ratén purificada por cromatografia en
columna HisTrap HP y cromatografia en columna Resource Q a través de
electroforesis de SDS-poliacrilamida y Western blotting usando un anticuerpo
anti-V5-HRP.

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

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

La figura 5 muestra los resultados de la prueba del efecto de la
adicién de un anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata (#3A1, #8A1,
o #32A1) sobre la diferenciacidén de osteoclastos {estimulacién con RANKL)

de células no adherentes de meédula 6sea de raton. Incidentalmente, la 1gG de
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control de rata en el dibujo es un control negativo comun a las figuras 5y 6.

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

La figura 9 muestra los resultados de la prueba de la unién a un
anticuerpo monoclonal anti-ratdon Siglec-15 de rata a una placa que tenia
Siglec-15-Fc humana inmovilizada scbre 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 () denota control 1g9G.
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La figura 10 muestra fotomicrografias que ilustran, mediante
tincion con TRAP, la inhibicién de formacién de osteoclastos gigantes a partir
de celulas 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
tincidn 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-ratén Siglec-15 de rata (anticuerpo
#32A1).

La figura 12 es una grafica que muestra ia inhibicion de la
actividad de resorcién de hueso osteoclastos humanos normales mediante la
adicion de un anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata (anticuerpo
#32A1) (N=6).

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

La figura 14 es una grafica que muestra que un anticuerpo
monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata #32A1 se une al dominio V-set de

Siglec-15 humana por ELISA competitiva.

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

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

La figura 17 muestra fotomicrografias que ilustran, mediante
tincidon de TRAP, la inhibicién 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 monocional 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
ratbn 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-ratén Siglet-15 de rata se unen a proteina Siglec-15
humana de una manera dependiente de la concentracion de anticuerpo por un
método de ELISA usando una placa que tiene Siglec-15-F¢ humana

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

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

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

La figura 23 muestra una secuencia de nucledtidos clonada de
una cadena pesada de #32A1 de rata y una secuencia de aminoacidos de ia
misma.

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

La figura 25 muestra una secuencia de nucledtidos de una

cadena pesada de anticuerpo quimérico humano #32A1 y una secuencia de

aminoacidos de la misma.

La figura 26 muestra una secuencia de nucledtidos de una

s
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cadena ligera de anticuerpo quimérico humano #32A1 y una secuencia de

aminoacidos de la misma.

La figura 27 muestra una secuencia de
T1H y una secuencia de aminoacidos de la misma.

La figura 28 muestra una secuencia de
T2H y una secuencia de aminoacidos de la misma.

La figura 29 muestra una secuencia de
T3H y una secuencia de aminoacidos de la misma.

La figura 30 muestra una secuencia de
T5H y una secuencia de aminoécidos de la misma.

La figura 31 muestra una secuencia de
T6H y una secuencia de aminoéacidos de la misma.

La figura 32 muestra una secuencia de
T1L y una secuencia de aminoacidos de la misma.

La figura 33 muestra una secuencia de
T2L y una secuencia de aminoacidos de la misma.

La figura 34 muestra una secuencia de
T3L y una secuencia de aminoacidos de ia misma.

La figura 35 muestra una secuencia de
T4L y una secuencia de aminoacidos de ia misma.

La figura 36 muestra una secuencia de
TSL y una secuencia de aminoacidos de [a misma.

La figura 37 muestra una secuencia de

nuclecdtidos de h#32A1-

nucledtidos de h#32A1-

nucledtidos de h#32A1-

nucledtidos de h#32A1-

nucledtidos de h#32A1-

nuciedtidos de h#32A1-

nucledtidos de h#32A1-

nucledtidos de h#32A1-

nucleétidos de h#32A1-

nucledtidos de h#32A1-

nucle6tidos de h#32A1-
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T6L y una secuencia de aminoacidos de la misma.

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

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

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

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

La figura 42 muestra secuencias de aminoacidos de h#32A1-
TA7L, h#32A1-T18L, h#32A1-T19L, h#32A1-T20L, y h#32A1-T21L.

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

La figura 44 muestra graficas que ilustran, por la actividad
enzimatica de TRAP, la inhibicién de formacién de osteociastos de ratén
mediante la adicién de un anticuerpo anti-ratén 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 comtin a las figuras 44 y 45.

La figura 45 muestra graficas que ilustran, por la actividad
enzimatica de TRAP, la inhibicidon de formacién de osteoclastos de ratén
mediante la adicion 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
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enzimatica de TRAP, la inhibicién de formacién de osteoclastos de ratén
mediante [a adicién de un anticuerpo anti-ratén Siglec-15 de rata humanizado
(h#32A1-H1-1/L5 o h#32A1-H5/L5). Incidentaimente, el anticuerpo #32A1 de
rata y anticuerpo qumeérico humano #32A1 en el dibujo son controles positivos
comunes a las figuras 46 y 47.

La figura 47 muestra graficas que ilustran, por la actividad
enzimatica de TRAP, la 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 inhibicion 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
49,

La figura 49 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-
H1-1/L5, h#32A1-H5/L5, h#32A1-H1-1/L2-16, o h#32A1-H1-1/L12-5).

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

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

La figura 52 es un termograma obtenido para determinar la
estabilidad térmica del anticuerpo h#32A1-H1-1/L12-5.

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

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

La figura 55 muestra una secuencia de nucleétidos de h#32A1-
H5 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 aminoécidos de la misma.

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

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

Modo para llevar a cabo la invencion

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

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

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

El téermino “fraccién de ARN”, como se usa aqui, se refiere a una



39

fraccién que contiene ARN.

El téermino “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 “diferenciaciéon de osteoclastos” o “maduracion
de osteoclastos”.

El término “fragmento funcional de un anticuerpo”, como se usa
aqui, se refiere a un fragmento parcial de un anticuerpo que tiene una
actividad de 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 unién para un antigeno. Ademas, estos fragmentos funcionales
incluyen no sélo un fragmento obtenido por tratamiento de una molécula de
longitud completa de una proteina de anticuerpo con una enzima apropiada,
pero también una proteina producida en una célula hospedera apropiada
usando un gen de anticuerpo genéticamente modificado.

El término “epitope”, como se usa aqui, se refiere a un péptido

parcial o una estructura terciaria parcial de Siglec-15 a la cual se une un
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anticuerpo anti-Siglec-15 especifico. El epitope antes mencionado que es un
péptido parcial de Siglec-15 se puede determinar por un método bien
conocido por los expertos en la técnica tales como un inmunoensayo. Sin
embargo, por ejemplo, se puede utilizar el siguiente 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
andlisis 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 unidén a Siglec-15 (es decir, el segundo anticuerpo inhibe la

A
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union 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 anticuerpc y el segundo anticuerpo
se unen al mismo epitope y también el primer anticuerpo tiene un efecto
especial tal como una actividad neutralizante de antigeno, el segundo
anticuerpo se puede esperar que tenga la misma actividad.

Se sabe que cada cadena pesada y ligera de una molécula de
anticuerpo tiene tres regiones determinantes de complementariedad (CDRs).
La region determinante de complementariedad también se denomina el
dominio hipervariable, y esta presente en una 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
descripcién, en cuanto a las regiones determinantes de complementariedad
de un anticuerpo, las regiones determinantes de complementariedad de la
cadena pesada estan representadas por CORH1, 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 aminoacidos 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.
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La frase “hibridacién se realiza bajo condiciones astringentes”,
como se usa aqui, se refiere a hibridaciéon que se realiza bajo condiciones
bajo las cuales la identificacion se puede lograr al realizar hibridacion a 68°C
en una solucion de hibridacion comercialmente disponible, ExpressHyb
Hibridization Solution (fabricada por Clontech, Inc.) o al realizar hibridacién a
68°C en presencia de 0.7 a 1.0 M de NaCi 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 estd compuesta de 150 mM de
NaCl y 15 mM de citrato de sodio) o bajo condiciones equivalentes a la

misma.

1. Siglec-15

Los inventores de la presente han encontrado que el gen de
Siglec-15 es especificamente expresado en tumores de células gigantes y
también han encontrado que el nivel de 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
medula 6sea de un humano, mamifero no humano (tal como cobayo, rata,
raton, conejo, cerdo, oveja, ganado vacuno o mono) o pollo y se usa, o una
fraccion de membrana celular de las células antes mencionadas se prepara y

se puede usar. Ademas, Siglec-15 se puede obtener por sintesis in vitro de la
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misma o produccion de la misma en una célula hospedera a través de
ingenieria  genética. En [la producciébn por ingenieria genética,
especificamente, el ADNc de Siglec-15 es integrado en un vector capaz de
expresar ADNc de Siglec-15, y Siglec-15 es sintetizada en una solucién que
contiene una enzima, un sustrato, y una sustancia de energia requerida para
transcripcién y traduccion, u otra célula hospedera procaridtica o eucaridtica
es transformada para expresar Siglec-15, por lo que se puede obtener la
proteina.

lLa 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 aminodacidos esta representada por SEQ ID NO: 2 en el listado de
secuencias. La secuencia de nucledtidos de ADNc de Siglec-15 de raton ha
sido registrada en GenBank con un nimero de acceso de XM_884636 y esta
representada por SEQ ID NO: 3 en el listado de secuencias, y su secuencia
de aminoacidos esta representada por SEQ ID NO: 4 en el listado de
secuencias. La Siglec-15 humana madura de la cual ha sido removida la
secuencia de sefal 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 ratén de
la cual ha sido removida la secuencia de sefial corresponde a una secuencia
de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 21 a 341 de la

secuencia de aminoacidos representada por SEQ |D NO: 4. Incidentalmente,
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Siglec-15 algunas veces se denomina 3 similar a antigeno CD33, 3 similar a
molécula de CD33, 3 simiar a CD33, o CD33L3, y todos estos representan ia
misma molecula.

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

Ademads, un polinucieétido que hibrida a un polinucledtido que
comprende una secuencia de nucledtidos complementarios a por lo menos
una secuencia de nucledtidos seleccionada de las secuencias de nucledtidos
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 ratéon o un polinucledtido que
hibrida a una secuencia complementaria al mismo bajo condiciones
astringentes y codifica una proteina que tiene una actividad bioldgica
comparable con la de Siglec-15 es también considerada como ADNc de
Siglec-15.

Ademas, una proteina que comprende una secuencia de

aminoacidos que incluye substitucidon, delecion o adicién de uno o varios
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aminoacidos en por lo menos una secuencia de aminoacidos seleccionada de
las secuencias de aminoacidos representadas por SEQ ID NOS: 2 y 4 en el
listado de secuencias 0 una secuencia de aminoacidos obtenida al remover la
secuencia de sefal de cualquiera de estas secuencias y tiene una actividad
biolégica comparable con la de Siglec-15 es también considerada como
Siglec-15. Ademas, una proteina que comprende una secuencia de
aminoéacidos codificada por una variante de empalme transcrita del locus de
Siglec-15 de humano o ratén o una secuencia de aminoacidos que incluye
una substitucién, delecion o adicion de uno o varios aminoécidos en la misma
y tiene una actividad biolégica comparable con la de Siglec-15 es también

considerada como Siglec-15.

2. Deteccién del metabolismo anormal de hueso

Un analisis del nivel de expresion del gen de Siglec-15 en un
grupo de muestras de prueba de varios tejidos 6seos humanos mostré que el
nivel de expresion del gene significativamente incrementa en tumor de céiulas
gigantes (GCT) que es un tumor de hueso con un gran nimero 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. edicién, pp. 17.6-17.8,
Lippincott Williams & Wilkins Publishers (1992)).

También se encontro que el nivel de expresidn del gen de Siglec-

15 incrementa cuando una linea de células derivadas de monocitos es

0
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diferenciada en osteoclastos.

Por consiguiente, se considera que Siglec-15 esta asociada con
patologias humanas tales como GCT en las cuales la resorciéon de hueso es
incrementada. En ofras palabras, la medicién del nivel de expresion del gen
de Siglec-15 ylo Siglec-15 en cada célula y/o cada tejido permite la
determinacion del estado de metabolismo anormal de hueso acompaiiado por
la sobreexpresién 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 acompafante de osteoporosis), artritis
reumatoide acompafiante de destruccién de hueso, hipercalcemia cancerosa,
mieloma maltiple acompafiante de destruccién de hueso o metastasis de
cancer a hueso, tumor de células gigantes, osteopenia, pérdida de dientes
debido a periodontitis, ostedlisis alrededor de una articulacién prostética,
destruccion de hueso en osteomielitis crénica, enfermedad de los huesos de
Paget, osteodistrofia renal y osteogénesis imperfecta.

En la invencién, la "muestra de prueba" que ha de ser usada
para examinar el nivel de expresién del gen de Siglec-15 y/o Siglec-15 se
refiere a una muestra de un tejido de médula ésea, hueso, prostata, testiculos,
pene, vejiga, rinén, cavidad oral, faringe, labios, lengua, encias, nasofaringe,

esdfago, estdmago, intestino delgado, intestino grueso, colon, higado,
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vesicula biliar, pancreas, nariz, pulmén, tejido blando, piel, mama, Utero,
ovario, cerebro, tiroides, nodo linfatico, misculo, tejido graso o similar, o
sangre, un fluido corporal, una excrecion, o similar obtenido de un sujeto de
prueba, un espécimen clinico, etc., sin embargo, en la invencion, la sangre o
médula dsea es mas preferida.

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

fenotipo cuando se ha perdido [a funcién de Siglec-15.

3. Produccion de anticuerpo anti-Siglec-15

El anticuerpo de la invencion, que es contra Siglec-15, se puede
obtener inmunizando a un animal con Siglec-15 o un polipéptido arbitrario
seleccionado de la secuencia de aminoacidos de Siglec-15, y recolectando y
purificando el anticuerpo producido in vivo de conformidad con un
procedimiento comun. La especie bioldgica 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 ratdn o una rata. En este caso, al examinar la reactividad cruzada
entre un anticuerpo que se une al Siglec-15 heterélogo obtenido y Siglec-15

humano, un anticuerpo aplicable a una enfermedad humana se puede

(7
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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

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 afiadir una secuencia
dada de aminoacidos ¢ vehiculo para el mismo.

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

Con respecto a la ingenieria genética, especificamente, el ADNc
de Siglec-15 es integrado a un vector capaz de expresar ADNc de Siglec-15 y
el Siglec-15 es sintetizado en una solucién que contiene una enzima, un
sustrato, y una sustancia de energia requerida para transcripcion y traduccion,
u otra célula hospedera procaridtica 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 fusidn obtenida ligando el
dominio extracelular de Siglec-15, que es una proteina de membrana, a la
region constante de un anticuerpo en un sistema hospedero-vector apropiado.

El ADNc de Siglec-15 se puede obtener, por ejemplo, por un
denominado método de PCR en el cual una reacciéon en cadena de
polimerasa {de aqui en adelante referida como “PCR") se realiza usandoc 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).

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

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

Ejemplos de la celula hospedera eucariotica 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 cominmente usados dependiendo de
la célula hospedera utilizada. Si se utiliza Escherichia coli, por ejemplo, un
medio LB complementado con un antibidtico tal como ampicilina o IPMG
segun sea necesario se puede usar.

Una proteina recombinante producida intracelularmente o



51

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

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

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

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

alto y pureza alta.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

(a) Purificacion de antigeno

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

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

en la técnica también se puede usar como el antigeno.

(b} Preparacion de células productoras de anticuerpo

El antigeno obtenido en el paso (a) se mezcia con un adyuvante
tal como adyuvante completo o incompleto de Freund, o sulfato de aluminio
potasio y la mezcla resultante se usa como un inmundégeno para inmunizar un
animal experimental. Como el animal experimental, cualquier animal usado en
un método de produccidn de hibridoma conocido se puede usar sin ningan
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 céluias productoras de anticuerpo extraidas, un
raton o una rata es preferiblemente usado como el animal que ha de ser

inmunizado.
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Ademas, la cepa de ratén o rata que se ha de usar no esta
particularmente limitada, y en el ¢aso de un ratdn, 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 lil, 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 consideracion de compatibilidad de fusién con
celulas 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 funcion
biolégica disminuida para remover autoanticuerpos, es decir, un ratén con una
enfermedad autoinmune.

La edad del ratén o rata en el tiempo de inmunizacidn es
preferiblemente § 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. . Il. 1ll.,

z
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Blackwell Scientific Publications, Oxford (1987), Kabat, E. A. y Mayer, M. M.,
Experimental Immunochemistry, Charles C Thomas Publisher Springfield,
Ninois (1964), o similar se puede usar.

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

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

Sin embargo, la combinacion 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 administracion
intraperitoneal se realiza en la Ultima mitad o sdlo en la ultima dosificacion, la
eficiencia de inmunizacién puede ser particularmente incrementada.

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

Ademas, la dosis del antigeno varia dependiendo del tipo de
animal que ha de ser inmunizado, diferencias individuales, o similar, sin

embargo, la dosis generalmente se fija a 0.05 a 5 mg, preferiblemente
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aproximadamente 0.1 a 0.5 mg.

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

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

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

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

Por ejemplo, si se utiliza un método de ELISA, la medicidn del
titulo de anticuerpo en la invencién se puede llevar a cabo de conformidad con

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

Ademas, como un anticuerpo secundario, un anticuerpo marcado
con una enzima contra un anticuerpo de ratén se afade 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 degradaciéon del sustrato o similar se mide y el titulo de anticuerpo se
calcula con base en la medicion.

La separacién 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 celulas 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
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de acero inoxidable y suspendiendo las células en un medio esencial minimo
de Eagle (MEM) se puede utilizar.

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

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

Muy especificamente, ejemplos de la cepa deficiente en HGPRT
incluyen X63-Ag8(X63), NS1-ANS/1(NS1), P3X63-Ag8.U1(P3U1), X63-
Ag8.653(X63.653), SP2/0-Ag14(SP2/0), MPC11-45.6TG1.7(45.6TG), FO,
S149/5XX0, y BU.1 derivada de ratones; 210.RSY3.Ag.1.2.3(Y3) derivada de
ratas; y U266AR(SKO-007), GM1500-GTG-A12(GM1500), UC729-6, LICR-
LOW-HMy2(HMy2) y 8226AR/NIP4-1(NP41) derivada de humanos.

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

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 medioc RPMI-1640 complementado con glutamina, 2-

mercaptoetanol, gentamicina y suero de ternera fetal (de aqui en adelante
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referida como "FCS")]; medio de modificado por Iscove (de aqui en adelante
referido como "IMDM"), o medio de Tagle modificado por Dulbecco (de aqui
en adelante referido como "DMEM"). En este caso, 3 a 4 dias antes de
realizar fusion de células, las células son subcultivadas en un medio normal
[por ejemplo, un medio ASF104 (fabricado por Ajinomoto Co., Ltd.) que
contiene 10% de FCS] para obtener no menos de 2 x 10’ células en el dia de

fusion de células.

{d) Fusion de células

La fusion entre las células productoras de anticuerpo y las
celulas de mieloma se puede realizar apropiadamente de conformidad con un
método conocido (Weir, D. M. Handbook of Experimental Immunology Vol. 1.
Ii. 11I., Blackwell Scientific Publicaciones, Oxford (1987), Kabat, E. A. y Mayer,
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
solucibn 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

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

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

(e) Seleccion de un grupo de hibridomas

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

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

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

selectivamente sobrevivan y proliferen.

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

Como un método de clonacién para hibridomas, un método

conocido tal como un método de metiicelulosa, un método de agarosa blanda,
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0o un método 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 dilucion limitante.

En este método, una cepa de células de fibroblasto derivadas de
un feto de ratdn 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
ml de la suspension de hibridoma diluido se afiade a cada pozo y el cultivo se
continla durante aproximadamente 2 semanas mientras se reemplaza
aproximadamente 1/3 de la solucidén de cultivo con medio fresco a intervalos
de tiempo predeterminados (por ejemplo, cada 3 dias), por lo que los clones
del hibridoma puede ser proliferados.

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

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

International Patent Organism Depositary de la National Institute of Advanced
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Industrial Science and Technology (Deposito Internacional de Organismos de
Patente del Intituto Nacional de Ciencia y Tecnologia Industrial Avanzada,
locaiizado en Central 6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, 305-85686,
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 regién variable de
cadena pesada del anticuerpo #32A1 tiene una secuencia de aminoécidos
que comprende residuos de aminoacidos 20 a 167 de SEQ ID NO: 28 en el
listado de secuencias. Ademas, un fragmento parcial que contiene la
secuencia de region variable de cadena ligera del anticuerpo #32A1 tiene una
secuencia de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 21 a 139

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

(q) Preparacién de anticuerpo monoclonal cultivande hibridoma

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

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

La medicion 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.

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

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

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
invencion se 'puede obtener por purificaciéon 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 ia misma cepa que el hibridoma (por ejemplo, el BALB/c antes
mencionado) ¢ 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 de! mismo, se puede obtener una



64

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 suspensién
es inyectada en la cavidad abdominal del ratén. En general, cuando el
abdomen es expandido y llenado con los ascitos, los ascitos se recolectan del
raton.

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

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

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

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

El anticuerpo monoclonal asi obtenido tiene alta especificidad de

antigeno para Siglec-15.

gl
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{h) Prueba de anticuerpo monoclonal

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

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

Un método de Ouchterlony es simple, pero cuando la
concentracién 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 sodlida antigeno-adsorbida y usando anticuerpos correspondientes a
varios tipos de isotipos y subclases de inmunoglobulina como anticuerpos
secundarios, el isotipo y subclase del anticuerpo monoclonal se pueden
identificar.

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

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

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

{3) Otros anticuerpos

El anticuerpo de la invencidén incluye no sélo el anticuerpo
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monoclonal antes mencionado contra Siglec-15, sino también un anticuerpo
recombinante obtenido por modificacion artificial para el prop6sito 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 e! 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 region variable de
anticuerpo derivado de ratdon 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 anticuerpc quimérico
derivado de un anticuerpo #32A1 anti-ratéon 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
Nature (1986) 321, pp. 522-525), y un anticuerpo obtenido al injertar una parte
de los residuos de aminoacidos del marco de trabajo asi como la secuencia

de CDR a un anticuerpo humano por un método de injerto de CDR (WO
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90/07861). Como un ejemplo del anticuerpo humanizado de un anticuerpo de
rata #32A1, se puede ejemplificar una combinacién arbitraria de una cadena
pesada que contiene una regién 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 aminoécidos 20 a 140 de SEQ ID NO: 57, residuos de
aminoacidos 20 a 140 de SEQ ID NO: 59, residuos de aminoacidos 20 a 140
de SEQ ID NO: 99, residuos de aminoacidos 20 a 140 de SEQ ID NO: 101, o
residuos de aminoacidos 1 a 121 de cualquiera de las secuencias de
aminoacidos representadas por SEQ ID NOS: 72 a 77 y una cadena ligera
que contiene una region variable de cadena ligera que comprende una
secuencia de aminoacidos 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 aminodcidos 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 a 133 de SEQ ID NO: 105, o residuos de aminoacidos 1 a 113
de cualquiera de las secuencias de aminoacidos representadas por SEQ ID
NOS: 78 a 96.

Como una combinacion preferida, se puede ejemplificar un

anticuerpo que comprende una cadena pesada que contiene una regién



68

variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoéacidos
que comprende residuos de aminoacidos 20 a 140 de SEQ ID NO: 51 y una
cadena ligera que contiene una region variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminogcidos 21 a 133 de SEQ ID NO: 61, 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: 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 residuos de amincacidos 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
aminoéacidos 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 133 de SEQ ID
NO: 67, un anticuerpo que comprende una cadena pesada gue contiene una

region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
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aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 20 a 140 de SEQ D
NO: 57 y una cadena ligera que contiene una region variable de cadena ligera
que comprende una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 21 a 133 de SEQ ID NO: 69, un anticuerpo que comprende una
cadena pesada que contiene una region variable de cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 20 a 140 de SEQ ID NO: 59 y una cadena ligera que contiene
una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 21 a 133 de SEQ ID
NO: 71, un anticuerpo que comprende una cadena pesada que contiene una
region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 20 a 140 de SEQ 1D
NO: 99 y una cadena ligera que contiene una region variable de cadena ligera
que comprende una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoécidos 21 a 133 de SEQ ID NO: 69, un anticuerpo que comprende una
cadena pesada que contiene una regién variable de cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos que comprende residuos de
aminoacidos 20 a 140 de SEQ ID NO: 101 y una cadena ligera que contiene
una regién variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 21 a 133 de SEQ ID
NQO: 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

ot
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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 una regién variable de cadena pesada que
comprende una secuencia de amino&cidos que comprende residuos de
aminoacidos 20 a 140 de SEQ ID NO: 99 y una cadena ligera que contiene
una region variable de cadena Iige'ra que comprende una secuencia de
aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 21 a 133 de SEQ ID
NO: 105.

Como una combinacion mas preferida, se puede ejemplificar un
anticuerpo que comprende una cadena pesada que tiene una secuencia de
aminoacidos que comprende residucs de aminoacidos 20 a 470 de SEQ ID
NO: 51 y una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que
comprende residuos de aminoacidos 21 a 238 de SEQ ID NO: 61, un
anticuerpo que comprende una cadena pesada que tiene una secuencia de
aminoécidos que comprende residuos de aminoacidos 20 a 470 de SEQ ID
NQO: 33 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
NQO: 85 y una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que
comprende residuos de aminoacidos 21 a 238 de SEQ ID NO: 65, un

anticuerpo que comprende una cadena pesada que tiene una secuencia de
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aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 20 a 470 de SEQ ID
NO: 55 y una cadena ligera gue 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 gue tiene una secuencia de
aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 20 a 470 de SEQ ID
NO: 57 y una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que

comprende residuos de aminoacidos 21 a 238 de SEQ ID NO: 69, un

anticuerpo que comprende una cadena pesada que tiene una secuencia de.

aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 20 a 470 de SEQ ID
NO: 59 y una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que
comprende residuos de aminoacidos 21 a 238 de SEQ ID NO: 71, un
anticuerpo que comprende una cadena pesada que tiene una secuencia de
aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 20 a 466 de SEQ ID
NO: 99 y una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que
comprende residuos de aminoacidos 21 a 238 de SEQ ID NO: 69, un
anticuerpo que comprende una cadena pesada que tiene una secuencia de
aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 20 a 466 de SEQ ID
NO: 101 y una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que
comprende residuos de aminocacidos 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
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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 aminocécidos que
comprende residuos de aminoacidos 21 a 238 de SEQ ID NO: 105.

Sin embargo, el anticuerpo humanizado derivado del anticuerpo
#32A1 no se limita a los anticuerpos humanizados antes mencionados
siempre que el anticuerpo humanizado tenga todos los 6 tipos de secuencias
de CDR de #32A1 y tenga una actividad de inhibir la formacién de
osteoclastos. Incidentaimente, la regidén variable de cadena pesada del
anticuerpo #32A1 tiene CDRH1 (DYFMN) que comprende una secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 44, cualquiera de CDRH?
(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.
I, QUINTA EDICION (1991)). La CDRH2 representada por SEQ ID NO: 97 se
hace mas corta por cinco residuos en el C-terminal que la definicion de Kabat.
En la secuencia de cadena pesada que contiene esta CDRH2, la secuencia
de CDR derivada de una rata se hace mas corta y mas de una secuencia de
marco de trabajo humana es incorporada, y por lo tanto, cuando se administra

a humanos, es mucho menos probable que sea reconocida como un antigeno
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heterdlogo. Adehés, la region variable de cadena ligera del anticuerpo #32A1
tiene CDRL1 (RASQSVTISGYSFIH) que comprende una secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 47, CDRL2 (RASNLAS) que
comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 48,
y CDRL3 (QQSRKSPWT) que comprende una secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 49,

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 método que usa un ratén 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 raton 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
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cromosoma artificial de levadura (YAC) o similar es creado al producir un
animal knockout y un animal transgénico y apareando estos animales.

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

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

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

Por ejemplo, se puede usar un método de despliegue de fagos
en el cual una regidn 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),

24
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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 regién
variable de un anticuerpo humano que se une a un antigeno.

Si la secuencia de ADN de scFv que se une a un antigeno se
determina, un anticuerpo humano se puede obtener al preparar un vector de
expresion que tiene la secuencia e introducir el vector en un hospedero
apropiado a expresarlo (WO 92/01047, WO 92/20791, WO 983/06213, WO
93/11236, WO 93/19172, WO 95/01438, WO 95/15388, Annu. Rev. Immunol
(1994) 12, pp. 433-455, Nature Biotechnology (2005) 23 (9), pp. 1105-11186).

Los anticuerpos obtenidos por el método anterior son evaluados
para la propiedad de unidn 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
escudrifamiento diferencial (DSC) mostrada en el ejemplo 33 es un
instrumento capaz de medir rapido y de manera precisa una temperatura de
punto medio de desnaturalizacién 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 correlacidon con la estabilidad térmica de ios

anticuerpos (Lori Burton, et. al., Pharmaceutical Development and Technology
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(2007) i2, 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 ia capacidad de agregacion en una solucion
acuosa es baja. Por ejempio, 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
enlazador apropiado, por el que se obtiene una inmunoglobulina de cadena
sencilla también es conocido (Lee, H-S, et. al., Molecular Immunology (1999)
36, pp. 61-71; Shirrmann, T. et. al., mAbs (2010), 2, (1) pp. 1-4). Al dimerizar
la inmunoglobulina de cadena sencilla, el dimero resultante puede tener una
estructura y una actividad similar a las de un anticuerpo que es un tetramero
como tal. Ademas, el anticuerpo de la invencion puede ser un anticuerpo que
tiene una region variable de cadena pesada sencilla y no tiene una secuencia
de cadena ligera. Dicho anticuerpo se denomina un anticuerpo de dominio
sencillo (sdAb) o un nanocuerpo, y de hecho, se observa en camellos y Hamas
y se ha reportado que tiene una afinidad de union a antigeno (Muyldemans S.
et. al., Protein Eng. (1994) 7(9), 1129-35, Hamers-Casterman C. et. al., Nature
(1993) 363 (6428) 446-8). Se puede entender que los anticuerpos antes

mencionados son tipos de fragmentos funcionales del anticuerpo de
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conformidad con la invencién.

Ademas, al controlar la glicosilacién en la cual un glicano se une
al anticuerpo de la invencion, es posibie incrementar la actividad citotoxica
celular dependiente de anticuerpo. En lo que respecta a técnicas para
controlar la glicosilacion de anticuerpos, se conocen los documentos WO
99/64342, 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 despues 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 descripcion y un gen que codifica
una secuencia de cadena ligera del mismo. Cuando una célula hospedera es
transformada, es posible insertar el gen de la secuencia de cadena pesada y
el gen de la secuencia de cadena ligera en el mismo vector de expresion, y
también en diferentes vectores de expresién por separado. En casos en
donde se usan células eucarioticas como el hospederc, se pueden usar
células animales, células vegetales y microorganismos eucarioticos. Como las
celulas 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.
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CRL-1658), y células de ovario de hamster chino (células CHO; ATCC: CCL-
61); pueden ser ejemplificadas. Ademas, en casos en donde se usan células
procaridticas, por ejemplo, Escherichia coli y Bacillus subtilis pueden ser
ejemplificadas. Al introducir un gen de anticuerpo objetivo en estas células a
través de transformacion, y al cultivar las células asi transformadas in vitro, se
puede obtener el anticuerpo. En el método de cultivo antes mencionado, el
rendimiento algunas veces puede variar dependiendo de la secuencia del
anticuerpo, y por lo tanto, es posible seleccionar uno que sea faciimente
producido como un compuesto farmacéutico al usar el rendimiento como un
indice entre los anticuerpos que tienen una actividad de union comparable.

No hay limitacion sobre el isotipo del anticuerpo de la invencion,
y ejemplos de los mismos incluyen IgG (IgG1, 1gG2, [gG3, IgG4), IgM, IgA
(IgA1, 1gA2), IgD e IgE, y ejemplos preferidos de los mimos incluyen IgG e
IgM, y ademas, ejemplos mas preferidos de los mismos incluyen IgG1 e IgG2.

Ademas, el anticuerpo de la invencién puede ser un fragmento
funcional del anticuerpo que tiene un sitio de unién a antigeno del anticuerpo o
un fragmento modificado del mismo. El fragmento del anticuerpo se puede
obtener al tratar el anticuerpo con una proteasa tal como papaina o pepsina, o
al modificar el gen del anticuerpo de conformidad con una técnica de
ingenieria genética y expresando el gen modificado en células cultivadas
adecuadas. Entre estos 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
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funciones del anticuerpo, generalmente una actividad de unién a antigeno,
una actividad de neutralizacién de la actividad de un antigeno, una actividad
de incremento de la actividad de un antigeno, una actividad citotéxica
dependiente de anticuerpo, una actividad citotdxica dependiente de
complemento y actividad citotoxica celular dependiente de complemento se
pueden ejemplificar. La funcion del fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con la invencion 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 fusién celular de los
osteoclastos.

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

Ademas, el anticuerpo de la 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 ejempilo,

1
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tres) antigenos.

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

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

EL método para producir un anticuerpo de cadena sencilla se
conoce en este campo tecnico (véase, por ejemplo, patentes de E.U.A. Nos.
4,946,778, 5,260,203, 5,091,513, 5,455,030, etc.). En este scFv, la region
variable de cadena pesada y la regién variable de cadena ligera son ligadas

mediante un enlazador que no forma un conjugado, preferiblemente mediante
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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 regidon variable de cadena pesada del anticuerpo antes
mencionado y la cadena ligera o la region variable de cadena ligera del mismo
como una plantilla por un método de PCR usando un par de iniciadores que
define ambos extremos de la misma, y ademas realizando amplificacién al
combinar el ADN que codifica una porcidn de enlazador de polipétido y un par
de iniciadores que define ambos extremos de la misma para ligar los dos
extremos a la cadena pesada y la cadena ligera, respectivamente.

Ademas, una vez que el ADN que codifica scFv es producido, un
vector de expresion que contiene el mismo y un hospedero transformado por
el vector de expresidén 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
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gen de la misma manera como se describio 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
metodo de multimerizacién del anticuerpo, se puede ejemplificar la union del
dominio CH3 de 1gG a dos moléculas de scFv, unidn a estreptavidina,
introduccion de un motivo de hélice-vuelta-hélice y similares.

El anticuerpo de la invencion puede ser un anticuerpo policlonal
qgue 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
unido a cualquiera de varios tipos de moléculas tales como polietilenglicol
(PEG) también.

Ademas, el anticuerpo de la invencion puede estar en forma de
un conjugado formado entre cualquiera de estos anticuerpos y otro agente
medicinal (inmunoconjugado). Ejemplos de dicho anticuerpo incluyen uno en
el cual el anticuerpo es conjugado a un material radioactivo 0 un compuesto

que tiene una accion farmacolégica (Nature Biotechnology (2005) 23, pp.
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1137-11486).

El anticuerpo obtenido puede ser purificado a homogeneidad. La
separacién 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, filtracion por filtro, ultrafiltracion,
precipitacidon de sal, dialisis, 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 filtraciéon en gel, cromatografia de fase inversa, y
cromatografia de adsorcion.

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

Como una columna se puede usar en cromatografia de afinidad,
una columna Protein A y una columna de proteina G se pueden ejemplificar.

Por ejemplo, como una columna que usa una columna Protein A,
Hyper D, POROS, Sepharose FF (Pharmacia) y similares se pueden

ejempiificar.

3
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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 gue 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 biologica de Siglec-
15. Dicho anticuerpo que neutraliza la actividad biolégica de Siglec-15 inhibe
la actividad biologica de Siglec-15 in vivo, es decir, la diferenciaciéon 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
diferenciacién y/o maduracion anormal de osteoclastos como un agente
farmacéutico. El metabolismo anormal de hueso puede ser cualquier trastorno
caracterizado por pérdida neta de hueso (osteopenia u ostedlisis). En general,
el tratamiento y/o prevencion por el anticuerpo anti-Siglec-15 son/es aplicado
a un caso en donde la inhibicién de resorcion de hueso es requerida.
Ejemplos del metabolisma 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 © un inmunosupresor, o artritis
reumatoide acompanante de osteoporosis), artritis reumatoide acompanante

de destruccion de hueso, hipercaicemia cancerosa, mieloma multiple
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acompanante 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, sin embargo, el metabolismo anormal de hueso no
esta limitado a las mismas siempre que sea una enfermedad acompafiada por
pérdida neta de hueso causada por osteoclastos. Ejemplos del anticuerpo
anti-Siglec-15 que se ha de usar como el agente farmacéutico antes
mencionado incluyen un anticuerpo quimérico y un anticuerpo humanizado
producido a partir del anticuerpo #32A1 por el método descrito en el punto 3.
“(3) 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 cbservar si estos anticuerpos se unen
0 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 unién 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 afade a



86

células RAW 264.7 o células RAW 264 que son una linea de células
derivadas de monolitos de ratdén a varias concentraciones, y la actividad de
inhibir la diferenciacion en osteoclastos por estimulacion con RANKL o TNF-o
se puede determinar. Ademas, el anticuerpo anti-Siglec-15 se afade a células
cultivadas primarias derivadas de médula ésea a varias concentraciones, y la
actividad de inhibir la diferenciaciéon en osteoclastos por estimulacién con
RANKL, TNF-o, o vitamina D; activa se puede determinar. Ademas, el
anticuerpo anti-Siglec-15 se afiade a células precursoras de osteoclastos
humanos normales (Normal Human Natural Osteoclast Precursor Cells,
disponible de Sanko Junyaku Co., Ltd., Cat. No. 2T-110) a varias
concentraciones, y la actividad de inhibir la diferenciacién en osteoclastos por
estimulacion con RANKL o M-CSF se puede determinar. Dicho efecto
inhibidor sobre la diferenciacion de osteoclastos se puede determinar usando
la inhibicién de al actividad de la fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP)
de osteoclastos como un indice. Ademas, el efecto inhibidor sobre la
diferenciacién de osteoclastos también se puede determinar usando la
inhibicién de formacién de osteoclastos multinucleados TRAP-positives, 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 resorcidon de hueso por osteoclastos se puede
determinar afadiendo el anticuerpo anti-Siglec-15 a células derivadas de

féemur y/o tibia a varias concentraciones, y observando la formacidn de fosa en
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una rebanada de dentina. Como un sistema para determinar la actividad in
vifro de inhibir la resorcién de hueso por osteoclastos, es también posible usar
una placa revestida con colageno humano conjugado a europio. El efecto
terapéutico o preventivo in vivo del anticuerpo anti-Siglec-15 sobre el
metabolismo anormal de hueso usando un animal experimental se puedg
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 utii como un agente farmacéutico, particularmente como una
compgsicion farmacéutica para tratar o prevenir el metabolismo anormal de
hueso tales como osteoporosis, artritis reumatoide acompafiante de
destruccién de hueso, o metastasis de cancer a hueso acompanante de
destruccion de hueso, 0 como un anticuerpo parar diagnéstico inmunoldgico
de dicha enfermedad.

En el tratamiento de artritis reuratoide (RA), un problema mayor
es perdida de hueso que acompafia la ocurrencia de la enfermedad. Se ha
reportado que en esta pérdida de hueso que acompaia RA, los osteoclastos
juegan un papel primario. Las citocinas consideradas como las mas
importantes para induccion de osteoclastos (diferenciacion y maduracion) y la
activacion y como la causa de destruccidn de hueso en RA son RANKL vy
TNF-a (Romas E. et al., Bone 30, pp. 340-346, 2002). OCIF/OPG que es un

receptor de sefuelo para RANKL puede inhibir la formacion de osteoclastos



88

inducida por RANKL pero no inhibe Ia formacién de osteoclastos inducida por
TNF-o. Por ofra parte, el anticuerpo anti-Siglec-15 de conformidad con la
invencidn efectivamente inhibio la formacion de osteoclastos inducida por
RANKL y TNF-o. Por lo tanto, se espera que el anticuerpo anti-Siglec-15 de la
invencién puede inhibir Ié pérdida de hueso y destruccion de hueso inducida
por TNF-c. en RA o similar mas fuertemente que un bloqueador de RANKL
(OCIF/OPG, un anticuerpo anti-RANKL o similar).

Como un ejemplo, para el tratamiento o prevencion de
metabolismo anormal de hueso, el anticuerpo anti-Siglec-15 se puede
administrar sola o en combinacidén 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 inciuyen,
pero no se limitan a: bisbifosfonatos (por ejemplo, alendronato, etidronatq,
ibandronato, incadronato, pamidronato, risedronato y zoledronato), vitamina
D; 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 (por ejempio,
celecoxib y rofecoxib), receptores de TNF solubles (por ejemplo, etanercept),

anticuerpos anti-TNF-o. o fragmentos funcionales de los anticuerpos (por

05



89

ejemplo, infliximab), anti-PTHrP (proteina relacionada con hormona
paratiroidea) anticuerpos o fragmentos funcionales de los anticuerpos,
antagonistas de receptor de IL-1 (por ejemplo, anakinra), anticuerpos anti-
receptor de IL-1 o fragmentos funcionales de los anticuerpos (por ejemplo,
tocilizumab), anticuerpos anti-RANKL o fragmentos funcionales de los
anticuerpos (por ejemplo, denosumab), y OCIF (factor inhibidor de
osteoclastogénesis). Dependiendo del estado de metabolismo anormal de
hueso o el grado pretendido del tratamiento y/o prevencion, dos o tres, o mas
tipos de agentes medicinales se pueden administrar, y estos agentes
medicinales se pueden administrar todos juntos encapsulandolos en la misma
preparacion. Estos agentes medicinales y el anticuerpo anti-Siglec-15 pueden
ser suministrados todos juntos encapsulandolos en ia misma preparacion.
Ademas, estos agentes medicinales pueden ser suministrados todos juntos
encapsulandolos como un kit que se ha de usar para el tratamiento y/o
prevencion. Ademas, estos agentes medicinales y el anticuerpo anti-Siglec-15
pueden ser suministrados por separado. En el caso de administracion en
terapia geénica, un gen de un agente terapéutico proteindceo para una
enfermedad de los huesos y un gen del anticuerpo anti-Siglec-15 se pueden
insertar hacia el extremo 3’ de la misma regién de promotor o diferentes
regiones de promotor, y se pueden introducir en el mismo vector o diferentes
vectores.

Al conjugar un agente terapéutico para una enfermedad de los

huesos al anticuerpo anti-Siglec-15 o un fragmento del mismo, un conjugado

o
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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)
83, 171-216 puede ser producido. Para lograr este proposito, otra molécula
distinta al anticuerpo, cualguier 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-Sigiec-15 o un
fragmento del mismo y un agente terapéutico para una enfermedad de los
huesos puede ser cuaiquiera de varias formas descritas en M. C. Garnet
“Targeted drug conjugates: principles and progress”, Advanced Drug Delivery
Reviews, (2001) 53, 171-216, G. T. Hermanson “Bioconjugate Techniques”
Academic Press, California (1996), Putnam y J. Kopecek “Polymer Conjugates
con Anticancer Activity” Advances in Polymer Science (1995) 122, 55-123 y
similares. Es decir, un conjugado en el cual el anticuerpo anti-Siglec-15 y un
agente terapeutico para una enfermedad de los huesos son conjugados uno a
otro quimicamente y directamente 0 mediante un separador tal como un
oligopéptido y un conjugado formado por un vehiculo de farmaco apropiado
puede ser ejemplificado. Ejempios del vehiculo de farmaco incluyen un
liposoma y un polimero soluble en agua. Ejemplos mas especificos del
conjugado formados por dicho vehicuio de farmaco incluyen un conjugado en
el cual el anticuerpo y un agente terapéutico para una enfermedad de los

huesos se incorporan en un liposoma y el liposoma y el anticuerpo se

\j\\
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conjugan uno ofro, 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
oligopeptido y el anticuerpo es conjugado al polimero soluble en agua. La
conjugaciéon del ahticuerpo (0 un fragmento del mismo) a un agente
terapéutico para una enfermedad de los huesos o un vehiculo de farmaco tal
como un iiposoma 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 incorporacién 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 en agua puede ser efectuada por un meétodo conocido
por los expertos en la técnica tal cbmo 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
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conocido por los expertos en la técnica a través de ingenieria genética distinto
del método antes mencionado.

La invencién también provee una composicion 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 composicion 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 terapeutico para una enfermedad de los
huesos, y un diluyente, vehiculo, agente solubilizante, agente emulsionante,
conservador y/o adyuvante farmacéuticamente aceptable. Ejemplos del
agente terapeutico para una enfermedad de los huesos incluyen, pero no se
limitan a, bisbifosfonatos (por ejemplo, alendronato, etidronato, ibandronato,
incadronato, pamidronato, risedronato y zoledronato), vitamina D3 activa,
calcitonina y derivados de los mismos, hormonas tales como estradiol, SERMs
(moduladores de receptor de estrogeno selectivos), ipriflavona, vitamina K
(menatetrenona), preparaciones de calcio, PTH (hormona paratiroidea),
agentes antiinflamatorios no esteroideos (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
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(por ejemplo, anakinra), anticuerpos anti-receptor de IL-1 o fragmentos
funcionales de los anticuerpos (por ejemplo, tocilizumab), anticuerpos anti-
RANKL o fragmentos funcionales de los anticuerpos (por ejemplo,
denosumab) y OCIF (factor inhibidor de osteoclastogénesis).

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

La composicién farmacéutica de ia invencién puede contener
una sustancia para uso farmacéutico que es capaz de cambiar o mantener el
pH, presion osmdtica, viscosidad, transparencia, color, isotonicidad, condicion
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
glicina, alanina, glutamina, asparagina, arginina vy lisina; agentes
antimicrobianos; antioxidantes tales como acido ascorbico, sulfato de sodio, y
sulfito acido de sodio; reguladores de pH tales como reguiadores de pH de
fosfato, citrato, borato, bicarbonatc de sodio, y soluciones de Tris-HC!;
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;
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agentes emulsionantes; polimeros hidrofilicos tales como polivinilpirrolidina;
conservadores tales como polipéeptidos de peso molecular bajo, contraiones
formadores de sal, cloruro de benzalconio, acido benzoico, acido salicilico,
timerosal, alcohol fenetilico, metilparabeno, propilparabeno, clorhexidina,
acido sérbico y perdxido de hidrogeno; solventes tales como glicerina,
propilenglicol y polietilenglicol; alcoholes de azdcar tales como manitoi y
sorbitol; agentes de suspension; agentes tensoactivos tales como éster de
sorbitan, polisorbatos incluyendo polisorbato 20 y polisorbato 80, Triton,
trometamina, lecitina y colesterol; agentes incrementadores de estabilidad
tales como sacarosa y sorbitol; agentes incrementadores de elasticidad tales
como cloruro de sodio, cloruro de potasio, y manitol y sorbitol; agentes de
transporte; excipientes; y/o adyuvantes farmacéuticos. La cantidad de estas
sustancias anadidas para uso farmacéutico es preferiblernente 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 composicién farmacéutica en
una preparacion dependiendo de la enfermedad a la cual se aplica la
composicion, la via de administracion, o similar.

El excipiente o vehiculo en |la composicion farmacéutica puede
estar en forma de un liquido o un sdlido. Un excipiente o vehiculo apropiado
puede ser agua inyectable, solucién salina fisiologica, un fluido espinal
cerebral artificial, u otra sustancia cominmente usada para administracién

parenteral. Ademas, la solucion salina fisiolégica neutra o solucion salina

0
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fisiolégica que contiene albumina de suero también se puede usar como un
vehiculo. La composicion farmacéutica puede contener un regulador de pH
Tris de pH 7.0 a 8.5, un regulador de pH de acetato de pH 4.0 a 5.5, o un
regulador de pH de citrato de pH 3.0 a 6.2. Ademas, el regulador de pH puede
ser complementado con sorbitol u otro compuesto. Ejemplos de la
composicion farmacéutica de la invencidon incluyen una composicion
farmaceutica que contiene el anticuerpo anti-Siglec-15 y una composicién
farmacéutica que contiene el anticuerpo anti-Siglec-15 y por lo menos un
agente terapéutico para una enfermedad de los huesos. La composicién
farmaceutica de la invencidon se prepara en forma de un producto liofilizado o
un liguido 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 farmaceutica de la invencion se puede preparar
para administracién parenteral o para absorciéon gastrointestinal a través de
administracién oral. La composicién y concentracién de una preparacion se
puede determinar dependiendo del método de administracién. Mientras mas
alta es la afinidad del anticuerpo anti-Siglec-15 contenido en la composicion
farmacéutica de la invencidn es para Siglec-15, es decir, mientras mas baja es

la constante de disociacién (valor de Kd) del mismo es para Siglec-15, mas el
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anticuerpo anti-Siglec-15 puede mostrar su eficacia de farmaco aun cuando
reduce la dosis para humanos. Por lo tanto, la dosis de la composicién
farmacéutica de la invencion para humanos también se puede determinar con
base en esta 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 composicion farmacéutica
de la invencién incluyen inyecciones incluyendo infusiones, éupositorios,

agentes transnasales, agentes sublinguales y absorbentes percutaneos.

EJEMPLOS

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

unidos a los mismos a menos que se indique otra cosa.
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EJEMPLO 1

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

ratéon

Una secuencia parcial de nucledtidos que codifica el dominio
extracelular de proteina Siglec-15 de raton esta representada por SEQ ID NO:
5 en el listado de secuencias y una secuencia de aminoacidos de la misma
esta representada por SEQ ID NO: 6 en el listado de secuencias. Al utilizar
una secuencia parcial, la protefna 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 raton por PCR

Como iniciadores para amplificar el ADNc del dominio
extracelular de Siglec-15 de ratén por PCR, un oligonucledtido que tiene una
secuencia de 5-ggggacaagt itgtacaaaa 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 comuin. Incidentalmente, estos iniciadores
se disefiaron como iniciadores de amplificacion para producir un clon de
entrada de Gateway, de tal manera que una secuencia de attB1 se afiade a

mSiglec-15-ECD-F y una secuencia de attB2 se anade a mSiglec-15-ECD-R.



98

El PCR se realizé usando esta combinacion de iniciadores y un polinucleétido
que contiene una secuencia de marco de lectura abierta del ratén Siglec-15
com una plantila de conformidad con un procedimiento comin. 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) Produccion de clon de entrada por reaccion de Gateway BP

Un clon de entrada en el cual el ADNc de dominio extracelular de
Siglec-15 de raton fue integrado por la tecnologia Gateway (Invitrogen, Inc.)
utilizando un sistema de recombinacién especifico del sitio de fago lambda fue
producido por el siguiente método. Primero, una 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
solucion de reaccién, Escherichia coli DH10B fue transformada, PCR de
colonia se realizd para clones resistentes a farmacos, y el tamafio de insertos
fue confirmado. Después, para un clon que se confirmé que tenia un inserto
con el tamafic correcto, se realizd un analisis de secuencia de la secuencia de
ADN total del inserto. Como resultado, se obtuvo un clon de entrada que es

completamente idéntico a la secuencia objetivo de nucleotidos (SEQ ID NO: 5
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en el listado de secuencias) que codifica el dominio extracelular de la proteina

Siglec-15 de raton.

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

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

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

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

Y

5'-cetegeetgg teggate-3' (mSiglec-15-ECD-seqg-dnstm: SEQ 1D NO: 10 en el
listado de secuencias)

Como resultado de la andlisis de secuencia, se obtuvieron los
clones de expresion (Siglec-15/pDONM soluble de ratdn y Siglec-15/phigFc
soluble de ratén) 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 anima!l 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/phlgFc soluble de
raton a una célula animal o similar, el ARNm que tiene una secuencia de
bases representada por SEQ ID NO: 13 en el listado de secuencias es
transcrito y traducido en una proteina (Siglec-15-Fc de ratdén) 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 solucion 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/phlgFc soluble de ratén) obtenido en el ejemplo 1
se prepard en una cantidad de aproximadamente 5 mg, respectivamente.
Incidentalmente, en [a purificacidn de plasmidos de Escherichia coli cultivados
a gran escala, se usd 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 m! de un reactivo de transfeccion 293fectin (fabricado por
Invitrogen, Inc.) se afiadié a la misma, y la mezcla resultante se incubd a
temperatura ambienie durante 20 minutos. Esta mezcla se afiadid a células
FreeStyle 293-F (fabricadas por Invitrogen, Inc.) cultivadas en matraces
Erlenmeyer de tal manera que la densidad de células alcanzé 1.1 x 108
células/ml x & L (1 L/matraz x 5 matraces) en medio FreeStyle 293 Expression
Medium (fabricado por Invitrogen, Inc.). Después de que las céiulas habian
sidoc sometidas a cultivo con agitacion (125 rotaciones/min) a una
concentracién de CO; de 8.0% durante 96 horas (4 dias) a 37°C, Ia solucion
de cultivo se recolecté y se centrifugd para preparar un sobrenadante de
cultivo. Se considera que en el sobrenadante de cultivo asf preparado, una

proteina en la cual una etiqueta de epitope V5 y una His tag 6x se han
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afiadido al lado C-terminal del dominio extracelular Siglec-15 de ratén (Sigiec-
15-His de raton) y una proteina en la cual una etiqueta Fc humana se ha
anadido al lado C-terminal del dominio extracelular Siglec-15 de raton (Siglec-

15-F¢ de ratdn) se expresan, respectivamente.

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 raton preparadas en el ejemplo 2, 225 mL de regulador de
pH 10 x (500 mM Tris, 1.5 M NaCl, 200 mM imidazol, pH 8.0) se afiadid, y la
mezcla resultante se agité bien y se filtré a través de un filtro Sterivex-GV
(fabricado por Millipore Co., Ltd.). Esta solucion de cultivo se aplicé a una
velocidad de flujo de 2 mli/min a una columna que comprendia tres columnas
de HisTrap HP 5 ml (fabricada por Amersham Biosciences, Inc.) conectadas
en serie y se tratd anteriormente con un agente removedor de pirdgeno
PyroCLEAN (fabricado por ALerCHEK, Inc.} y se lavo con agua destilada para
inyeccion. Después de que la columna se lavd con 60 ml de reguilador de pH
50 mM Tris-HC! (pH 8.0} que contenia 300 mM NaCl a una velocidad de fiujo
de 1 ml/min, una 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

[+
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fraccionado a 1 ml por fraccidn en tubos mini-sorp (fabricado por Nunc, Inc.) a
los cuales se habia afiadido previamente 10 ul de 10% Tween 20. Después de
aproximadamente 20 ml de una solucidén obtenida al combinar las fracciones
(fracciones 14 a 20) y que contenia la proteina eluida se concentré a 2.5 ml
con un concentrador de membrana centrifuga Amicon Uitra-15 (fabricado por
Millipore Co., Ltd.), el concentrado se aplicé a una columna de destilacion PD-
10 (fabricada por Amersham Biosciences, Inc.) que previamente habia sido
equilibrada con solucién salina regulada en su pH con fosfato que contenia
0.01% Tween 20 (T-PBS), seguido por elucién con T-PBS, por lo que se

obtuvo 3.5 m! de una muestra cuyo solvente fue reemplazado por T-PBS.

b) Cromatografia en columna Resource Q

A 3.6 ml de la muestra que fue purificada por cromatografia en
columna HisTrap HP y cuyo solvente fue reemplazado por T-PBS, 22.5 m! de
regulador de pH 50 mM Tris-HCI (pH 7.5) que contenfa 0.1% CHAPS se
anadié y la mezcla resultante se agitd. Después, la mezcla se centrifugo a 4°C
durante 30 minutos a 3,000 rpm y el precipitado fue removido. Después de
que el sobrenadante resuitante se fiitrdé a través de un filtro Millex-GV
(fabricado por Millipore Co., Ltd.), el filtrado se aplicd a una velocidad de flujo
de 1 ml/min a una columna Resource Q 6 m! (fabricado por Amersham
Biosciences, Inc.) que previamente habia sido equilibrada con regulador de
pH 50 mM Tris-HCl (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
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ml/min y una fraccién de proteina que no fue adsorbida a la columna fue
recolectada. Una proteina adsorbida a la columna se eluyd 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 mi/min. Después de 26.5 ml de la fraccién que no fue
adsorbida a la columna se concentré a 2.0 ml con un concentrador de
membrana centrifuga Amicon Ultra-15 (fabricado por Millipore Co., Ltd.), el
concentrado se centrifugé 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 realizo 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
purificacion antes mencionado (cromatografia en columna HisTrap HP vy
cromatografia en columna Resource Q), se realizd electroforesis de SDS-
poliacrilamida bajo condiciones reductoras y tincién con plata. Es decir, a 5 ul
de cada una de las muestras purificada por los pasos de purificacion
respectivos, se anadid una cantidad equivalente de una solucion de
tratamiento de SDS, y la mezcla resultante se tratd térmicamente a 95°C
durante 10 minutos. 0.3 ul de cada una de las muestras térmicamente tratadas

se us6é para electroforesis de SDS-poliacrilamida. Como un gel para
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electroforesis, se us6 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 tincidon con plata se realizo 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 Blotting Markers (fabricado por Amersham
Biosciences, Inc.) se usaron como los marcadores de peso molecular, y la
proteina en el gel fue transferido (blott) a una membrana de PVDF (Hybond-P,
fabricado por Amersham Biosciences, Inc.) usando un PhastTransfer Semi-dry
Transfer Kit (fabricado por Amersham Biosciences, Inc.) y PhastSystem. Esta
membrana de PVDF se agité suavemente en 10 ml de un agente bloqueador
{BlockAce, fabricado por Snow Brand Milk Products, Co., Ltd.) que contenia
0.1% Tween 20 a temperatura ambiente durante 1 hora. A esta solucién de
bloqueo, 10 ul 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 aiiadieron y la membrana en la
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solucidbn se agitdé suavemente a temperatura ambiente durante 1 hora
adicional. La membrana de PVDF se lavé 4 veces al agitarlo suavemente en
50 mL de fosfato-regulador de 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 trato de conformidad con el protocolo que
acompaié 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
detectd usando una ECL Mini-Camera (fabricado por Amersham Biosciences,
Inc.) y pelicula Polaroid (Polapan 32008, fabricado por Polaroid, Inc.). Los
resultados se muestran en la figura 2. También a partir de estos resultados, se
pudo confirmar que una proteina que tiene un peso molecular de
aproximadamente 35 kDa (Siglec-15-His de ratén) y reacciona con un
anticuerpo anti-V5-HRP fue eficientemente purificada y concentrada en la

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

Siglec-15-His purificada de ratdon se obtuvo al realizar el procedimiento de
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purificacion dos veces.
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 Millipore Co., Ltd.), y después el filtrado se aplico a
una columna HiTrap Protein A 5 ml (fabricada por Amersham Biosciences,
Inc.) que previamente habia sido equilibrada con PBS de Dulbecco (D-PBS,
fabricado por Invitrogen, Inc.) a una velocidad de flujo de 5 ml/min. Después
de que la columna se lavo con D-PBS a una velocidad de flujo de 5 mi/min,
una proteina adsorbida a la columna se 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 fraccion en tubos mini-sorp (fabricado

por Nunc, Inc.), e inmediatamente despues, 1.3 ml de 1 M Tris se anadio al
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mismo para neutralizar el material eluido. Después de que una solucién
obtenida al combinar las fracciones (fracciones 1 y 2) en la cual la proteina
eluida fue detectada se concentrd a 2.5 ml con un concentrador de membrana
centrifuga Amicon Ultra-15 (fabricado por Millipore Co., Ltd.), el concentrado
se aplicd a una columna de desalacién PD-10 (fabricada por Amersham
Biosciences, Inc.) que previamente habia sido equilibrada con Otsuka solucion
salina fisioldgica para inyeccion (TO-SS, fabricada por Otsuka Pharmaceutical
Co., Ltd.) que contenia 0.01% Tween 20, seguida por elucién con TO-S8, 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 realiz al repetirlo una vez mas.

b} Deteccion v prueba de pureza de Siglec-15-F¢ purificada de

raton

Al usar una muestra preparada por el procedimiento de
purificacién antes mencionado, se realizaron electroforesis de SDS-
poliacritamida bajo condiciones reductoras y tincidén con plata. Es decir, a 5 pl
de cada una de las muesfras purificada por los pasos de purificacion
respectivos, una cantidad equivalente de una solucién de tratamiento de SDS
se afadio, y la mezcla resultante se calenté a 95°C durante 10 minutos. 0.3 pl
de un a muestra obtenida al diluir cada una de las muestras térmicamente

tratadas a 1/300 6 1/900 con una concentracion media de la solucion de

2.5
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tratamiento de SDS se usd para electroforesis de SDS-poliacrilamida. La
electroforesis y tincién con plata se realizaron de la misma manera que la
prueba de pureza de Siglec-15-His de ratén descrita en c) del ejemplo 3. Los
resultados se muestran en la figura 3 junto con los resultados del examen de
condiciones de purificacién preliminar a escala pequeia (el pH de la solucidn
de cultivo aplicada fue 8.9 6 7.0). Se mostré que una proteina que tenia un
pesc molecular de aproximadamente 55 kDa (Siglec-15-Fc de ratén) fue
eficientemente purificada y concentrada en la fraccion de proteina que se

eluyo de la columna de HiTrap Protein A.

c) Medicién_de_concentracion de proteina_de Siglec-15-Fc

purificada de raton

Para la Siglec-15-Fc urificada de ratén (la fraccién de proteina
eluida de la columna de desalacion PD-10), la concentracion de proteina se
midid® 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 2, un total de 92 mg de proteina
Siglec-15-F¢ purificada de ratdn se obtuvo al realizar el procedimiento de

purificacién dos veces.

1
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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 monocilonal anti-

raton Siglec-15 de rata

a) Preparacion de antigeno

l.a proteina Siglec-15-His de raton producida en el ejemplo 3 se
prepard a 100 pg/0.5 ml, y una cantidad equivalente de un adyuvante se
anadid 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 sblo para la primera inmunizacién, y adyuvante
incompleto de Freund (FICA, fabricado por Difco Laboratories, Inc.) se usd

para la segunda inmunizacion y posteriormente.

b) Inmunizacion de rata

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

aguja de inyeccion de 27 G de tal manera que la cantidad del antigeno fue 50
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ug por rata. La inmunizacién se realizd un total de 4 veces cada 7 dias
después de la primera.inmunizacién. Una pequeia cantidad (200 ul) de Ia
sangre fue recolectada de la vena de la cola después de 7 dias desde la fecha
de la 4%, inmunizacion, y se prepard un antisuero. Para confirmar el titulo de
anticuerpo del antisuero, ELISA que usaba la proteina Siglec-15-His de raton
que se habia usado como el antigeno, la proteina Siglec-15-Fc de ratén
producida en el ejemplo 4, o albdmina 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 ratén se observé
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 suerb de cada una de las ratas inmunizadas se incremento, y
por lo tanto, la rata No. 2 que mostré el titulo de anticuerpo mas alto fue

sometida a un procedimiento de fusion celular.

¢) Fusién celular

Se realizé fusion celular de conformidad con un método comun
de fusion de células de bazo de raton (rata) con células de mieloma. La
sangre entera fue recolectada del corazén de la rata bajo anestesia con éter y
la rata fue sacrificada, y después el bazo fue extirpado. Las células del bazo
recolectadas y células P3X63Ag8.653 (ATCC CRL 1580) que son células de
mieloma de ratdn fueron sometidas a fusion celular usando polietilenglicol

(PEG). Las células resultantes se sembraron en una placa de 96 pozos, y un

|2
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medio que contenia hipoxantina (H), aminopterina (A) y timidina (T) (medio de
seleccion de HAT) se ahadido a las mismas, y después, las células se
cultivaron durante 7 a 10 dias. El sobrenadante de culitivo fue recolectado de
61 pozos en los cuales la supervivencia de hibridomas obtenidos por fusion
celular fue confirmada. Después, el titulo de anticuerpo fue evaluade 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 ratdon se determinaron
selectivamente. A partir de los resultados de la determinacion selectiva, 12
pozos que mostraron un titulo de anticuerpo alto se seleccionaron y los
hibridomas contenidos en los pozos fueron sometidos a un procedimiento de

clonacion.

d) Clonacion de hibridoma

Para el hibridoma asi seleccionados, se realizd un primer paso
de clonacién por un método de dilucidn limitante. Después de la dilucion
limitante, los hibridomas se cultivaron durante 2 semanas, y el titulo de
anticuerpo en el sobrenadante de cultivo fue confirmado por ELISA usando la
proteina Siglec-15-Fc de ratén producida en el ejemplo 4 o BSA, cada uno de
los cuales fue inmovilizado. Para 11 clones que se confirmé que eran clones
positives, se realizé un segundo paso de clonacién (de la misma manera que

el primer paso de clonacién), por lo que 10 clones de los hibridomas
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productores de anticuerpo monoclonal anti-Siglec-15 de raton (#1A1, #3A1,
#BAN, #24A1, #32A1, #34A1, #39A1, #40A1, #41B1, #61A1) se establecieron
al final. Incidentaimente, el hibridoma #32A1 se deposité 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, Japdn) 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 raton sin pelo

Los hibridomas establecidos en el ejemplo 5 se cultivaron
usando medio TIL Media I (fabricado por Immuno-biclogical Laboratories Co.,
Ltd.) que contenia 10% FCS. EI subcuitivo de las células se llevé a cabo al
realizar un procedimiento en el cual la solucion de cultivo se diluyd 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 raton si pelo al cual se habia
administrado pristano intraperitoneaimente (0.2 mi/ratén) previamente a 1 x

107 células por ratén. En la implantacién, se usaron tres ratones sin pelo para



114

cada uno de los 10 clones de hibridomas. Después de la implantacion, los
ascitos fueron recolectados cuando se observd suficiente acumulacion de
ascitos, que se combinaron con aquellos recolectados de los otros dos
ratones implantados con el mismo hibridoma, la cantidad de los ascitos asi
combinados se midio, 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
Hibridoma Cantidad de ascitos Hibridoma Cantidad de ascitos
recolectados (ml) recolectados (m!)

#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 55 #61A1 12.3

b) Purificacion de anticuerpo

La cantidad total de los ascitos recolectados se sometié a
purificacion de 1gG usando una columna de 20 ml Protein G (fabricado por GE
Healthcare, Co., Ltd.). La IgG purificada se prob¢ para pureza por analisis de
filtracion en gel (cromatografia en columna Superdex 200), y algunos de los
anticuerpos fueron sometidos a concentracion de membrana centrifuga. Es
decir, entre los anticuerpos monoclonales anti-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
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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 vy 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 prepard el anticuerpo anti-

raton Siglec-15 monoclonal.

EJEMPLO 7

Evaluacion de propiedad de unién de anticuerpo monoclonal anti-raton

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 ratdn fue evaluada por un método de
ELISA. La proteina Siglec-15-F¢ de raton 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
solucién resultante se afadié a una placa de 96 pozos (fabricada por Nalge
Nunc International, Inc., Cat. No. 430341) a 100 pl/pozo. Después de que la
placa se dejo a temperatura ambiente durante 1 hora, la solucién fue removida
y un regulador de pH de lavado (solucion salina regulada en su pH con fosfato
que contiene 0.05% Tween 20) se afiadid a 300 pi/fpozo y después se

removid. Después de este procedimiento de lavado se realizd una vez mas,
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solucion salina regulada en su pH con fosfato que contenia 25% BlockAce
(fabricado por Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) se afadid a 200
ul/pozo, y la placa se dejo a temperatura ambiente durante 1 hora, por lo que
se realizé 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-raton Siglec-15 de ratas preparado en el ejemplo 6 o IgG de
control de rata (fabricada por R&D Systems, Inc.) se diluydé 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 (solucidon salina regulada en su pH con fosfato
que contenia 12.5% de BlockAce y 0.05% de Tween 20), y la solucién de
anticuerpo diluida resultante se afadié a la placa a 100 pl/pozo. Después de
que la placa se dej6 a temperatura ambiente durante 1 hora, el liquido fue
removido, y la placa se lavd 3 veces con 300 pl/pozo del regulador de pH de
lavado. Subsecuentemente, un anticuerpo anti-rat IgG de cabra marcado con
HRP (peroxidasa de rabano picante) (fabricado por Beckman Coulter, Inc.)
diluido a 1,000 veces con un regulador de pH de ELISA se afadid a 100
ulfpozo, y la placa se dejoé a temperatura ambiente durante 1 hora. El liquido
fue removido y la placa se lavd 3 veces con 300 wi/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 midid6 una absorbancia a 492 nm usando un lector de microplaca
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(fabricado por Nihon Molecular Devices Corporation). Como resultado, se
confirmo 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 ratdn
de una manera dependiente de la concentracidén de anticuerpo (figura 4). Por
otra parte, en el caso de [a IgG de control de rata, no se observd la unién a la

proteina Siglec-15 de raton.

EJEMPLO 8

Preparacion de células no adherentes de médula 6sea de ratén

e .

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 inyectd usando una jeringa con una
aguja de inyeccion de calibre 25 para extraer células de médula ésea, que
fueron recolectadas en un fubo de centrifuga. La centrifugacion se realizé a
temperatura ambiente durante 5 minutos a 100 g, y el sobrenadante fue
removido. A la pastilla de células resultante, se anadié 1 m! 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 afiadid a la misma, y la suspension se centrifugd a
temperatura ambiente durante 5 minutos a 100 g, y el sobrenadante fue

removido. A la pastilla de células resultante, se anadié 10 ml de medic MEM-a
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(fabricado por Invitrogen, Inc.) que contenia 5 ng/ml de M-CSF (fabricado por
R&D Systems, Inc.) y 10% de suero de bovino fetal (FBS) para suspenderlo.
Después, la suspension resultante se hizo pasar a través de un colador de
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 8

Evaluacion de actividad biolégica de anticuerpo monoclonal anti-ratén

Siglec-15 de rata basado en prueba para formacion de osteoclastos de

ratén

Al usar todas las 10 muestras de prueba de los anticuerpos
monoclonales anti-ratdn Siglec-15 producidos en el ejemplo 6, un efecto sobre
diferenciacion de osteoclastos de células no adherentes de médula 6sea de
raton se examind. Las céluias no adherentes de médula 6sea de ratén
preparadas por el método del ejemplo 8 se preparé 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 preparacién de células resuitante se sembrd en cada

pozo de una placa de 96 pozos en una cantidad de 200 pl y las células se
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cultivaron durante 2 dias en una incubadora con CO,. La solucién de cultivo
viejo en la placa de 96 pozos fue removida, y 100 pl de medio MEM-a se
afadié a cada pozo, los 100 u de medic MEM-a que contenia 10% FBS al
cual se habian afadido RANKL humano (RANKL, fabricado por Peprotech,
Inc.) y M-CSF para dar concentraciones finales de 20 ng/ml y 10 ng/ml,
respectivamente. A la 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 comerciaimente disponible (IgG de rata purificado, fabricado por R&D
Systems, Inc.), o un anticuerpo policlonal anti-raton Siglec-15 (No. 3) de
conejo producido por separado se anadié 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 formacion 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 succion, y 50 ul
de 50 mM citrato de sodio regulador de pH (pH 6.1) que contenia 1% de Triton
X-100 se afiadi6 a cada pozo. Despues, la placa se agité durante 5 minutos
sobre un agitador de placa para lisar las células. A cada pozo, 50 ul de una

solucién de sustrato (50 mM citrato de sodio regulador de pH (pH 6.1) que
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contenia 5 mg/m! de p-nitrofenil fosfato y 0.46% de tartrato de sodio) se
anadid, y la placa se incubé a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Después de la incubacién, 50 pl de una solucidn de hidroxido de sodio 1 N se
anadid a cada pozo de la placa de 96 pozos para detener la reaccion
enzimatica. Después de detener la reaccién enzimatica, una absorbancia de
cada pozo a 405 nm se midio, y la medicion obtenida se usé como un indice
de actividad de TRAP. Los resultados se muestran en las figuras 5 y 6. Una
inhibicion significativa de actividad de TRAP no se observo en el caso de la
lgG de control de rata comercialmente disponible. Por otra parte, una
inhibicién significativa de actividad de TRAP se observé en el caso del
anticuerpo #32A1 anadido 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/m! a 1000 ng/ml. También
en el caso del anticuerpo #3A1, anticuerpo #34A1 y anticuerpo #39A1, una
inhibicidn de actividad de TRAP dependiente de la dosis se observd a una
concentracion relativamente alta de 500 ng/ml o superior. No se observo
inhibicion de formacion de osteoclastos de ratdon por lo otros anticuerpos. De
los resultados anteriores, los anticuerpos que inhiben fuertemente la
formacion de osteoclastos de ratén (diferenciacion y maduracion de
osteoclastos) se encontraron entre el anticuerpo monocional anti-raton Siglec-
15 de ratas preparado. Ademas, como una propiedad comtn al anticuerpo
#3A1, anticuerpo #8A1, anticuerpo #32A1, anticuerpo #34A1, y anticuerpo

#39A1, la actividad de inhibir la formacion de osteoclastos a una
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concentracion de 1000 ng/ml, es decir, 1 pg/m! o menor se puede ejemplificar.

EJEMPLO 10

Produccion de constructo de expresidon de proteina Siglec-15 humana

soluble

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

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

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

Como iniciadores para amplificar el ADNc extracelular del
dominio de Siglec-15 humano por PCR, un oligonucledtido que tenia una
secuencia de 5-ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctt caccATGGAA
AAGTCCATCT GGCTGC-3' (hSiglec-15-ECD-F: SEQ ID NO: 17 en el listado
de secuencias); y un oligonucledtido que tenia una secuencia de 5'-
ggggaccact ttgtacaaga aagcetgggtc 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 disenados, como iniciadores de amplificacién para
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producir un clon de entrada de Gateway, de tal manera que una secuencia de
attB1 se aflade a hSiglec-15-ECD-F y una secuencia de atiB2 se afiade a
hSigiec-15-ECD-R. La PCR se realizé usando esta combinacién de iniciadores
y un polinucledtido que contenia una secuencia de lectura abierta de [a Siglec-
15 humana como una plantilla de conformidad con un procedimiento comun.
La solucidon de reaccion de PCR resultante fue purificada usando Purelink

PCR Purificacion Kit {fabricado por Invitrogen, Inc.).

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

Un clon de entrada en el cual el ADNc extracelular del dominio
de 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 reaccion de BP
usando BP Clonase se realizé entre el producto de PCR que tenia una
secuencia de attB en ambos extremos producida en a) y pDNOR221
(fabricado por Invitrogen, Inc.) que es un vector donador que tenia una
secuencia de attP. Al usar esta solucién de reaccion, Escherichia coli TOP10
fue transformada, se realizdé PCR de colonia para clones resistentes a
farmacos, y el tamaiio de los insertos fue confirmado. Después, para un clon
que se confirmdé que tenia un inserto con el tamafio correcto, se realizé un
analisis de secuencia de la secuencia de ADN total del inserto. Como
resultado, se obtuvo un clon de entrada que es completamente idéntico a la

secuencia objetivo de nucledtidos (SEQ ID NO: 15 en el listado de
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secuencias) que codifica el dominio extracelular de la proteina Siglec-15

humana.

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

Un clon de expresion en el cual el ADNc extracelular del dominio
de Siglec-15 humano fue integrado por la tecnologia Gateway (Invitrogen,
Inc.) utilizando un sistema de 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 reaccion 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.
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 anaden al C terminal del inserto; y phlgFc disefiados 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 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
solubie) en el cual ocurrié recombinacion correcta tanto para pDONM como

para phlgFc, respectivamente. Al transfectar el Siglec-15/pDONM humano
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soluble en una célula animal o similar, ARNm que tenia una secuencia de
bases representada por SEQ ID NO: 19 en el listado de secuencias es
transcrita y traducida en una proteina {Siglec-15-His humana) que tiene una
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 20 en el listado de
secuencias. Ademas, al transfectar el Siglec-15/philgFc humano soluble en
una célula animal o similar, ARNm que tiene una secuencia de bases
representada por SEQ ID NO: 21 en el listado de secuencias es transcrita y
traducida en una proteina (Siglec-15-Fc humana) que tiene una secuencia de

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

EJEMPLO 11

Preparacion a gran escala de solucién de cultivo que contiene soluble

proteina Siglec-15 humana usando células 293-F

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

humana

La Siglec-15/pDONM humana soluble obtenida en el ejemplo 10
se prepard en una cantidad de aproximadamente 25 mg. Incidentalmente, en
la purificacién de plasmidos de Escherichia coli cultivada a gran escala, se usd
un kit Invitrogen Purelink HiPure Plasmid Gigaprep Kit (fabricado por
Invitrogen, Inc.). El plasmido asi preparado se mezclé con Opti-MEM
(fabricado por Invitrogen, Inc.), 50 ml de reactivo de transfeccién 293fectin

(fabricado por Invitrogen, Inc.) se afadié al mismo, y la mezcla resultante se
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incubo a temperatura ambiente durante 20 minutos. Esta mezcia se afadié a
células FreeStyle 293-F (fabricado por Invitrogen, Inc.) cultivadas en medio de
expresion FreeStyle 293 Expression Medium (fabricado por Invitrogen, Inc.)
que contenia 1% de penicilina-estreptomicina de tal manera que la densidad
de células alcanzé 1.0 a 3.4 x 10° células/ml usando un aparato de cultivo de
bioproceso 25 L (WAVE Bioreactor). Después de que las células habian sido
sometidas a cultivo con agitacion (30 rotaciones/min) a una concentracion de
CO2 de 6 a 12% durante 96 horas (4 dias) a 37°C, la solucidén de cultivo se
recolectd y se centrifugd para preparar un sobrenadante de cultivo. Se
observa que en el sobrenadante de cultivo asi preparado, una proteina en la
cual una etiqueta de epitope V5 y una His tag 6x se han afiadido al lado C-
terminal del dominio extracelular Sigiec-15 humano (Siglec-15-His humana) es

expresada.

b) Preparacion de solucion de cultivo que contenia Sigiec-15-Fc¢

humana

La Siglec-15/phlgFc humana soluble obtenida en el ejemplo 10
se prepard en una cantidad de aproximadamente 5 mg. Incidentalmente, en la
purificacion de plasmidos de Escherichia coli cultivada a gran escala, se uso
un kit Invitrogen Purelink HiPure Plasmid Gigaprep Kit (fabricado por
Invitrogen, Inc.). E! plasmido asi preparado se mezclé con Opti—MEM
(fabricado por Invitrogen, Inc.), seguido por esterilizacién en filtro. Después, 10

ml de un reactivo de transfeccién 293fectin (fabricado por Invitrogen, Inc.) se
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anadié al mismo, y la mezcla resultante se incubd a temperatura ambiente
durante 20 minutos. Esta mezcla se afiadid 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° céluias/ml x 5 L (1
L/matraz x 5 matraces) en medio de expresion FreeStyle 293 (fabricado por
Invitrogen, Inc.). Después de que las células habian sido sometidas a cultivo
con agitacion (125 rotaciones/min) a una concentracién de CO, de 8.0%
durante 96 horas (4 dias) a 37°C, la solucion de cultivo se recolectd y se
centrifugd para preparar un sobrenadante de cultivo. Se observa que en el
sobrenadante de cultivo asi preparado, una proteina en la cual una etiqueta
Fc humana se ha afadido al lado C-terminal del dominio extracelular Siglec-

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

EJEMPLO 12

Purificacion de proteina Siglec-15 humana soluble

a) Purificacion 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 ta mezcla resultante se agitd bien y se filiré a través de un filtro

MilliPak-60 (fabricado por Millipore Co., Ltd.). Esta solucién de cultivo se
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aplicé a una velocidad de flujo de 10 ml/min a una columna Ni-Sepharose HP
(fabricado por Amersham Biosciences, Inc.) de 100 ml que previamente habia
sido lavada con agua pura (Milli-Q water). Después de que la columna habia
sido lavada con 400 ml de regulador de pH Tris-HCI 50 mM (pH 8.0) que
contiene 300 mM NaCl a una velocidad de flujo de 8 mL/min, una proteina
adsorbida a la columna se eluyd 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 solucion NaCl 5 M se afadid a aproximadamente 40 ml de una
fraccion que contenia la proteina eluida, seguida por agitacion, y después la
mezcla resultante se concentré6 a aproximadamente 20 ml con un
concentrador de membrana centrifuga Amicon Ultra-15 (fabricado por Millipore
Co., Ltd.). El material insoluble generado durante la concentracion fue
removido por centrifugacion a 3000 rpm durante 30 minutos a 4°C, y 2.5 ml
del sobrenadante resultante se aplicé a una columna de desalacién PD-10
(fabricada por Amersham Biosciences, Inc.) que previamente habia sido
equilibrada con solucion salina regulada en su pH con fosfato que contenia 1
M NaCl (N-PBS), seguido por elucién con N-PBS, por lo que 3.5 m! de una
muestra cuyo solvente fue reemplazado por N-PBS se obtuvo. Este
procedimientc se realizd repitiéndolo 7 veces mas, y se obtuvo
aproximadamente 28 m! de una solucién de Siglec-15-His humana

parcialmente purificada.

S



128

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 dializo6 durante la noche a 4°C contra regulador de pH Tris-HC! 50 mM
(pH 7.5) que contenia 0.1% CHAPS (1 L, 3 veces) y el dializado resultante se
centrifugd a 3,000 rpm durante 30 minutos a 4°C, y el precipitado fue
removido. Después de que el sobrenadante resultante se habia filtrado a
través de un filtro Millex-GV (fabricado por Millipore Co., Ltd.), el filtrado se
aplicé a una velocidad de flujo de 1 ml/min a una columna Resource Q 6 mi
(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 fraccion de proteina que no fue adsorbida
a la columna fue recolectada. Una proteina adsorbida a la columna se eluyd
con regulador de pH Tris-HCI 50 mM (pH 7.5) que contiene 0.1% CHAPS y
NaCl 1 M a una velocidad de flujo de 1 ml/min. Después de que 26.5 ml de la
fraccién que no habia sido adsorbida a ia columna se concentré a 3.0 ml con
un concentrador de membrana centrifuga Amicon Uitra-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 mi del sobrenadante
resultante se aplicé a una columna de desalacion PD-10 (fabricada por
Amersham Biosciences, Inc.) que previamente habia sido equilibrada con

solucion salina regulada en su pH con fosfato que contiene clorhidrato de
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arginina 50 mM (pH 7.0, A-PBS), seguido por elucién cbn A-PBS, por lo que
3.5 ml de una muestra cuyo solvente fue reemplazado por A-PBS se obtuvo.
El clorhidrato de arginina en el solvente de la muestra preparada se afadio a
fin de prevenir Siglec-15-His humana soluble a partir de precipitaciéon. Ei
sobrenadante después de la centrifugacién 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 v prueba de pureza de Siglec-15-His humana

purificada

Al usar una muestra preparada por el procedimiento de
purificacion antes mencionado (cromatografia en columna Ni-Sepharose HP y
cromatografia en columna Resource Q), se realizd electroforesis de SDS-
poliacrilamida bajo condiciones reductoras y tincién con plata. Es decir, a 5
de cada una de las muestras purificada por los pasos de purificacion
respectivos, una cantidad equivalente de una solucion 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. El procedimiento de electroforesis
se realizé de la misma manera que en el ejemplo 3 excepto que Rainbow
Molecular Weight Markers (fabricado por Amersham Biosciences, Inc.) se
usaron como los marcadores de peso molecular. Después de completarse la

electroforesis, se realizo tincién con plata usando un kit PhastGel Silver Kit

%
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(fabricado por Amersham Biosciences, inc.) y PhastSystem. Los resultados se
muestran en la figura 7. Se mostré6 que una proteina que tenia un peso
molecular de aproximadamente 35 kDa (human Siglec-15-His) fue
eficientemente purificada y concentrada en la fraccién de proteina que no fue

adsorbida a la columna Resource Q.

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

humana purificada

Para la Siglec-15-His humana purificada (la fraccion de proteina
que no fue adsorbida a la columna Resource Q), la concentracion de proteina
se midid 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 purificacion dos veces, se obtuvo un

total de 1.66 mg de Siglec-15-His humana purificada.

b) Purificacidon de Siglec-15-Fc humana soiuble

b-i) Proteina en columna HiTrap Protein A

1.5 L de la solucién de cultivo de céluias 293F que expresan
Siglec-15-Fc humana preparada en b) del ejemplo 11 se filtré 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
ml (fabricado por Amersham Biosciences, Inc.) que previamente habia sido

equilibrada con PBS de Dulbecco (D-PBS, fabricado por Invitrogen, Inc.).
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Después de que la columna habia sido lavada con 70 ml de D-PBS a una
velocidad de flujo de & ml/min, una proteina adsorbida a la columna se eluyé
con 24 ml de 0.1 M citrato de sodio regulador de pH (pH 3.0) a una velocidad
de flujo de 1.2 ml/min. El material eluido se fracciond a 1.2 mi por fraccién en
tubos mini-sorp (fabricado por Nunc, Inc.), e inmediatamente después, 0.31 ml
de 1 M Tris se afadié al mismo para neutralizar el material eluido. Una
alicuota de 2.5 ml de una solucion (aproximadamente 7.5 ml) obtenida al
combinar las fracciones de proteina eluida (fracciones 5 a 9) se aplicd a una
columna de desalacion PD-10 (fabricada por Amersham Biosciences, Inc.)
que previamente habia sido equilibrada con solucion salina regulada en su pH
con fosfato que contenia clorhidrato de arginina 50 mM {pH 7.0, A-PBS),
seguido por elucion con A-PBS, por lo que se obtuvo 3.5 ml de una muestra
cuyo solvente fue reemplazado por A-PBS. Este procedimiento se realizd al
repetirlo dos veces. El clorhidrato de arginina en el sclvente se anadio 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 aplicd a
una columna de desalacién PD-10 (fabricada por Amersham Biosciences,
Inc.) que previamente habia sido equilibrada con solucién salina regulada en
su pH con fosfato que contenia 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
afnadid para evitar que Siglec-15-Fc humana soluble se precipitara sin anadir

un grupc amino que contenia compuestos tales como arginina. Las muestras
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preparadas por el procedimiento antes mencionado fueron crioconservadas a

—80°C hasta usarse.

b-ii) Deteccion y prueba de pureza de Siglec-15-Fc humana

purificada

Al usar las muestras preparadas por el procedimiento de
purificacibn 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 solucion de tratamiento de SDS
se afadid, y la mezcla resultante se calentd a 95°C durante 10 minutos. 0.3 ul
de una muestra obtenida al diluir cada una e las muestras térmicamente
tratadas a 1/100 6 1/300 con una mitad de la concentracion de la solucion de
tratamiento con SDS se usO para electroforesis de SDS-poliacrilamida. La
electroforesis y tincion con plata se realizaron de la misma manera que la

prueba de pureza de Siglec-15-His human descrita en a-iii). Los resultados se

muestran en la figura 8. Se mostrd que una proteina que tenia un peso

molecular de aproximadamente 55 kDa (Siglec-15-Fc humana) fue
eficientemente purificada y concentrada en la fraccién de proteina que se

eluyo 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 midié con un kit de prueba de proteina DC (fabricado por Bio-Rad
Laboratories, Inc.) usando albumina de suero de bovino como una muestra
estandar. Como se muestra en el cuadro 4, un total de 25.2 mg de Siglec-15-
Fc purificada humana se obtuvo al realizar el procedimiento de purificacion

dos veces.

CUADRO 4

Concentracién de | Volumen de la | Total de proteina
proteina (mg/ml) muestra. (ml) | (mg)

Solvente que

contiene Arg 2.3 7.0 16.1

Solvente que

contiene NaCl 2.6 3.5 9.1

Total 25.2
EJEMPLO 13

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

de rata gue se une a proteina Siglec-15 humana

La propiedad del anticuerpo monocional anti-raton Siglec-15 de

rata que se. une a proteina Siglec-15 humana se evalué por un método de
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ELISA. La proteina Siglec-15-F¢ humana (sometida a reemplazo con A-PBS)
producida en b) del ejemplo 12 se diluyd a 5§ pg/mi con un regulador de pH de
carbonato de sodio 0.1 M (pH 9.5}, y la solucién resultante se afiadio a una
placa de 96 pozos (fabricado por Nalge Nunc International, Inc., Cat. No.
430341) a 100 ul/pozo. Después de que la placa se habia dejado a
temperatura ambiente durante 1 hora, la solucién fue removida y un regulador
de pH de lavado (solucion salina regulada en su pH con fosfato que contenia
0.05% de Tween 20) se afadié a 300 ul/pozo y después se removiod. 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 afiadié a 200
ul/pozo, y la placa se dejé a temperatura ambiente durante 1 hora, por lo que
se realizd el bloqueo. El liquido fue removido, y la placa se lavd dos veces con
300 plipozo del regulador de pH de lavado. Después, cada uno del anticuerpo
monoclonal anti-raton 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 dilucidén de 5 veces) con
un regulador de pH de ELISA (solucidn 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 afadio 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 pul/pozo del regulador de pH de lavado.
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Subsecuentemente, un anticuerpo de IgG anti-rata de cabra carcado con HRP
(peroxidasa de rabano picante) (fabricado por Beckman Coulter, Inc.) diluido a
1,000 veces con un regulador de pH de ELISA se afadié a 100 ul/pozo, y la
placa se dej6é 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, 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 acompafnaba al kit. Después de revelar el color, una
absorbancia a 492 nm se midio usando un lector de microplaca (fabricado por
Nihon Molecular Devices Corporation). Como resultado, se confirmé que todas
las 10 muestras de prueba examinadas del anticuerpo monoclonal anti-raton
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 unidn a la proteina Siglec-15
humana. De los resultados anteriores, se mostré que el anticuerpo monoclonal
anti-raton Siglec-15 de ratas preparado en el ejemplo 6 se une no sélo a
Siglec-15 de ratén, sino también a Siglec-15 humana, y ademas, se encontrd

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

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

rata sobre la fusion celular y actividad de resorcién de hueso de células

precursoras de osteoclastos humanos normales (evaluacion de actividad

biolégica in vitro)

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

actividad de resorcion de hueso se examinaron.

a) Efecto de la adicion de anticuerpo monoclonal anti-ratén

Siglec-15 de rata sobre la fusidn celular de los osteoclastos a partir de células

precursoras de osteoclastos humanos normales (tincion TRAP)

Células precurscras de osteoclastos humanos normales (Normal
Human Natural Osteoclast Precursor Cells, compradas de Sanko Junyaku
Co., Lid., Cat. No. 2T-110) se sembraron en una placa de 96 pozos a 1 x 10*
células/pozo de conformidad con el protocolo que acompafna las células.
Como el medio, se usé un medio esencial minimo para células precursoras de
osteoclastos (OPBM, compradas de Sanko Junyaku Co., Lid., Cat. No. PT-
8201) complementadas con un conjunto de complemento de OPGM
(comprado de Sanko Junyaku Co., Ltd., Cat. No. PT-9501) que contenia suero

de bovino fetal (concentracion final: 10%), RANKL humana (concentracion
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final: 66 ng/ml), M-CSF humana (concentracidn final: 33 ng/ml), y similares. Al
sobrenadante de cultivo resultante, cada uno del anticuerpo monoclonal anti-
ratdn 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 concentracion final
de 30 ug/ml, y las células se cultivaron durante 4 dias en una incubadora de
COy. Despueés del cultivo, el sobrenadante fue removido, y 10% de formalina
neutra se anadio para fijar las células. Después de fijar las células, las células
se lavaron dos veces con agua destilada, una solucién de tincion de TRAP
(0.27 mM naftol AS-MX fosfato {fabricado por Sigma Co., Ltd.), 1.6 mM sal de
violeta rojo resistente (fabricado por Sigma Co., Ltd.), 1% de
dimetiformamida, 50 mM tartrato de sodio, 0.1 M regulador de pH de acetato
de sodio (pH 5.0)) se afiadié a 100 ul/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 fusidn celular fue casi
completamente inhibido mediante la adicion del anticuerpo #32A1. Ademas,
en el caso del anticuerpo #41A1, la formacion de osteoclastos gigantes que
resultan de un alto grado de fusion celular también fue significativamente
inhibida. Por otra parte, en el caso de los otros anticuerpos monoclonal anti-
raton Siglec-15 de ratas (el anticuerpo #1A1 y otros) y la IgG de control de
rata, no se observd la inhibicion significativa de osteoclasto de fusiéon celular.

De esta manera, se reveld que la multinucleacién y fusion celular de
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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 adicién de anticuerpo monoclonal anti-ratéon

Siglec-15 de rata (#32A1) sobre la fusidn celular de osteoclastos a partir de

células precursoras de osteoclastos humanos normales (tincién TRAP)

Células precursoras de osteoclastos humanos normales (Normal
Human Natural Osteoclast Precursor Cells, compradas de Sanko Junyaku
Co., Ltd., Cat. No. 2T-110) se sembraron en una placa de 96 pozos a 1 x 10*
células/pozo de conformidad con el protocolo que acompaiia 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 (concentracion
final: 68.4 ng/ml), M-CSF humana (concentracion final: 33 ng/ml), y similares.
Al sobrenadante de cultivo resultante, el anticuerpo monoclonal anti-ratén
Siglec-15 de rata (anticuerpo #32A1) preparado en el ejemplo 6 se afadio
para dar una concentracion final de 0.1, 0.3, 1 6 3 ug/ml, y las células se
cultivaron durante 3 dias en una incubadora de CO,. Después del cultivo, el
sobrenadante fue removido, y 10% de formalina neutra se afiadié para fijar las

células. Después de fijar las células, las células se lavaron dos veces con
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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
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 afiadié a 100
ul/pozo, y una 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 11). Como
resultado, la formacidon de osteoclastos multinucleados TRAP-positivos fue
inhibida de una manera dependiente de la concentracién de anticuerpo #32A1

dentro del intervalo de 0.3 pg/ml a 3 ug/mil.

c) Efecto de la adicibn de anticuerpo monoclonal anti-raton

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

precursoras de osteoclastos humanos normales (Evaluacién usando_placa

revestida con colageno)

Se sabe que los osteoclastos liberan una proteasa tal como
catepsina K y degradan colageno de tipo | que es un componente
constitucional de tejido dseo. El OsteolLyse Assay Kit (fabricado por Lonza,
Inc., Cat. No. PA-1500) provee una placa de 96 pozos revestida con colageno
humaneo conjugado con europio (placa de cultivo de células de 96 pozos
OsteolLyse), y es posible evaluar la actividad de resorcién de hueso de
osteoclastos in vitro al medir la cantidad de fragmentos de colageno

fluorescente liberados en el sobrenadante cuando los osteoclastos son
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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 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 (concentracion
final: 68.4 ng/ml), M-CSF humana (concentracion final: 33 ng/mi), y similares.
Al sobrenadante de cultivo resultante, el anticuerpo monoclonal anti-ratén
Siglec-15 de rata (anticuerpo #32A1) preparado en el ejemplo 6 se afadio
para dar una concentracién final de 0.1, 0.3, 1 6 3 pg/ml, y las células se
cultivaron durante 3 dias en una incubadora de CO,. Una alicuota de 10 ul del
sobrenadante de cultivo fue recolectada, y 200 ul de reactivo de liberacion de
fluoréforo incluido en el Osteolyse Assay Kit se afadid al mismo, y una
intensidad de fluorescencia se midié (Excitacion: 340 nm, Emisién: 615 nm)
usando un lector de placa de flucrescencia (ARVO MX, fabricado por Perkin
Elmer inc.), por lo que la cantidad de fragmentos de colageno fluorescente

libres liberados en el sobrenadante de cultive se determiné (figura 12). Como

resuitado, la cantidad de fragmentos de colageno fluorescente incrementada

mediante la adicién de RANKL fue reducida por el anticuerpo #32A1 de una
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manera dependiente de la concentracion dentro del intervalo de 0.3 pg/mla 3
pug/ml. A partir de este resultado, se reveld que la actividad de resorcion de

huesc de osteoclastos humanos es inhibida por el anticuerpo monocional

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

EJEMPLO 15

Evaluacién de actividad biolégica de anticuerpo monoclonal anti-ratén

Siglec-15 de rata usando ratas ovariectomizadas

a) Protocolo de experimento con animales

Los ovarios en ambos lados fueron removidos de ratas F344
hembras (obtenidas de Charles River Laboratories Japan, Inc.) de 12
semanas de edad, y las ratas se dividieron en tres grupos: un grupo de
administracién de vehiculo; un grupo de administracion de anticuerpo
monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata #8A1; y un grupo de administracion de
anticuerpo monoglonal anti-raton Siglec-15 de rata #32A1. Ademas, un grupo
se preparé como un grupo de operacidn simuiador. En los grupos de
administracién 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 ejempio 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

S0
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administré intraperitonealmente como el vehicuio. A 4 semanas después del
inicio de la administracién, la orina fue recolectada durante 24 horas bajo
condiciones de ayunas, y las muestras de orina se almacenaron a -80°C hasta
medicion. Después de completarse la recoleccion de orina, las ratas fueron

sacrificadas, y la espina lumbar se extirpd de cada rata

b} Medicibn de densidad de minerales de hueso de espina

lumbar

Los tejidos blandos adheridos a la espina lumbar extirpada se
removieron, y la 42, a 6°. vertebras lumbares fueron extraidas. Las vertebras
lumbares extraidas fueron desgrasadas y deshidratadas al ser agitadas en
etanol y después secadas con aire, vy la densidad de minerales de hueso se
midié 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 administracién de
anticuerpo #8A1 y #32A1, una disminucion en densidad de minerales de

hueso debida a ovariectomia fue significativamente inhibida.

¢) Medicidon excrecion de desoxipiridinolina

Una variedad de metabolitos entrelazados de colageno de tipo |

refleja agudamente el recambio metabdlico de hueso, particularmente
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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 resorcion de hueso.

La muestra de orina crioconservada fue descongelada, y el
material insoluble se precipité por una operaciéon centrifuga, por lo que se
obtuvo un sobrenadante. La cantidad de desoxipiridinolina contenida en este
sobrenadante se midié usando Osteolinks “DPD” (fabricado por DS Pharma
Biomedical Co., Ltd.). Ademas, usando Creatinine Test Wako (fabricado por
Wako Pure Chemical Industries, Ltd.), el contenido de creatinina en el
sobrenadante también se midi6, y se calculd la cantidad de desoxipiridinolina
corregida para creatinina. Los resultados se muestran en la figura 13(B). La‘
excrecion de desoxipiridinolina urinaria fue significativamente increentada en
el grupo ovariectomizado en comparacioén con el grupo simulador, y por lo
tanto, se indicd que en las ratas ovariectomizadas, la resorcion osteoclastica
de hueso es incrementada. Por otra parte, en los grupos de administracion de
anticuerpo #8A1 y #32A1, un ingremento en excrecion de desoxipiridinolina
debido a ovariectomia fue inhibido de tal manera que el nivel de excrecién de
desoxipiridinolina fue comparable con el del grupo de operacién de
simulacion. A partir de este resultado, también se confirmé en los modelos
animales que los anticuerpos monoclonales estudiados que se unen
especificamente a Siglec-15 inhiben la resorciéon osteoclastica de hueso, y se
indico fuertemente que debido al efecto inhibidor sobre la resorcion de hueso,

una disminucién en densidad de minerales en hueso de la espina lumbar en
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las ratas ovariectomizadas fue inhibida.

EJEMPLO 16

Determinacidn del sitio de unién (epitope) de anticuerpo monoclonal

anti-ratén Siglec-15 de rata

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

Un ADN que codifica una proteina en la cual una His tag y una
secuencia de reconocimiento de trombina se fijaron al lado N-terminal de un
dominic Siglec-15 V-set humano (un polipétido gue 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 aminoéacidos 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 85/50 GL {GE Healthcare, Co., Ltd.,

Cat. No. 17-5168-01) y una columna Superdex 75 10/300 (GE Healthcare,
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Co., Ltd., Cat. No. 17-5174-01) hasta que una banda sencilla con un peso

molecular de 14 kDa se obtuvo por electroforesis.

b) Purificacién de Siglec-15-F¢ humana soluble

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

descrito en el ejemplo 12.

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

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

En una placa maxi-sorp de 96 pozos (fabricada por Nunc, Inc.,
nimero de modelo: 442404), 100 ul de un anticuerpo FC anti-human de cabra
(Jackson ImmunoResearch, Inc., nimero de modelo: 109-005-098) (1.25
pug/ml) se anadié a cada pozo y fue inmovilizado dlurante la noche a 4°C.
Después de que la placa maxi-sorp de 96 pozos se lavo dos veces con PBS,
100 pl de la Siglec-15-F¢ humana soluble (1 ug/ml) se afnadié a cada pozo e
inmovilizada a temperatura ambiente durante 1 hora. Por lo tanto, 300 pl de
una solucién al 5% de leche descremada/PBS se afiadié a cada pozo, y €l
bloqueo de los pozos se realizé6 a temperatura ambiente durante 3 horas.
Mientras tanto, 2 png/ml del anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata
#32A1 se mezclo con una cantidad equivalente de 0, 0.032, 0.16, 0.8, 4 6 20
pg/ml del dominio Siglec-15 V-set humano, y una reaccion se dejo proceder a

temperatura ambiente durante 1.5 horas. Después de que la placa maxi-sorp
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de 96 pozos habia sido lavada dos veces con PBS, 100 pl de la solucidn mixta
de anticuerpo monoclonal anti-ratéon Siglec-15 de rata #32A1 y el dominio
Siglec-15 V-set humano se afiadio al mismo, y una reaccion se dejé proceder
a temperatura ambiente durante 1 hora. Después de que la placa maxi-sorp
de 96 pozos se habia lavado 5 veces con una solucidén de 0.05% de Tween 20
(Bio-Rad Laboratories, Inc., Cat. No. 170-6531)/PBS {de aqui en adelante
referida como “soluciéon 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 anadié a las mismas, y una reaccioén se dejdé proceder a
temperatura ambiente durante 1 hora. Después de que la placa habia sido
lavada 5 veces con la solucion, de PBST 100 ul de un liquido de revelado de
color de ELISA POD Substrate ABTS Kit (Nacalai Tesque Co., Ltd., Cat. No.
14351-80) se afadid a la misma, y una reaccion se dejo proceder durante 30
minutos. Después, 100 ul de una solucidn de detencion de reaccidon se anadio
a la misma, y una absorbancia a 405 nm se midié. Los resultados de ELISA
competitiva mostré que la union del anticuerpo monoclonal anti-ratéon Siglec-
15 de rata #32A1 a la Siglec-15 humana inmovilizada es inhibida en un
dominio V-set humano de una manera dependiente de la concentracién. Por
consiguiente, se mostré que el epitope para el anticuerpc monaclonal anti-
raton 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 nUmero de acceso
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de NP_998767 o una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID

NO: 2 en el listado de secuencias) (figura 14).

EJEMPLO 17

Amplificacion de ADNc que codifica la region variable de anticuerpo

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

bases de la misma

a) Preparacion de ARNm

El hibridoma #32A1 fue cuitivada 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

Heailthcare, Co., Ltd.).

b) Sintesis de ADNc (5'-RACE-Ready cDNA})

La sintesis de ADNc (5-RACE-Ready cDNA) se realizé usando
0.3 ug de! ARNm preparado en a) con PrimeScript Reverse Transcriptase

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

Ltd.).

¢} Ampilificacién de ADNc de regién variable de cadena pesada

de gen #32A1 por 5'-RACE PCR

Como iniciadores para amplificar el ADN¢ de la region variable

o4
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del gen de cadena pesada #32A1 por PCR, se usaron UPM (Universal Primer
A Mix, unido al SMART RACE c¢DNA 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 us6 uno unido al
SMART RACE c¢DNA Amplification Kit (Clontech Co., Ltd.), y el RG2AR2 se
disefio a partir de la secuencia de la region constante de cadena pesada de
rata (IgG2a) en la base de datos y sintetizados de conformidad con un
procedimiento comun.

El ADNc de la region variable del gen de cadena pesada #32A1
fue amplificado por 5'-RACE PCR usando esta combinacion de iniciadores vy 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 repitid 5 veces, entonces un ciclo de
temperatura de “94°C durante 0.5 minutos, 70°C durante 0.5 minutes, 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 incubacién a 4°C.
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d) Amplificacion de ADNc de reqién variable de gen de cadena

ligera #32A1 por 5’-RACE PCR

Como iniciadores para amplificar el ADNc¢ de la region variable
de gen de cadena ligera #32A1 por PCR, se usaron UPM (Universal Primer A
Mix, unido al SMART RACE cDNA Amplification Kit) y un oligonucleotido 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 disefio a
partir de la secuencia de 1a regién constante de cadena ligera de rata (cadena
x) en la base de datos y sinfetizada 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 combinacion de iniciadores y el
ADNc sintetizado en b) (5’-RACE-Ready cDNA) como una pléntilla. 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 repitid6 5 veces, después, un ciclo de
temperatura de “94°C durante 0.5 minutos, 70°C durante 0.5 minutos, y 72°C
durante 3 minutos” se repitid 5 veces, y posteriormente, un ciclo de
temperatura de “94°C durante 0.5 minutos, 68°C durante 0.5 minutos, y 72°C

durante 3 minutos” se repitid 20 veces, seguido para incubacion a 4°C.
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e) Determinacidn de secuencias de ADNcs de base de cadena

regiones variables pesada y ligera

E! 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 analisis de secuencia de la secuencia de ADN. Como un
iniciador de secuenciacién, un ologinucledtido que tiene una secuencia de 5'-
CTCCAGAGTTCCAGGTCACGGTGACTGGC-3' (RG2AR3: SEQ ID NO: 25
en el listado de secuencias) se diseiid a partir de la secuencia de la regién
constante de cadena pesada de rata (IgG2a) en la base de datos y se
sintetizd de conformidad con un procedimiento coman.

El ADNc de la regién variable de cadena ligera ampiificada en d)
fue purificada usando el MinElute PCR Purification Kit (QIAGEN Inc.), y
después el analisis de secuencia de la ADN secuencia se realizd. Como un
iniciador de secuenciacion, un oligonucleédtido que tiene una secuencia de 5'-
TCCAGTTGCTAACTGTTCCG-3' (sgRK: SEQ ID NO: 26 en el listado de
secuencias) se disefid a partir de la secuencia de la regién constante de
cadena ligera de rata (cadena x) en la base de datos y se sintetizd de
conformidad con un procedimiento comdn.

El ADNc que contiene la region 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 secugncias. La

secuencia de aminoacidos representada por los aminoacidos nimeros 1 a 19
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de SEQ ID NO: 28 corresponde a una sefal secretora, la secuencia de
aminoacidos representada por los aminoacides numeros 20 a 140 de la
misma corresponde a una regién variable de cadena pesada, y la secuencia
de aminoacidos representada por los aminoacidos numeros 141 a 167 de la
misma corresponde a una regién constante de cadena pesada (parcial). La
region variable de cadena pesada antes mencionada contiene CDRH1
(DYFMN) que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEQ
ID NO: 44, CDRH2 (QIRNKIYTYATFYAESLEG) que comprende la secuencia
de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 45, y CDRH3 (SLTGGDYFDY)
que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEQ 1D NO:
46. Ademas, el ADNc que contiene la regidn 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 niumeros 1 a 20 de SEQ ID NO: 30
corresponde a wuna senal 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
representada por los aminoacidos numeros 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 aminoacidos

representada por SEQ ID NO: 47, CDRL2 (RASNLAS) que comprende la
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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-raton Siglec-15 de rata #32A1

a} Produccion de vectores de expresién universales pEF1/FCCU-

1y pEF6KCL

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

humana pEF6KCL

Al realizar PCR usando un plasmide pEF6/V5-HisB (Invitrogen)
como una plantilla y también usando los siguientes iniciadores, se obtuvo un
fragmento de ADN desde el extremo 3’ inmediatamente de BGHpA (2174) a
Smal (2958) (un fragmento de ADN que contiene origen de 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 1D NO:

33, de aqui en adelante referido como “fragmento B") que contiene una
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secuencia de ADN que codifica una sefal secretora de cadena k¥ humana, una
region constante de cadena x humana, y una sefal adicional poli-A humana
fueron ligadas por PCR de traslape. El fragmentc 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 restriccion Kpnl y
Smal, que se ligb 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 tenfa una secuencia de sefial, un sitio
de clonacién, una regién constante de cadena k humana, y una secuencia de
sefial adicional poli-A humana hacia el extremo 3' del promotor EF1 se

construyd.

a)-ii) Construccion de pEF1/KCL

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

por lo que se construyd un plasmido pEF1/KCL.

al)-iii} Construccion de vector de expresion de cadena pesada

humana pEF1/FCCU-1

Un fragmento de ADN (SEQ ID NO: 34 en el listado de
secuencias) que contiene una secuencia de ADN que codifica una secuencia

de sefal de IgG1 humana y una regién constante secuencia de aminoacidos

b
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fue digerida con las enzimas de restriccién 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 sefial, un sitio de clonacidn, una region constante de cadena pesada
humana, y una secuencia de sefal adicional poli-A humana hacia el extremo

3’ del promotor EF1 se construyd.

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

expresion de anticuerpo guimeérico humano

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

Incidentalmente, para integrar un producto de PCR en
pEF1/FCCU-1, estos iniciadores fueron disefiados de tal manera que una
secuencia de reconocimiento para la enzima de restriccion Blpl se anadio. El
PCR se realizé de conformidad con un procedimiento comin usando esta
combinacién de iniciadores y el ADNc de la region variable de cadena pesada

purificado en e) del ejemplo 17 como una plantilla. El producto de PCR

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

‘32A1H/pEF1/FCCU".

¢) Produccion de cadena ligera de constructo de expresion de

anticuerpo quimérico humano #32A1

Como iniciadores para amplificar el ADNc de la regién 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 oligonucleétido 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.

tncidentalmente, para integrar un producte de PCR a pEFGKCL,
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estos iniciadores fueron disefiados de tal manera gue una secuencia de
reconocimiento para la enzima de restriccion Ndel se anadié a 32A1LF, y una
secuencia de reconocimiento para la enzima de restriccion BsiWl se anadié a
32A1LR. La PCR se realiz6 de conformidad con un procedimiento comin
usando esta combinacion de iniciadores y el ADNc¢ de la region variable de
cadena ligera purificado en e) del ejemplo 17 como una plantilla. El producto
de PCR resultante fue purificado usando el MinElute PCR Purification Kit
(QIAGEN, Inc.), y después, un fragmento de ADN obtenido al digerir el
producto de PCR con las enzimas de restriccidon Ndel (TaKaRa Bio, Inc.) y
Bsiwl (NEW ENGLAND BIOLABS, Inc.) se insertd en el pEF6KCL en el sitio
digerido con las enzimas de restriccidn Ndel (TaKaRa Bio, Inc.) y Bsiwl (NEW
ENGLAND BIOCLABS, Inc.), por lo que una cadena ligera de constructo de
expresion de anticuerpo quimérico humano #32A1 se construyd. La secuencia
del inserto fue confirmada por un analisis de secuencia. Como un iniciador
para secuenciacion, se uso 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/pEFB6KCL".

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

de SEQ ID NO: 41 corresponde a una sefal secretora, la secuencia de
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aminoacidos representada por los aminoacidos numeros 20 a 140 de la
misma corresponde a una region variable de cadena pesada, y ia secuencia
de aminoacidos representada por los aminoacidos numeros 141 a 470 de la
misma corresponde a una regién constante de cadena pesada. Ademas, el
gen de cadena ligera de anticuerpo quimérico humano #32A1 producido en c)
tiene la secuencia de nucledtidos 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 nimeros 1 a 20 de SEQ ID NO: 43
corresponde a una sefal secretora, la secuencia de aminoacidos
representada por los aminoacidos ndmeros 21 a 132 de la misma corresponde
a una region variable de cadena ligera, v la secuencia de aminoacidos
representada por los aminocacidos numeros 133 a 237 de la misma

corresponde a una regidon constante de cadena ligera.

EJEMPLO 19

Preparacion de anticuerpo quimérico humano de anticuerpo monoclonal

anti-ratén Siglec-15 de rata #32A1

a) Produccién de anticuerpo quimeérico humano

3 x 107 células de células 293 FreeStyie en fase de crecimiento
logaritmica se sembrd en 30 ml de medio de expresidén FreeStyle 293 fresco

(Invitrogen, Inc.) (se prepararon cuatro lotes, en el cual el cultivo de 30 mi se
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tomé como un iote) y se sometid 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 disolvic en 1 ml de medio Opti-Pro SFM
(fabricado por Invitrogen, Inc.), y la solucién resultante se dej6 a temperatura
ambiente durante 5 minutos. El vector de expresion de cadena pesada de
anticuerpo quimérico humano #32A1, 32A1TH/pEF1/FCCU y el vector de
expresion cadena ligera de anticuerpo quimérico humano #32A1,
32A1L/pEF6KCL producida en el ejemplo 18 se preparé usando el PureLink
HiPure Plasmid Kit (Invitrogen, Inc.). The 32A1H/pEF1/FCCU (15 ng) y el
32A1L/pEFBKCL (45 ng) 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 dejo a temperatura ambiente
durante 5 minutos adicionales. Subsecuentemente, 2 ml del liquido mixto de
polietilenimina/los vectores de expresién/Opti-Pro SFM se afadié a cada lote
de la suspension de células 293 FreeStyle, y el cultivo en agitacion se
continud. Después de que las células se cultivaron durante 7 dias a 37°C en

8% de CO,, el sobrenadante de cultivo fue recolectado de cada lote.

b) Purificacidén de anticuerpo quimérico humano

90 ml del sobrenadante de cultivo (para tres lotes) obtenido
anteriormente se filtr6 a través de un filtro (fabricado por NALGENE, Inc.,

#295-4545), y 0.5 mi de MabSelect SuRe (fabricado por GE Healthcare Bio-
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science Co., Ltd., #17-5438-01) equilibrado con PBS se afiadio al filtrado, y la
mezcla resultante se agitd durante la noche a 80 rpm y 10°C. El dia siguiente,
el vehiculo fue recolectado y lavado con PBS, y posteriormente, el anticuerpo
se eluyd 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 ei 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

Evaluacién de propiedad de anticuerpo quimérico humano de anticuerpo

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

Siglec-15 de raton

La inhibicidn competitiva del anticuerpo #32A1 de rata contra el
anticuerpo gquimérico humano purificado preparado en el ejemplo 19 se
determind por el siguiente método. El Siglec-15-F¢ de ratdon purificado en el
ejemplo 4 fue diluido a 1 pg/ml con PBS, la solucién diluida se suministré a
100 ul/pozo en una inmunoplaca (fabricada por Nunc, Inc., #437111), y la
placa se dejo 'reposar durante la noche a 4°C, por lo que la proteina fue

adsorbida a la placa. El dia siguiente, cada pozo se lavé dos veces con una
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solucion PBS-T (PBS, 0.05% (v/v) Tween 20}, una solucién obtenida por
dilucién de leche descremada (fabricado por Morinaga Milk Industry Co., Ltd.)
a 5% con PBS se suministrd a 350 ul/pozo, y la placa se dejé reposar a
temperatura ambiente durante 2 horas. El liquido en cada pozo fue removido,
y cada pozo se lavd 3 veces con la 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 ug/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
ug/mil, 0.016 pg/ml, 0.05 ug/mi, 0.16 pug/ml, 0.5 ug/ml, 1.66 pg/ml o 5 pg/ml) se
suministré a 100 wl/pozo, y la placa se dejdé reposar a temperatura ambiente
durante 2 horas. Después de cada pozo se lavé 3 veces con la solucion de
PBS-T, IgG anti-humano de cabra AffiniPure conjugado como fosfatasa
alcalina (fabricado por Jackson ImmunoResearch, Inc., #109-055-097} diluido
a 2500 veces con una solucion de TBS-T (TBS, 0.05% (v/v) Tween 20) se
afiadido a 100 pl/pozo, y la placa se dejé reposar a temperatura ambiente
durante 1 hora. El liquido en cada pozo fue removido, y cada pozo se lavé 5
veces con la solucion de TBS-T. Por lo tanto, una solucién de sustrato
fluorescente (fabricado por Roche Co., Ltd., #11681982001) se anadié a 100
ul/pozo, y una reaccion de fluorescencia se dejé proceder. A 10 minutos
después de la adicion de la solucion de sustrato flucrescente, la intensidad de

fluorescencia se midié usando un lector de placa. Como resultado, se mosiré
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que el anticuerpo #32A1 inhibe la unidn del anticuerpo quimérico humano al
Siglec-15-Fc de ratdon de una manera dependiente de la concentracion.
Ademas, cuyo el anticuerpo #3éA1 y el anticuerpo quimérico humano se
mezclaron a la misma concentracion (1:1), aproximadamente 40% de
inhibicidon competitiva se exhibié. Por lo tanto, se considera que el anticuerpo
#32A1 y el anticuerpo quimérico humano tiene sustancialmente la misma
afinidad para el Siglec-15-Fc de ratén. Por otra parte, la IgG de control de rata

no mostré inhibicién competitiva (figura 15).

EJEMPLO 21

Evaluacion de actividad biolégica de anticuerpo quimérico humano de

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

prueba para la formacion de osteoclastos de ratén y prueba para

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 diferenciacién de osteoclastos de células no adherentes de
medula ¢sea de ratoén se examiné. Células de médula dsea no adherentes de
raton preparadas por el método del ejemplo 8 se preparé a 1.5 x 10°
células/ml en un medio a-MEM que contiene 10% FBS y 10 ng/ml de M-CSF

(fabricado por R&D Systems, Inc.), la preparacion de células resultante se
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sembré en cada pozo de una placa de 96 pozos en una cantidad de 200 pul y
las células se cultivaron durante 2 dias en una incubadora con CO,. La
solucién de cultivo vieja en la placa de 96 pozos fue removida, y 100 ul de
medio MEM-a se afiadié a cada pozo, los 100 pl de medio MEM-a que
contenia 10% de FBS al cual RANKL humano (RANKL, fabricado por
Peprotech, Inc.}) y M-CSF se habia afadido para dar concentraciones finales
de 20 ng/ml y 10 ng/mi, respectivamente. A la solucién de cultivo de células, el
anticuerpo monoclonal anti-ratéon 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 ejemplc 19 se afadié a una
concentracion de 3 a 100 ng/ml, y las células se cultivaron durante 3 dias
adicionales en una incubadora con CO,. Después de completarse el cultivo, la
actividad de fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP) de los osteoclastos
formados se midio por el método descrito en el ejemplo 9. Después de
detener la reaccién enzimatica, una absorbancia de cada pozo a 405 nm se
midio, y la medicion obtenida se usé como un indice de actividad de TRAP.
Los resultados se muestran en la figura 16. Una inhibicién de actividad de
TRAP dependiente de la dosis se observo a una concentracion de 50 ng/ml o
superior en el caso de el anticuerpo #32A1 y el anticuerpo quimérico humano
del anticuerpo monoclonal anti-raton Siglec-15 de rata #32A1. De este
resultado, se mostrd que el anticuerpo quimérico humano del anticuerpo
monoclonal anti-ratdn Siglec-15 de rata #32A1 tiene una actividad de inhibir la

formacion de osteoclastos (diferenciacién de osteoclastos y maduracion)
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sustancialmente comparable con la del anticuerpo #32A1 de rata.

b) Evaluacién usando células precursoras de osteoclastos

humanos normales (tincién de TRAFP)

Las celulas precursoras de osteoclastos humanas normales
(Normal Human Natural Osteoclast Precursor Cells, compradas de Sanko
Junyaku Co., Ltd., Cat. No. 2T-110) se sembraron en una placa de 96 pozos a
1 x 10* células/pozo de conformidad con el protocolo unido a las células.
Como el medio, se usdé un medio esencial minimo para células precursoras de
osteoclastos (OPBM, compradas de Sanko Junyaku Co., Ltd., Cat. No. PT-
8201) complementadas con un conjunto de complemento OPGM (comprado
de Sanko Junyaku Co., Lid., Cat. No. PT-9501) que contenia suero de bovino
fetal {concentracion final: 10%), RANKL humana ({concentracion finai: 66
ng/ml), M-CSF humana (concentracion final: 33 ng/ml), y similares. Al
sobrenadante de cultivo resultante, el anticuerpo quimérico humano del
anticuerpo monoclonal anti-raton Siglec-15 de rata #32A1 preparado en el
ejemplo 19 se afadioé a una concentracion final de 0.3, 1, 3, 0 10 pg/ml, y las
células se cultivaron durante 3 dias en una incubadora con CO,. Después del
cultivo, el sobrenadante fue removido, y 10% de formalina neutra se afadio
para fijar las células. Después de fijar las células, las células se lavaron dos
veces con agua destilada, una solucidon de tincidn de TRAP (0.27 mM fosfato
de naftol AS-MX o (fabricado por Sigma Co., Lid.), 1.6 mM de sal de LB rojo

violeta resistente (fabricado por Sigma Co., Ltd.), 1% de dimetiiformamida, 50
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mM de tartrato de sodio, 0.1 M de regulador de pH de acetato de sodio (pH
5.0)) se anadid at 100 pl/pozo, y a reaccién se dejo proceder a temperatura
ambiente durante 5l minutos. Después de la reaccién, las células se lavaron
dos veces con agua destilada, y despues se observaron por microscopia
(figura 17). Como resultado, la formacion de ostecclastos multinucleados
TRAP-positivos fue inhibida mediante la adicién del anticuerpo quimérico

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

EJEMPLO 22

Diseno de anticuerpo humanizado de anticuerpo monoclonal anti-ratén

Siglec-15 de rata #32A1 (1)

a) Diseno de version humanizada de #32A1

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

El modelado molecular de la region variable de #32A1 se realiz
por un método generalmente conocido como modeiado 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 inmunogiobulina humana
registrada en el Protein Data Bank (Banco de Datos de Proteinas) (Nuc. Acid
Res. 35, D301-D303 (2007)) se compararon con la region variable de #32A1
determinada anteriormente. Como resultado, 1LK3 se selecciond como

teniendo la homologia de secuencia mas alta con la region variable de la
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cadena ligera de #32A1 entre anticuerpos que tenian una delecién similar en
el marco de trabajo. Ademas, 1AD0O se seleccioné como teniendo la
homologia de secuencia mas alta con la region variable de la cadena pesada
de #32A1. La estructura tridimensional de la regién del marco de trabajo se
generd al obtener el “modelo de marco de trabajo” combinando las
coordenadas de 1LK3 y 1ADO correspondientes a las cadenas ligera y pesada
de #32A1. Las CDRs de #32A1 se clasificaron de conformidad con la
clasificacion de Thornton et al. (J. Mol. Biol., 263, 800-815, (1996)) como
sigue: CDRL1, CDRL2, CDRL3, CDRH1, y CDRH2 fueron asignadas a las
agrupaciones 15A, 7A, 9A, 10A y 12B, respectivamente. CDRH3 se clasificé
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 ia
regién variable de #32A1 en términos de energia, un célculo de energia se
realizd para excluir contacto interatomico desventajoso. El procedimiento
anterior se realizé usando el programa de prediccion de estructura de proteina
tridimensional comerciaimente disponible Prime y el programa de bisqueda

de coordenadas MacroModel (Schrodinger, LLC).

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

humanizado

Un anticuerpo humanizado #32A1 se construyd de conformidad

A
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con un método generalmente conocido como injerto de CDR (Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 86, 10029-10033 (1989)). Un anticuerpo aceptor se selecciond
en dos formas basadas en la homologia de aminoacido dentro de la regién 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 aminoéacidos de anticuerpo. Como
resultado, un anticuerpec M37G0O37'CL se selecciond como un aceptor basado
en una homologia de secuencia de 73% en la region de marco de trabajo. Los
residucs de aminoacidos en la region de marco de trabajo de M37G0O37'CL se
alinearon con los residuos de aminoacidos de #32A1, y las posiciones en
donde diferentes aminoacidos se usaron fueron identificados. Las posiciones
de estos residuos se analizaron usando el modelo tridimensional de #32A1
construido anteriormente. Después, los residuos donadores que han de ser
injertados en el aceptor se seleccionaron de conformidad con los criterios
provistos por Queen et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 10029-10033
(1989)).

La secuencia de la regién de marco de trabajo de #32A1 se
comparé 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 seleccioné como un aceptor basado en una
homologia de secuencia de 79% en la region de marco de trabajo. En cuanto

a la cadena H, CAF31288 se seleccioné como un aceptor basado en una
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homologia de secuencia de 78% en la region de marco de trabajo. Con
respecto a la cadena L, los residuos de aminoacidos en la region de marco de
irabajo 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
anteriormente. Después, los residucs 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 residucs donadores seleccionados al anticuerpo
aceptor, secuencias #32A1 humanizadas se construyeron como se describe

en los siguientes ejemplos.

b} Humanizacion de cadena pesada #32A1

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

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

listado de secuencias con leucina, valina, serina, glutamina, alanina, glicina,
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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 residucs
de aminoacidos 141 a 470 de la misma corresponde a la secuencia de sefial,
la region variable de cadena pesada, y la region constante de cadena pesada,
respectivamente. Una secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de
amincacidos de SEQ ID NO: 51 esta representada por SEQ 1D NO: 50 en el
listado de secuencias. La secuencia que comprende los nucledtidos 1 a 57 de
la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 50, la secuencia que comprende
los nucledtidos 58 a 420 de la misma, y la secuencia que comprende los
nucledtidos 421 a 1410 de la misma codifica la secuencia de sefial, la
secuencia de regién variable de cadena pesada, y la secuencia de region
constante de cadena pesada, respectivamente. La secuencia de nucleotidos
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
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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), 114 (isoleucina), 118 (ireonina), 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 aminoéacidos 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 sehal,
la regién variable de cadena pesada, y ia region constante de cadena pesada,
respectivamente. Una secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 53 esta representada por SEQ ID NO: 52 en el
listado de secuencias. La secuencia que comprende los nucledtidos 1 a 57 de
la secuencia de nucleédtidos de SEQ ID NO: 52, 1a 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 sefial, la
secuencia de region variable de cadena pesada, y la secuencia de region

constante de cadena pesada, respectivamente. La secuencia de nucledtidos
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de SEQ ID NO: 52 y la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 53 también

se muestran en la figura 28.

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

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

La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada tipo h#32A1-
T3H esta representada por SEQ ID NO: 55 en el listado de secuencias. La
secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 19 de la secuencia de
aminodacidos de SEQ ID NO: 55, la secuencia que comprende residuos de
aminoacidos 20 a 140 de la misma, y la secuencia que comprende residuos
de aminoacidos 141 a 470 de la misma corresponde a la secuencia de sefal,
la region variable de cadena pesada, y la region constante de cadena pesada,
respectivamente. La secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 55 esta representada por SEQ ID NO: 54 en el
listado de secuencias. La secuencia que comprende los nucledtidos 1 a 57 de
la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 54, 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 sefial, la
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secuencia de region variable de cadena pesada, y la secuencia de regién
constante de cadena pesada, respectivamente. La secuencia de nucleodtidos
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 disefada al reemplazar
los numeros de aminoacido 23 (isoleucina), 24 (leucina), 26 (treonina), 32
(lisina), 61 (acido glutdmico), 89 (valina), 95 (acido aspartico), 97 (acido
glutamico), 99 (serina), 104 (valina), 105 (serina), 114 (isoleucina), 134
(valina), 135 (metionina), y 140 (leucina) de la cadena pesada #32A1
representada por SEQ ID NO: 28 en el listado de secuencias con valina,
valina, serina, glutamina, glicina, fenilalanina, asparagina, lisina, treonina,
meticnina, asparagina, valina, treonina, leucina y serina, respectivamente, se
denomino “cadena pesada tipo h#32A1-T5H".

La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada tipo h#32A1-
T5H esta representada por SEQ ID NO: 57 en el listado de secuencias. La
secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 19 de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 57, la secuencia que comprende residuos de
aminoéacidos 20 a 140 de la misma, y la secuencia que comprende residuos
de aminoéacidos 141 a 470 de la misma corresponde a la secuencia de sefal,
la regién variable de cadena pesada, y la region constante de cadena pesada,

respectivamente. Una secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de
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aminoacidos de SEQ ID NO: 57 esta representada por SEQ 1D NO: 56 en el
listado de secuencias. La secuencia que comprende los nuclebtidos 1 a 57 de
la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 56, 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 codifica la secuencia de sefial, la
secuencia de region variable de cadena pesada, y la secuencia de regién
constante de cadena pesada, respectivamente. La secuencia de nucledtidos
de SEQ ID NO: 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 glutdmico), 99 (serina), 104 (valina),
114 (isoleucina}, 134 {valina), 135 (metionina), y 140 (leucina) de la cadena
pesada #32A1 representada por SEQ 1D NO: 28 en el listado de secuencias
con valina, valina, serina, glutamina, asparagina, lisina, treonina, metionina,
valina, treonina, leucina y serina, respectivamente, se denominé “cadena
pesada tipo h#32A1-T6H".

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

aminoacidos de SEQ ID NO: 59, la secuencia que comprende residuos de



173

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 regién constante de cadena pesada,
respectivamente. Una secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 59 esta representada por SEQ ID NO: 58 en el
listado de secuencias. La secuencia que comprende los nucledtidos 1 a 57 de
la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 58, 1a secuencia que comprende
los nucledtidos 58 a 420 de la misma, y la secuencia que comprende los
nucledtidos 421 a 1410 de la misma codifican una secuencia de sefal, la
secuencia de region variable de cadena pesada, y la secuencia de region
constante de cadena pesada, respectivamente. La secuencia de nucleotidos
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 disefada 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
glutdmico), 98 (serina), 100 (valina), 104 (valina), 105 (serina), 114
(isoleucina), 118 (treonina), 134 (valina), 135 (metionina), y 140 (leucina) de la
cadena pesada #32A1 representada por SEQ ID NO: 28 en el listado de
secuencias con leucina, valina, serina, glutamina, alanina, fenilalanina,

asparagina, alanina, lisina, asparagina, leucina, metionina, asparagina, valina,
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alanina, treonina, leucina y serina, respectivamente, se denomind “cadena
pesada tipo h#32A1-T7H".

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

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

38.

b-viii} Cadena pesada de tipo h#32A1-TSH:

Una cadena pesada #32A1 humanizada disenada al reemplazar
los numeros de aminoacido 23 (isoleucina), 24 (leucina), 26 (treonina), 32
(lisina), 43 (treonina), 61 (acido glutamico), 89 (valina), 95 (acido aspartico),
96 (serina), 97 (acido glutamico), 98 (serina), 100 (valina), 104 (valina), 114
(isoleucina), 118 (treonina), 134 (valina), 135 (metionina), y 140 (leucina) de la
cadena pesada #32A1 representada por SEQ ID NO: 28 en el listado de
secuencias con leucina, valina, serina, glutamina, alanina, glicina, fenilalanina,
asparagina, alanina, lisina, asparagina, leucina, metionina, valina, alanina,
treonina, leucina y serina respectivamente, se denominé “cadena pesada de
tipo h#32A1-T9H".

La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo -
h#32A1-T9H estd representada por SEQ ID NO: 74 en el listado de
secuencias. La secuencia que comprende residuos de aminodcidos 1 a 121

de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 74 y la secuencia que
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comprende residuos de aminoacidos 122 a 451 de la misma corresponden a
fa region variable de cadena pesada y la region constante de cadena pesada,
respectivamente. La secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 74 también se

muestra en la figura 38.

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

Una cadena pesada #32A1 humanizada disenada al reemplazar
los nameros de aminoacido 23 (isoleucina), 24 (leucina), 26 (treonina), 32
(lisina), 43 (treonina), 25 (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 denomind “cadena pesada de tipo h#32A1-T10H".

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

muestra en la figura 39.
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b)-x) Cadena pesada de tipo h#32A1-T11H:

Una cadena pesada #32A1 humanizada disefada al reemplazar
los numeros de aminoacido 23 (isoleucina), 24 (leucina), 26 (trecnina), 32
(lisina), 43 (trecnina), 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 denomind “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 aminocacidos 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 regién 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 glutdmico), 95 (acido aspartico), 96 (serina),
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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 e! listado de secuencias
con leucina, valina, serina, glutamina, alanina, glicina, asparagina, alanina,
lisina, asparagina, leucina, metionina, valina, alanina, treonina, leucina y
serina, respectivamente, se denominé “cadena pesada de tipo h#32A1-T12H".

La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo
h#32A1-T12H estd representada por SEQ ID NO: 77 en el listado de
secuencias. La secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 121
de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 77 y la secuencia que
comprende residuos de aminoacidos 122 a 451 de la misma corresponden a
la region variable de cadena pesada y la region constante de cadena pesada,
respectivamente. La secuencia de aminoéacidos 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 nimeros de aminoacido 24 (leucina), 29 (alanina), entre 29 y 30 (es decir
insercion de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 36 (glutamina),
41 (serina), 66 (giutamina), 68 (arginina), 81 (isoleucina), 99 (asparagina), 100
(prolina), 101 (valina), 104 (acido aspartico), 106 (isoleucina), 108 (ireonina),

110 (fenilalanina), 122 (alanina), 127 (feucina), 129 (leucina), 130 (arginina), y
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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
glutdmico, valina, valina, tirosina, glicina, valina, isoleucina, lisina, y treonina,
respectivamente, se denomind “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
secuencia de sefal, la region variable de cadena ligera, y la regiéon constante
de cadena ligera, respectivamente. Una secuencia de nucledtidos que codifica
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 61 esta representada por SEQ
ID NO: 60 en el listado de secuencias. La secuencia que comprende los
nucledtidos 1 a 60 de la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 60, la
secuencia que comprende los nucledtidos 61 a 399 de la misma, y la
secuencia que comprende los nucledtidos 400 a 714 de la misma codifica la
secuencia de sefal, la secuencia de regién variable de cadena ligera, y la
regién 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.
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c)-ii} Cadena ligera de tipo h#32A1-T2L:

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

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo
h#32A1-T2L estd representada por SEQ ID NO: 63 en el listado de
secuencias. La secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 20 de
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 63, la secuencia que comprende
residuos de aminoacidos 21 a 133 de la misma, y la secuencia que
comprende residuos de aminoacidos 134 a 238 de la misma corresponde a la
secuencia de seial, la region variable de cadena ligera, y la regidn 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 nucledtidos de SEQ ID NO: 62, Ia

secuencia que comprende los nucledtidos 61 a 399 de la misma, y la
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secuencia que comprende los nucledtidos 400 a 714 de la misma codifica la
secuencia de sefal, la secuencia de region variable de cadena ligera, y la
region constante de cadena ligera secuencia, respectivamente. La secuencia
de nucledtidos de SEQ ID NO: 62 y la secuencia de aminoacidos de SEQ D

NO: 63 también se muestran en la figura 33.

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

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

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo
h#32A1-T3L esta representada por SEQ ID NO: 65 en el listado de
secuencias. La secuencia que comprende residucs de aminoacidos 1 a 20 de
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 65, la secuencia que comprende
residuos de aminoacidos 21 a 133 de la misma, y la secuencia que
comprende residuos de aminoacidos 134 a 238 de la misma corresponde a la

secuencia de senal, la region variable de cadena ligera, y la region constante
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de cadena ligera, respectivamente. Una secuencia de nucledtidos que codifica
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 65 esta representada por SEQ
ID NO: 64 en el listado de secuencias. La secuencia que comprende los
nucledtidos 1 a 60 de la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 64, la
secuencia que comprende los nucledtidos 61 a 399 de la misma, vy la
secuencia que comprende los nucledtidos 400 a 714 de la misma codifica la
secuencia de seihal, la secuencia de region variable de cadena ligera, y la
region constante de cadena ligera secuencia, respectivamente. La secuencia
de nuclettidos de SEQ ID NO: 64 y la secuencia de amincacidos 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 representada por SEQ 1D 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
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residuos de aminodcidos 21 a 132 de la misma, y la secuencia que
comprende residuos de aminoacidos 133 a 237 de la misma corresponde a la
secuencia de senal, la region variable de cadena ligera, y la region constante
de cadena ligera, respectivamente. Una secuencia de nucleétidos que codifica
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 67 esta representada por SEQ
ID NO: 66 en el listado de secuencias. La secuencia que comprende los
nucledtidos 1 a 60 de la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 686, la
secuencia gque comprende los nucledtidos 61 a 396 de la misma, y la
secuencia que comprende ios nucledtidos 400 a 711 de la misma codifica la
secuencia de sefal, la secuencia de region variable de cadena ligera, y la
region constante de cadena ligera secuencia, respectivamente. La secuencia
“de nucledtidos de SEQ ID NO: 66 vy la secuencia de aminoacidos de SEQ ID

NO: 67 también se muestran en la figura 35.

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

Una cadena ligera #32A1 humanizada disenada 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
(4cido 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 giutamico, asparagina, prolina,
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lisina, serina, serina, leucina, acido glutamico, valina, tirosina, glicina,
glutamina, valina, isoleucina, lisina, y treonina, respectivamente, se denominé
“cadena ligera de tipo h#32A1-T5L".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo
h#32A1-T5L esta representada por SEQ ID NO: 69 en el listado de
secuencias. La secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 20 de
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 69, la secuencia que comprende
residuos de aminoacidos 21 a 133 de la misma, y la secuencia que
comprende residucs de aminoacidos 134 a 238 de la misma corresponde a la
secuencia de senal, 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: 69 esta representada por SEQ
ID NO: 68 en el listado de secuencias. La secuencia que comprende los
nucleédtidos 1 a 60 de la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 68, la
secuencia que comprende los nucledtidos 61 a 399 de la misma, y la
secuencia que comprende los nucledtidos 400 a 714 de la misma codifica la
secuencia de sefal, 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: 68 y la secuencia de aminoacidos de SEQ ID

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

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo
h#32A1-T6L esta representada por SEQ ID NO: 71 en el listado de
secuencias. La secuencia gue comprende residuos de aminoacidos 1 a 20 de
la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 71, la secuencia que comprende
residuos de aminoacidos 21 a 133 de la misma, y la secuencia que
comprende residuos de aminoacidos 134 a 238 de la misma corresponde a la
secuencia de sefal, la region variable de cadena ligera, y la regién constante
de cadena ligera, respectivamente. Una secuencia de nucledtidos que codifica
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 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 nucledtidos 61 a 399 de la misma, y la
secuencia que comprende los nucledtidos 400 a 714 de la misma codifica la
secuencia de sefal, la secuencia de regidn variable de cadena ligera, y la

region constante de cadena ligera secuencia, respectivamente. La secuencia
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de nucledtidos de SEQ ID NO: 70 y la secuencia de aminodcidos de SEQ ID

NC: 71 también se muestran en la figura 37.

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

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

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo
h#32A1-T7L esta representada por SEQ ID NO: 78 en el listado de
secuencias. La secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 113
de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 78 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 {D NO: 78 también se

muestra en la figura 40.

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

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar
los nimeros de amincacido 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 estd representada por SEQ ID NO: 79 en el listado de
secuencias. La secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 113
de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 79 y la secuencia que
comprende residuos de aminoacidos 114 a 218 de la misma corresponden a
la region variable de cadena ligera y la regién constante de cadena ligera,
respectivamente. La secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 79 también se

muestra en la figura 40.

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

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

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo
h#32A1-T9L esta representada por SEQ ID NO: 80 en el listado de
secuencias. La secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 113
de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 80 y la secuencia que
comprende residucs de aminoacidos 114 a 218 de la misma corresponden a
la region variable de cadena ligera y la region constante de cadena ligera,
respectivamente. La secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 80 también se

muestra en la figura 40.

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

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

insercion de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 36 (glutamina),
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41 (serina), 66 (glutamina), 68 (arginina), 81 (isoleucina), 99 (asparagina), 100
(prolina), 101 (valina), 104 (acido aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina},
110 (fenilalanina), 127 (leucina), 129 (leucina), 130 (arginina), y 132 (alanina)
de la cadena ligera #32A1 representada por SEQ ID NO: 30 en el listado de
secuencias con metionina, acido aspartico, serina, acido glutamico,
asparagina, prolina, lisina, valina, serina, serina, leucina, acido glutamico,
valina, valina, tirosina, valina, isoleucina, lisina, y treonina, respectivamente,
se denomind “cadena ligera de tipo h#32A1-T10L".

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

muestra en la figura 40.

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

Una cadena ligera #32A1 humanizada disenada al reemplazar
los ndmeros de aminoacido 24 (leucina), 29 (alanina), entre 29 y 30 (es decir
insercién de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 36 (glutamina),
66 (glutamina), 81 (isoleucina), 99 (asparagina), 100 (prolina), 101 (valina),

104 (acido aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina), 110 (fenilalanina), 122
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(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 estd representada por SEQ ID NO: 82 en el listado de
secuencias. La secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 113
de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 82 y la secuencia que
comprende residuos de aminoacidos 114 a 218 de la misma corresponden a
la region variable de cadena ligera y la regiéon constante de cadena ligera,
respectivamente. La secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 82 también se

muestra en la figura 40.

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

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar
fos numeros de aminoacido 24 (leucina), 29 (alanina), entre 29 y 30 (es decir
insercién de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 36 {glutamina),
66 (glutamina), 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
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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 amincacidos de la cadena ligera de tipo
h#32A1-T12l. esta representada por SEQ ID NO: 83 en el listado de
secuencias. La secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 113
de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 83 y la secuencia que
comprende residuos de aminoacidos 114 a 218 de la misma corresponden a
la regién variable de cadena ligera y la region constante de cadena ligera,
respectivamente. La secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 83 también se

muestra en la figura 41.

c)-xiit} Cadena ligera de tipo h#32A1-T13L:

Una cadena ligera #32A1 humanizada disehada al reemplazar
los numeros de aminoacido 24 (leucina), 29 (alanina), entre 29 y 30 (es decir
insercion de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 36 (glutamina),
66 (glutamina), 68 (arginina), 81 (isoleucina), 99 (asparagina), 100 (prolina),
101 (valina), 104 (acido aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina), 110
(fenilalanina), 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,
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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 estd 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 region variable de cadena ligera y la region constante de cadena ligera,
respectivamente. La secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 84 también se

muestra en [a figura 41,

¢)-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
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), 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, acidoe glutdmico, asparagina, prolina, valina,
serina, serina, leucina, acido glutamico, valina, valina, glicina, valina,
isoleucina, lisina, y treonina, respectivamente, se denominé “cadena ligera de

tipo h#32A1-T14L"
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La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo
h#32A1-T14L estd 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 regién constante de cadena ligera,
respectivamente. La secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 85 también se

muestra en la figura 41.

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

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar
los 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 aspértico), 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
denomind “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
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secuencias. La secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 113
de la secuencia de aminocacidos de SEQ ID NO: 86 y la secuencia que
comprende residuos de aminoacidos 114 a 218 de la misma corresponden a
la regién variable de cadena ligera y la region constante de cadena ligera,
respectivamente. La secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 86 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 nameros 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 aspértico), 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 denomino “cadena ligera de
tipo h#32A1-T16L".

La secuencia de amincacidos de la cadena ligera de tipo
h#32A1-T16L estd 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
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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: 87 también se

muestra en la figura 41.

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

Una cadena ligera #32A1 humanizada disenada al reemplazar
los niimeros de aminoacido 24 (leucina), 29 (alanina), entre 29 y 30 (es decir
insercion de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 36 (glutamina),
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, prolina, valina, serina,
serina, leucina, acido glutamico, valina, valina, glicina, valina, isoleucina,
lisina, y treonina, respectivamente, se denomind ‘cadena ligera de tipo
h#32A1-T17L".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo
h#32A1-T17L esta representada por SEQ ID NO: 88 en el listado de
secuencias. La secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 113
de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 88 y la secuencia que
comprende residuos de aminoacidos 114 a 218 de la misma corresponden a

la regién variable de cadena ligera y la region constante de cadena ligera,
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respectivamente. La secuencia de aminoacidos de SEQ 1D NO: 88 tambien se

muestra en la figura 42.

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

Una cadena ligera #32A1 humanizada diseiiada al reemplazar
los nimeros de aminoacido 24 (leucina), 29 (alanina), entre 29 y 30 {es decir
insercién de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 36 (glutamina),
66 (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,
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 aminoéacidos 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 ia region constante de cadena ligera,
respectivamente. La secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 83 también se

muestra en la figura 42.
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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 (iscleucina), 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 aminocacidos de la cadena ligera de tipo
h#32A1-T19L estd representada por SEQ ID NO: 90 en el listado de
secuencias. La secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 113
de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 90 y la secuencia que
comprende residuos de aminoacidos 114 a 218 de la misma corresponden a
la regién variable de cadena ligera y la region constante de cadena ligera,
respectivamente. La secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 90 también se

muestra en la figura 42.

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

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar
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los numeros de aminoacido 24 (leucina), 29 (alanina), entre 29 y 30 (es decir
insercidn de un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 36 (glutamina),
41 (serina), 66 (glutamina), 81 (isocleucina), 99 (asparagina), 100 (prolina), 101
(valina), 104 (acido aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina), 127 (leucina),
129 (leucina), 130 {arginina), y 132 (alanina) de la cadena ligera #32A1
representada por SEQ ID NO: 30 en el listado de secuencias con metionina,
acido aspartico, serina, acido glutamico, asparagina, prolina, valina, serina,
serina, leucina, acido glutamico, valina, valina, valina, isoleucina, lisina, y
treonina, respectivamente, se denomind “cadena ligera de tipo h#32A1-T20L".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo
h#32A1-T20L estéd 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 ia 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 disenada al reemplazar
los numeros 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

(alanina), 32 (valina), 34 (leucina), 36 (glutamina), 40 (isoleucina), 66
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(glutamina), 99 (asparagina), 100 (prolina), 101 (valina), 102 (glutamina), 103
(alanina), 104 (acido aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina), 110
(fenilalanina), 122 (alanina), 123 (glicina), 127 (leucina), 129 (leucina), 130
(arginina), y 132 (alanina) de la cadena ligera #32A1 representada por SEQ iD
NO: 30 en el listado de secuencias con acido glutamico, metionina, treonina,
serina, leucina, prolina, acido glutamico, leucina, alanina, serina, serina,
leucina, acido glutamico, prolina, acide glutamice, 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 aminodcidos de SEQ ID NO: 92 y la secuencia que
comprende residuos de aminoacidos 114 a 218 de la misma corresponden a
la region variable de cadena ligera y la regidon 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 ai reemplazar
los numeros 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

(alanina), 32 {valina), 34 (leucina), 36 ({(glutamina), 40 (isoleucina), 66
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(glutamina), 99 (asparagina}, 100 (prolina), 101 (valina), 102 (glutamina), 103
(alanina), 104 (acido aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina), 123 (glicina),
127 (leucina), 129 (leucina), 130 (arginina), y 132 (alanina) de la cadena ligera
#32A1 representada por SEQ ID NO: 30 en el listado de secuencias con acido
glutamico, metionina, treonina, serina, leucina, prolina, acido glutamico,
leucina, alanina, serina, serina, leucina, acido glutamico, prolina, acido
glutamico, fenilalanina, leucina, glutamina, valina, isoleucina, lisina, y treonina,
respectivamente, se denomind “cadena ligera de tipo h#32A1-T22L".

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

muestra en la figura 43.

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

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar
los ndmeros de aminoacido 24 (leucina), entre 29 y 30 (es decir insercion de
un residuo faltante del marco de trabajo de rata), 31 (alanina), 32 (valina), 34
(leucina), 36 (glutamina), 40 (isoleucina), 66 {glutamina), 99 (asparagina), 100

(profina), 101 (valina), 102 (glutamina), 103 (alanina), 104 (acido aspartico),
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106 (isoleucina), 108 (treconina), 127 (leucina), 129 (leucinz), 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 denomino “cadena ligera de tipo h#32A1-T231".

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

muestra en la figura 43.

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

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar
los numeros 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
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(alanina) de la cadena ligera #32A1 representada por SEQ ID NO: 30 en el
listado de secuencias con acido glutamico, treonina, serina, leucina, prolina,
acido glutamico, leucina, alanina, serina, serina, leucina, acido glutamico,
prolina, acido glutamico, fenilalanina, leucina, tirosina, glicina, glutamina,
valina, isoleucina, lisina, y treonina, respectivamente, se denominé “cadena
ligera de tipo h#32A1-T24L".

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

muestra en la figura 43.

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

Una cadena ligera #32A1 humanizada disefiada al reemplazar
los nimeros de aminoacido entre 29 y 30 (es decir insercion de un residuo
faltante del marco de trabajo de rata), 31 (alanina), 32 (valina), 34 (leucina), 36
(glutamina), 40 (isoleucina), 99 (asparagina), 100 (prolina), 101 (valina), 102
(glutamina), 103 (alanina), 104 (acido aspartico), 106 (isoleucina), 110
(fenilalanina), 127 (leucina), 129 (leucina), 130 (arginina}, y 132 (alanina) de la

cadena ligera #32A1 representada por SEQ ID NO: 30 en el listado de
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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 regiéon 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-raton Siglec-15 de rata #32A1

a) Construccion de vectores de expresion de cadena ligera de

tipo h#32A1-T1L, h#32A1-T2L, h#32A1-T3L, h#32A1-T4L, h#32A1-TSL vy

h#32A1-T6L
Cada ADN gue contiene un gen que codifica una region 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 sefal secretora representada por:

1%
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ios 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 1D NO: 65; los aminoacidos numeros 1
a 132 de SEQ ID NO: 67; los amincacidos numeros 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
ADNSs sintetizados con las enzimas de restriccién Nhel y BsiWl! se insertd en
un vector de expresion de cadena ligera de anticuerpo humanizado universal
(pPEF6KCL) en el sitio digerido con las enzimas de restriccion Nhel y Bsiwl,
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 expresidn asi obtenidos se nombraron
“pEF6KCL/h#32A1-T1L", “pEF6KCL/W#32A1-T2L", “pEF6KCL/h#32A1-T3L",
“pEF6KCL/h#32A1-T4L", “pEF6KCL/K#32A1-T5L", y “pEF6KCL/h#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 region variable de cadena pesada
de tipo h#32A1-T6H fusionada a una sefial secretora representada por los

aminoacidos numeros 1 a 140 de SEQ ID NO: 51, 53, 55, 57 0 59 en el listado



205

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

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

EJEMPLO 24

Preparacion de anticuerpo humanizado de anticuerpo monoclonal anti-

ratén Siglec-15 de rata #32A1

a) Produccién de anticuerpo humanizado

1.5 x 10® células de células 293 FreeStyle en fase de crecimiento
logaritmica se sembréd en 100 mi de medio de expresion FreeStyle 293 fresco
(Invitrogen, Inc.) y se sometié a cultivo en agitacién (125 rpm) a 37°C en una
incubadora con 8% de CO2. 1 mg de polietilenimina (fabricado por
Polyscience, Inc. #24765) se disolvid en 4 ml de medio Opti-Pro SFM

(fabricado por Invitrogen, Inc.), y la solucién resultante se dej6é a temperatura
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ambiente durante 5 minutos. Un plasmido de expresion de cadena pesada
(0.05 mg) y un plasmido de expresién de cadena ligera (0.15 mg) preparados
usando Purelink HiPure Plasmid Kit (Invitrogen, Inc.) fue suspendido en 4 ml
de medio Opti-Pro SFM (Invitrogen, Inc.). Después, 4 ml de los piasmidos de
expresion resultantes/liquido mixto de Opti-Pro SFM se afiadié a 4 ml de la
polietilenimina/liquido mixto de Opti-Pro SFM que se habia dejado a
temperatura ambiente durante 5 minutos, y la mezcla resultante se dejé a
temperatura ambiente durante 5 minutos adicionales. Subsecuentemente, 8
mi de ia polietilenimina/los plasmidos de expresion/liquido mixto de Opti-Pro
SFM se afiadidé a la suspension de células 293 FreeStyle, y el cultivo en
agitaciéon se continud. Después de que las células se cultivaron durante 7 dias

a 37°C en 8% de CO-, el sobrenadante de cuitivo se recolecté.

b) Purificacién de anticuerpo humanizado

El sobrenadante de cultivo obtenido en a) anterior se purificd por
cromatografia de afinidad de proteina A. 100 ml del sobrenadante de cultivo
se puso en un matraz con tapén de 500 ml, y 1 ml de una suspensién (50% de
suspension) de MabSelect SuRe (fabricado por GE Healthcare Bio-science
Co., Ltd.) equilibrado con PBS se afiadié 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/suspension de MabSelect SuRe se aplicé a
Zeba Spin Column vacia de 5 mL (PIERCE, Inc.). Después de que se vacid

toda la resina en la columna, la columna se lavo con 10 ml de NaCl 1 M.
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Subsecuentemente, 1 ml de solucion de arginina 1 M (pH 4.0) se aplico a la
columna, y una fraccion que contenia el anticuerpo fue recolectada. La
fraccion se afiadié 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 condensacién se realizaron. El volumen final
se hizo hasta 200 ul, que se usd como una muestra purificada.

Un anticuerpo humanizado de #32A1 obtenido por una
combinacién de pEF6KCL/h#32A1-T1L y PpEF1/FCCU/M#32A1-T1H se
denominé “h#32A1-T1”; un anticuerpo humanizado de #32A1 obtenido por
una combinacion de pEFSKCL/h#32A1-T2L y pEF1/FCCU/h#32A1-T2H se
denominé “h#32A1-T2"; un anticuerpo humanizadc de #32A1 obtenido por
una combinacién de pEFBKCL/h#32A1-T3L y pEF1/FCCUM#32A1-T3H se
denominé “h#32A1-T3"; un anticuerpo humanizado de #32A1 obtenido por
una combinacién de pEFGKCL/h#32A1-T4L y pEF1/FCCUM#32A1-T3H se
denomind “h#32A1-T4"; un anticuerpo humanizado de #32A1 obtenido por
una combinacién de pEFBKCL/h#32A1-T5L y pEF1/FCCU/M#32A1-T5H se
denomind “h#32A1-T5”; y un anticuerpo humanizado de #32A1 obtenido por
una combinacion de pEFEKCL/h#32A1-T6L y pEF1/FCCU/NM#32A1-T6H se

denomind "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 ratén

La propiedad de union 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-F¢ humana purificada en el ejemplo
12 se diluyd a 1 pg/ml con PBS, y la solucion diluida se suministré a 100
ul/pozo sobre una inmunoplaca (fabricada por Nunc, Inc., #437111), y la placa
se dejo reposar durante la noche a 4°C, por lo que cada proteina fue
adsorbida a la placa. Ei dia siguiente, cada pozo se lavé 5 veces con una
solucién de PBS-T (PBS, 0.05% (v/v} Tween 20), y una solucion obtenida al
diluir leche descremada (fabricada por Morinaga Milk Industry Co., Ltd.) a §%
con PBS se suministrd 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 con la solucion de PBS-T. Por io tanto, cada uno de los
anticuerpo humanizados purificados de la anti-ratén Siglec-15 #32A1 T1 a T6
de rata preparados en el ejempio 24 o el anticuerpo gquimérico humano
preparado en ei ejempio 19 se diluyd a una concentracién final de 1 a 0.004

pug/mi (series de dilucion de 4 veces) con una solucion de PBS que contiene
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0.5% leche descremada, la solucion diluida se suministrd a 100 ul/pozo, y la
placa se dejo reposar a temperatura ambiente durante 2 horas. En este
tiempo, la concentraciéon de cada anticuerpo se determiné al realizar medicion
a 280 nm usando un espéctrofotémetro DU-7400 (fabricado por Beckman
Coulter, Inc.) y realizando calculos basados en un coeficiente de extincion
molecular molar de cada anticuerpo. Después de que cada pozo habia sido
lavado 5 veces con la solucién de PBS-T, IgG anti-humano de cabra
AffiniPure conjugade como fosfatasa alcalina (fabricada por Jackson
ImmunoResearch, Inc., #109-055-097) se diluyd a 2500 veces con una
solucion de TBS-T (TBS, 0.05% (v/v) Tween 20) se anadio a 100 pl/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 jo tanto, una solucion de sustrato fluorescente (fabricado por Roche
Co., Ltd., #11681982001) se anadié a 100 pl/pozo, y una reaccion de
fluorescencia se dejo proceder. Después de 10 minutos de la adicion de la
solucién 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 midié usando Spectra Max M5 (fabricado por Molecular
Devices, inc.). Como resultado, se confirmd que todos los seis anticuerpos
humanizados de la anti-ratén Siglec-15 de rata examinados se unen a la
proteina Siglec-15 de ratdn (figura 18) y la proteina Siglec-15 humana (figura

19) de una manera dependiente de la concentracion de anticuerpo.
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EJEMPLO 26

Efecto de la adicion de anticuerpo quimérico de anticuerpo monoclonal

anti-raton Siglec-15 de rata #32A1 sobre la diferenciacidon de

osteoclastos de células adherentes de médula 6sea de ratén

(estimulacién con FNTa)

Usando el anticuerpo monoclonal anti-raton Siglec-15 de rata
#32A1 preparado en el ejemplo 6 y el anticuerpo quimerico del anticuerpo
monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata #32A1 preparado en el ejemplo 19, se
examind un efecto sobre la diferenciacion de osteoclastos de células no
adherentes de médula 6sea de ratén por estimuiacién con FNTa. Las células
no adherentes de médula 6sea de raton preparadas por el método del ejemplo
8 se preparé a 1.5 x 10° células/ml en medio a-MEM que contenia 10% de
suero de bovino fetal (FBS), 10 ng/ml de M-CSF, v 2 ng/ml de TGF-B
(fabricado por R&D Systems, Inc.), la preparacion de células resultante se
sembro en cada pozo de una placa de 96 pozos en una cantidad de 200 pul 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 ul de medic MEM-a que
contenia 10% de FBS al cual se habia afadido TNF a humano recombinante
(fabricado por R&D Systems, Inc.) y M-CSF para dar concentraciones finales

de 30 ng/mi y 10 ng/ml, respectivamente. A |a solucion de cuitivo de celulas, el

279
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anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata #32A1 preparado en el
ejemplo 9 o el anticuerpo quimérico del anticuerpc monoclonal anti-ratén
Siglec-15 de rata #32A1 preparado en el ejemplo 19 se afadié a una
concentracion de 0.125 a 4 ug/ml, y las células se cultivaron durante 3 dias
adicionales en una inqubadora 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 publicaciéﬁ de
solicitud de patente No. WO 96/26217 a una concentracion de 100 ng/mi
también se prepar6. Después de completarse el cultivo, se realizd tincion de
TRAP usando un kit de fosfatase acida de leucocitos (fabricado por Sigma
Co., Ltd.) de conformidad con el protocolo que acompana el kit, y se cbservd
la formacién de osteoclastos multinucleados TRAP-positivos. Como resultado,
la formacion de osteoclastos multinucleados gigantes TRAP-positivos fue
inhibida mediante la adicion del anticuerpo policlonal anti-ratén Siglec-15
(figura 20). Aunque los osteoclastos mononucleares pequefios se formaron
incluso en el caso en donde el anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de
rata #32A1 o el anticuerpo quimérico de la misma se anadio, la formacién de
osteoclastos multinucleados grandes inducidos por FNTa fue casi
completamente inhibida. Por otra parte, aun cuando una cantidad suficiente de
OCIF/OPG, que es un bloqueador de RANKL, se afhadid, la formacion de
osteoclastos multinucleados grandes fue inhibida solo un poco. Ademas, de la
misma manera, la actividad de fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP) de

los osteoclastos formados se midid por el procedimiento descrito en el ejemplo
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9. Después de detener la reaccion enzimatica, una absorbancia de cada pozo
a 405 nm se midio, y la medicion obtenida se usd como un indice de actividad
de TRAP. Los resultados se muestran en la figura 21. Una inhibicion de
actividad de TRAP significativa se observo en el caso del anticuerpo #32A1 y
el anticuerpo quimérico de #32A1 dentro del intervalo de 125 ng/ml a 4 ug/ml.
A partir de estos resultados, se mostré que el anticuerpo monoclonal anti-
raton Siglec-15 de rata y el anticuerpo quimérico de la misma inhiben
fuertemente el proceso de fusion celular en diferenciacién de osteoclastos y

maduracion inducidas por FNTa.

EJEMPLO 27

Evaluacién 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-ratén Siglec-15 de ratas
#8A1 y #32A1 preparado en el ejemplo 6, un efecto sobre diferenciacion de
osteoclastos de céluias no adherentes de médula 6sea de rata se examind.
Las células no adherentes de médula dsea de rata se prepararon modificando
el metodo 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 fuercn
removidos. Ambos extremos del fémur se cortaron, y medio MEM-a se inyecto

usando una jeringa con una aguja de inyeccidn de calibre 23 para sacar las
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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 globulos rojos,
fabricado por Sigma Co., Ltd.) se anadié para suspenderlo, y la suspension
resultante se dejé a temperatura ambiente durante 5 minutos. 20 ml de D-PBS
se afiadid a la misma, la suspensidon 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 anadid para suspenderlo. Después, la suspension
resultante se hizo pasar a través de un colador de células (40 pm Nylon,
fabricado por BD Falcon) para remover agregados. Las células resultantes
fueron transferidas a un matraz en forma de T de 75 cm? (para la union de
células adherentes) y se cultivaron durante la noche en una incubadora de
CQO,. 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 dsea de rata.

Las células no adherentes de médula dsea de rata preparadas
por este método se cultivaron y una prueba para la formacién de osteoclastos
de rata se realizé de conformidad con el método de! ejemplo 9. Es decir, las
células no adherentes de médula 6sea de rata asi preparadas se prepararon a

1.5 x 10° células/ml en un medio a-MEM que contenia 10% de FBS y 10 ng/ml
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de M-CSF (fabricado por R&D Systems, Inc.), y la preparacion de células
resultante se sembrd en cada pozo de una placa de 96 pozos en una cantidad
de 200 ! y las células se cultivaron durante 2 dias en una incubadora de CO;.
La soluciéon de cultivo vieja en la placa de 96 pozos fue removida, y 100 pul de

medio MEM-a se afadid a cada pozo, los 100 ul de medio MEM-a que
contenia 10% de FBS ai cual se habia afiadido RANKL humano (RANKL,
fabricado por Peprotech, Inc.) y M-CSF para dar concentraciones finales de 20
ng/ml y 10 ng/ml, respectivamente. A la solucion de cultivo de celulas, el
anticuerpo monoclonal anti-ratén Siglec-15 de rata #8A1 o #32A1 producido
en el ejemplo 6 se afadid a una concentraciéon de 31 a 1000 ng/ml, y las
células se cuitivaron durante 3 dias adicionales en una incubadora de COs.
Después de completarse el cultivo, la actividad de fosfatasa acida resistente a
tartrato (TRAP) de los osteoclastos formados se midid por el método descrito
en el ejemplo 9. Después de detener la reaccion enzimatica, una absorbancia
de cada pozo a 405 nm se midid, y la medicién obtenida se usd como un
indice de actividad de TRAP. Los resultados se muestran en la figura 22. En el
caso del anticuerpo #8A1, una inhibicién de actividad de TRAP dependiente
de la dosis se observé a una concentracion de 63 ng/ml o superior, y en el
caso de el anticuerpc #32A1, una inhibicibn de actividad de TRAP
dependiente de la dosis se observdé a una concentracion 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 formacion

de osteoclastos de rata de la misma manera que fa formacién de osteoclastos
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de ratén, y la actividad in vitro de inhibir la formacién de osteoclastos de rata

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

EJEMPLO 28

Diseiio del anticuerpo humanizado de anticuerpo monoclonal anti-ratén

Siglec-15 de rata #32A1 (2)

a) Diseino de la versidén humanizada de #32A1

a)-i) Disefo de secuencia de aminoacidos de #32A1_humanizada

Un anticuerpo humanizado #32A1 se construyé de conformidad
con a método generaimente 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. |, 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 residucs en el C terminal que la definicion
de Kabat usando una definicidn propia. En la secuencia de cadena pesada
que contiene la CDRH2 asi definida, la secuencia de CDR derivada de una
rata se hace mas corta y mas de una secuencia de marco de trabajo humana
es incorporada, y por lo tanto, cuando se administra a humanos, es mucho
menos probable que sea reconocida como un antigeno heterdlogo. Un
anticuerpo aceptor se seleccioné con base en la homologia de aminoacidos

dentro de la region de marco de trabajo. La secuencia de la region de marco
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de trabajo de #32A1 se compard con las secuencias de todos los marcos de
trabajo humanos en ia base de datos de Kabat (Nuc. Acid Res. 29, 205-206
(2001)) que implicaban secuencias de aminoacidos de anticuerpo. Como
resultado, para la cadena L, GF4/1.1°CL se seleccioné como un aceptor
basado en una homologia de secuencia de 71% en la regidon de marco de
trabajo. En cuanto a la cadena H, M37G037'CL se selecciond como un
aceptor basado en una homologia de secuencia de 73% en la region de
marco de trabajo. Con respecto a la cadena L, los residuos de aminoacidos en
la regién de marco de trabajo de GF4/1.1'CL, y con respecto a la cadena H,
los residuos de aminoacidos en la region de marco de trabajo de
M37G0O37'CL se alinearon con los residuos de aminoacidos de #32A1, y las
posiciones en donde diferentes aminoacidos se usaron fueron identificadas.
Las posiciones de estos residuos se analizaron usando el modelo
tridimensional de #32A1 construido en a)-i) del ejemplo 22. Después, residuos
donadores que han de ser injertados en el aceptor se seleccionaron de
conformidad con los criterios provistos por Queen et al. (Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 86, 10029-10033 (1989)). Al transferir alguncs residuos donadores
seleccionados al anticuerpo aceptor, se construyeron secuencias #32A1

humanizadas como se describe en [os 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 disehada al reemplazar
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los numeros de aminoacido 23 (isoleucina), 24 (leucina), 26 (treonina), 32
(lisina), 43 (treonina), 61 (acido glutamico), 83 (acido glutamico), 85 (leucina),
86 (acido glutamico), 89 {valina), 95 (acido aspartico), 96 (serina), 97 (acido
glutamico), 98 (serina), 100 ({valina), 104 (valina), 105 (serina), 114
(isoleucina), 118 (treonina), 134 (valina), 135 (metionina), y 140 (leucina) de
32A1 representada por SEQ ID NO: 28 en el listado de secuencias con
leucina, valina, serina, glutamina, alanina, glicina, alanina, valina, lisina,
fenilalanina, asparagina, alanina, lisina, asparagina, leucina, metionina,
asparagina, valina, alanina, treonina, leucina y serina, respectivamente, se
denomind “cadena pesada de tipo h#32A1-H1-1",

La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo
h#32A1-H1-1 estd representada por SEQ ID NO: 99 en el listado de
secuencias. La secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 19 de
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 99, la secuencia que comprende
residuos de aminoacidos 20 a 140 de la misma, y la secuencia que
comprende residuos de aminoacidos 141 a 466 de la misma corresponde a la
secuencia de sefal, la regién variable de cadena pesada, y la region
constante de cadena pesada, respectivamente. Una secuencia de nucledtidos
que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 99 esta
representada por SEQ ID NO: 98 en el listado de secuencias. La secuencia
que comprende los nucledtidos 1 a 57 de la secuencia de nucledtidos de SEQ
ID NO: 98, la secuencia que comprende los nucledtidos 58 a 420 de la misma,

y la secuencia que comprende ios nucledtidos 421 a 1398 de la misma
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codifica la secuencia de sefal, la secuencia de regién variable de cadena
pesada, y la secuencia de regidn constante de cadena pesada,
respectivamente. La secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 28 vy Ia
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 99 también se muestran en la

figura 54.

al)-iil) Humanizacion de cadena ligera #32A1

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

Una cadena ligera 32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
nameros de aminoéacido 21 (acido aspértico), 23 (valina), 24 (leucina), entre
29 y 30 (es decir, insercién de un residuo faltante del marco de trabajo de
rata), 31 (alanina), 32 (valina), 34 (leucina), 36 (glutamina), 40 (isoleucina), 66
(glutamina), 99 (asparagina), 100 (prolina}, 101 (valina), 102 (glutamina), 103
(alanina), 104 (acido aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina), 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, iscleucina, lisina, y treonina,
respectivamente, se denomind “cadena ligera de tipo h#32A1-L2-15".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo

h#32A1-L2-15 esta representada por SEQ ID NO: 103 en el listado de

7L



219

secuencias. La secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 20 de
la secuencia de aminoacidos de SEQ [D 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 regidn variable de cadena ligera, y la region
constante de cadena ligera, respectivamente. Una secuencia de nucleotidos
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 nucledtidos 61 a 399 de la
misma, y la secuencia que comprende los nucledtidos 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 nuclettidos de SEQ ID NO: 102 y la secuencia de aminoacidos

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

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

Una cadena ligera 32A1 humanizada disefiada al reemplazar los
nimeros 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 (leucina), 36 (glutamina), 40 (isoleucina), 66
(glutamina), 99 (asparagina), 100 (proiina), 101 (valina), 102 (glutamina), 103

(alanina), 104 (acido aspartico), 106 (isoleucina), 108 (treonina), 123 (glicina),

T
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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, sertina, leucina, prolina, Acido
glutamico, leucina, alanina, serina, serina, leucina, acido glutamico, prolina,
acido glutadmico, fenilalanina, leucina, glutamina, valina, isoleucina, lisina, y
treonina, respectivamente, se denomind “cadena ligera de tipo h#32A1-L2-16".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo
h#32A1-L2-16 esta representada por SEQ ID NO: 105 en el listado de
secuencias. La secuencia que comprende residuos de aminoacidos 1 a 20 de
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 105, la secuencia que
comprende residuos de aminoacidos 21 a 133 de la misma, y la secuencia
que comprende residuos de aminoacidos 134 a 238 de la misma corresponde
a la secuencia de senal, 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: 105 esta
representada por SEQ ID NO: 104 en el listado de secuencias. La secuencia
que comprende los nucledtidos 1 a 60 de la secuencia de nucledtidos de SEQ
ID NO: 104, la secuencia que comprende los nucledtidos 61 a 399 de la
misma, y la secuencia que comprende los nucledtidos 400 a 714 de la misma
codifica la secuencia de senal, l1a secuencia de regién variable de cadena
ligera, y la region 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.
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b) Produccion de gen de anticuerpo humanizado de anticuerpo

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

b)-i} Construccién 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 regidn constante de
IgiG2 humana representada por SEQ ID NO: 106 fue sintetizado (Medical &
Biclogical 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
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) Construccion 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 seiial secretora representada por los aminoacidos
numeros 1 a 140 de SEQ 1D NO: 99 en el listado de secuencias (Invitrogen), y

al digerir el ADN con la enzima de restriccién Blpl se inserté en el vector de
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expresion de cadena pesada (pEG2) humana universal (tipo hlgG2) en el sitio
digerido con la enzima de restriccion Blpl, por lo que se construyé un vector
de expresion de cadena pesada h#32A1-H1-1. El vector de expresion asi

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

bl-iii} Construccidon de vector de expresién de cadena pesada

h#32A1-H5

Una cadena pesada 32A1 humanizada en la cual la secuencia
de sefial y la region constante de cadena pesada tipo h#32A1-T5H designada
en b)-iv) del ejempio 22 se cambiaron a aquellas del tipo 1gG2 se denomind
“cadena pesada de tipo h#32A1-H5".

La secuencia de amincacidos de la cadena pesada de tipo
h#32A1-HS5 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 [D NO: 101, la secuencia que
comprende residuos de aminoacidos 20 a 140 de la misma, y la secuencia
que comprende residuos de aminoacidos 141 a 466 de la misma corresponde
a la secuencia de senal, 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 nucledtidos 1 a 57 de la secuencia de nucledtidos de SEQ

ID NO: 100, la secuencia que comprende los nucledtidos 58 a 420 de Ia
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misma, y la secuencia que comprende los nucledtidos 421 a 1398 de la misma
codifica la secuencia de sefial, la secuencia de region variable de cadena
pesada, y la secuencia de regibn constante de cadena pesada,
respectivamente. La secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 100 vy 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 Bipl se inserté en
el vector de expresion de cadena pesada de anticuerpo (tipo hlgG2) (pEG2)
en el sitio digerido con la enzima de restriccion Blpl, por lo que se construyd
un vector de expresion de cadena pesada h#32A1-H5. El vector de expresion

asi obtenido se denomind “pEG2/h#32A1-H5".

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

tipo h#32A1-12-15 v h#32A1-L2-16

Cada ADN que contenia un gen que codificaba una regién
variable de cadena ligera de tipo h#32A1-L2-15 o h#32A1-L2-16 fusionada a
una sefial secretora representada por los aminoacidos numeros 1 a 133 de
SEQ ID NO: 103 en el listado de secuencias o los aminoacidos nimeros 1 a
133 de SEQ ID NO: 105 se sintetizd (Invitrogen), y se construyeron vectores
de expresion de cadena ligera de tipo h#32A1-L2-15 y h#32A1-L2-16 de la
misma manera as en el ejemplo 23. Los vectores de expresion asi obtenidos

se denominaron “pEFG6KCL/h#32A1-L2-15" y “pEF6KCL/M#32A1-L2-16,
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respectivamente.

c) Preparacion de anticuerpo humanizado _de anticuerpo

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

c)-i} Produccion de anticuerpo humanizado

1.2 x 10° células de células FreeStyle 293F (Invitrogen) en fase
de crecimiento logaritmica se sembré en 1.2 L de medio de expresion
FreeStyle 293 fresco (Invitrogen) y se sometié a cultivo en agitacién a 37°C en
una incubadora con 8% de CO, a 90 rpm durante 1 hora. 3.6 mg de
polietilenimina (Polyscience, #24765) se disolvio en 20 ml de medio Opti-Pro
SFM (Invitrogen). Subsecuentemente, un plasmido de expresién de cadena H
(0.4 mg) y un plasmido de expresién de cadena L (0.8 mg) preparado usando
PureLink HiPure Plasmid Kit (Invitrogen, Inc.} fue suspendido en 20 ml de
medio Opti-Pro SFM. Después, 20 ml de los plasmidos de expresion
resultantes/liquido mixto de Opti-Pro SFM se afadio a 20 ml de la
polietilenimina/liquido mixto de Opti-Pro SFM, y la mezcla resultante se agito
suavemente y después se dejd durante 5 minutos. Por lo tanto, [a mezcla se
afadi6 a las ceélulas FreeStyle 293F, y el cultivo en agitacion se realizo
durante 7 dias a 37°C en una incubadora con 8% de CO; a 90 rpm. El
sobrenadante de cultivo resultante se filtré a traves de un filtro de capsula
desechable (Advantec #CCS-045-E1H).

Un anticuerpo humanizado de #32A1 obtenido por una

combinacion de pEFSKCL/h#32A1-T5L. vy pEG2/h#32A1-HS5 se denomind
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“h#32A1-H5/LS";, un anticuerpo humanizado de #32A1 obtenido por una
combinacion de pEF6KCL/h#32A1-T5L y pEG2/h#32A1-H1-1 'se denominé
‘h#32A1-H1-1/L5";, un anticuerpo humanizade de #32A1 obtenidc por una
combinacion de pEFBKCL/h#32A1-L2-15 y pEG2/h#32A1-H1-1 se denomind
“h#32A1-H1-1/L2-157; y un anticuerpo humanizado de #32A1 obtenido por una
combinacién de pEFSKCL/h#32A1-L2-16 y pEG2/h#32A1-H1-1 se denomind

‘n#32A1-H1-1/L2-16".

c)-ii} Purificacidn de anticuerpo humanizado

El sobrenadante de cultivo obtenido en c)-i} anterior fue
purificado por un procedimiento de dos pasos que incluyd cromatografia de
afinidad de rProtein A (a 4 a 6°C) y hidroxiapatita de ceramica (a temperatura
ambiente). Un paso de reemplazo de regulador de pH después de la
purificacién por cromatografia de afinidad de rProtein A y después de la
purificacion por hidroxiapatita de ceramica se realizé a temperatura ambiente.
Primero, 1100 a 1200 ml del sobrenadante de cultivo se aplicd a MabSelect
SuRe (fabricado por GE Healthcare Bioscience Co., Ltd., columnas 2 x 1 mi
HiTrap en serie} equilibrado con PBS. Después de que toda la solucién de

cultivo se vacid en la columna, la columna se lavé con 15 a 30 ml de PBS.

Subsecuentemente, elucién se realizé con solucién 2 M de clorhidrato de

arginina (pH 4.0), y una fraccion que contenia el anticuerpo fue recolectada.
La fraccidbn se aplicd a una columna de desalacion (fabricada por GE

Healthcare Bioscience Co., Ltd., columnas de desalacion 2 x 5 ml HiTrap en
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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 solucién
de anticuerpo sometida al reemplazo con el regulador de pH se aplicé a una
columna de hidroxiapatita de ceramica (Japan Bio-Rad Laboratories, Inc.,
columna de hidroxiapatita Bio-Scale CHT2-1 (volumen de 2 ml)) equilibrada
con a regulador de pH que contenia 5 mM NaPi, 50 mM MES, y 20 mM NaCl
a pH 6.5. Después, se realizé la elucion de gradiente de concentracion con
clorurc de sodio, y una fraccion que contenia el anticuerpo fue recolectada. La
fraccion se aplicd a una columna de desalacion (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 mM 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 concentracion de
IgG se ajusté a 1.0 mg/ml 0 mas, y la solucion asi obtenida se usdé 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.

14|
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EJEMPLO 29

Evaluacién de actividad bioldgica de anticuerpo humanizado de

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

prueba para la formacion de osteoclastos de ratén

Un efecto inhibidor sobre la formacion 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 ésea 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 sembrd en cada pozo de una
placa de 96 pozos en una cantidad de 200 ul y las células se cultivaron
durante 2 dias en una incubadora de CQO,. La solucién de cultivo vieja en la
placa de 96 pozos fue removida, y 100 ul de medio MEM-a se aﬁadié a cada
pozo, los 100 pl de medio MEM-a que contenia 10% de FBS al cual se habia
afadido RANKL humano (RANKL, fabricado por Peprotech, Inc.) y M-CSF
para dar concentraciones finales de 20 ng/ml y 10 ng/ml, respectivamente. A
la 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 ¢l ejemplo 24 se afadié

a una concentracién de 3 a 100 ng/ml, y las células se cultivaron durante 3
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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 siguiente procedimiento. La solucion de
cultivo en cada pozo de la placa de 96 pozos fue removida por succion, y 50 pl
de 50 mM de citrato de sodio regulador de pH (pH 6.1) que contenia 1% de
Triton X-100 se afiadié a cada pozo. Después, la placa se agitd durante 5
minutos sobre un agitador de placa para lisar las ¢élulas. A cada pozo, 50 pl
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
afiadieron, y la placa se incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Despues de la incubacion, 50 pl de una solucién 1 N de hidréxido de sodio se
afadié a cada pozo de la placa de 96 pozos para detener la reaccion
enzimatica. Después de detener la reaccidbn enzimatica, se midid una
absorbancia de cada pozo a 405 nm, y la medicion obtenida se usé como un
indice de actividad de TRAP. Los resultados se muestran en las figuras 44 y
45. Ademas, para el anticuerpo monocional anti-raton Siglec-15 de rata
(anticuerpo #32A1) preparado en el ejemplo 6, el anticuerpo quimeérico
humano del anticuerpo #32A1 preparado en el ejemplo 18, y 4 tipos de
anticuerpo humanizado #32A1s (h#32A1-H1-1/L5, h#32A1-H5/LS, h#32A1-
H1-1/L2-16, y h#32A1-H1-1/L2-15) preparado en el ejemplo 28, la actividad
biolégica fue evaluada por el mismo método gue en esta prueba, y los
resultados se muestran en las figuras 46 y 47. En todos los casos de ios 10

tipos de anticuerpo humanizado #32A1s (h#32A1-T1, h#32A1-T2, h#32A1-T3,

A
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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 evalud la
actividad, se observd una fuerte actividad de inhibir la formacién de
osteoclastos sustancialmente comparable con la del anticuerpo monoclonal
anti-raton Siglec-15 de rata (anticuerpo #32A1) o el anticuerpo quimerico

humano del anticuerpo #32A1.

EJEMPLO 30

Efecto de la adicidon de anticuerpo humanizado de anticuerpo

monoclonal anti-raton Siglec-15 de rata #32A1 sobre la resorcién de

hueso actividad de células precursoras de osteoclastos humanos

normales {evaluacién que usoé placa revestida con colageno)

Células precursoras de osteoclastos humanas normales (Normal
Human Natural Osteoclast Precursor Cells, compradas de Sanko Junyaku
Co., Ltd., Cat. No. 2T-110) se sembraron en una placa de cultivo OsteolLyse
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 acompaiia las células.
Como el medio, se us6 un medio esencial minimo para células precursoras de
osteoclastos (OPBM, compradas de Sanko Junyaku Co., Litd., Cat. No. PT-
8201) complementados con un conjunto de complemento de OPGM
(comprado con Sanko Junyaku Co., Lid., Cat. No. PT-9501) que contenia

sueroc de bovino fetal (concentracion final: 10%), RANKL humano
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(concentracion final: 63.8 ng/ml), M-CSF (concentracion final humana: 33
ng/mi), y similares. Al sobrenadante de cultivo resultante, cada uno del
anticuerpo  monoclonal anti-ratéon Siglec-15 de rata (anticuerpo #32A1)
preparado en el ejemplo 6, el anticuerpo quimérico humano del anticuerpo
#32A1 preparado en el ejemplo 19, y los 10 tipos de anticuerpo humanizado
#32A1s (h#32A1-T1, h#32A1-T2, h#32A1-T3, h#32A1-T4, h#32A1-T5,
h#32A1-T6, h#32A1-H1-1/L5, h#32A1-HS5/LS, h#32A1-H1-1/L2-16, y h#32A1-
H1-1/L2-15) preparados en los ejemplos 24 y 28 se aftadid a una
concentracion final de 4, 20, 100 é 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 liberacion de
fluoréforo incluido en el OsteolLyse Assay Kit se afadié a la misma, vy
mediante el uso de un lector de placa de fluorescencia (ARVO MX, fabricado
por Perkin Elmer Inc.), fluorometria resueita en el tiempo (fluocrémetro de
fluorescencia resuelta en el tiempo) (Excitacion: 340 nm, Emisién: 615 nm})
adecuado para medicion de fluorescencia usando europio se realizd, 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 adicion del anticuerpo #32A1 de
rata o el anticuerpo quimérice humano #32A1 de una manera dependiente de
la concentracion. De la misma manera, también por todos los 10 tipos de

anticuerpo humanizado #32A1 examinados, se observdé una inhibicidn

149
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dependiente de la concentracién. A partir de este resultado, se revelé que la
actividad de resorcion de hueso de osteoclastos humanos es inhibida por los
anticuerpos humanizados #32A1 especificamente la unién a la proteina

Siglec-15.

EJEMPLO 31

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-raton Siglec-15 de rata #32A1 basado en

prueba para la formacién de osteoclastos de ratén por estimulacién con

el FNTa

Un efecto inhibidor sobre la formacion de osteoclastos de ratén

por estimulacién con FNTa presentada por los anticuerpos humanizados
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obtenidos en los ejemplos 24 y 28 pueden ser evaluados por el método

descrito en el ejemplo 26.

EJEMPLO 33

Determinacién de estabilidad térmica de anticuerpo humanizado usando

calorimetria de escudrinamiento diferencial (DSC)

Para h#32A1-H5/L5, h#32A1-H1-1/L5, h#32A1-H1-1/L2-15, ¥y
h#32A1-H1-1/L2-16, se determind la estabilidad térmica. Cada una de las
muestras se preparé a una concentracion de 0.5 mg/ml (en una solucion de
CBS), y una alicuota de 400 pl de la misma se usd como una solucion de
muestra para la medicién de DSC. Las condiciones para la medicién de DSC
se fijaron como sigue. Es decir, la temperatura inicial se fij6 a 20°C, la
temperatura final se fij6 a 100°C, la velocidad de incremento de temperatura
se fijo a 60°C/hora, y el tiempo en el filtro se fijo a 10 segundos. Como una
solucién de referencia, se usé CBS. Como un instrumento para la medicién de
DSC se usd la plataforma, VP-Capillary DSC fabricada por MicroCal Inc.
E.U.A. La linea basal (una curva de escudrifiamiento obtenida al lienar la
solucién de referencia también en una celda de muestras) se sustrajo de una
curva de escudrifiamiento obtenida para cada solucion de muestra, por lo que
se realizd la correccion de linea basal. La figura 50 muestra un termograma
para h#32A1-H5/L5, la figura 51 muestra un termograma para h#32A1-H1-

1/L5, la figura 52 muestra un termograma para h#32A1-H1-1/L2-15, y la figura



gut

233

53 muestra un termograma para h#32A1-H1-1/L2-1_6. Cuando un valor
superior pico en cada termograma se tomé como una temperatura de punto
medio de desnaturalizacion térmica (Tm) en la region Fab, el valor de Tm de
h#32A1-H5/L5 fue 81.2°C, el valor de Tm de h#32A1-H1-1/L5 fue 84.1°C, el
valor de Tm de h#32A1-H1-1/L2-15 fue 80.0°C, y el valor de Tm de h#32A1-1-

1/L.2-16 (IgG2) fue 77.9°C.

Aplicabilidad industrial

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

preventivo para una enfermedad de! metabolismo anormal de hueso.

Numero de acceso

FERM BP-10999
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NOVEDAD DE LA INVENCION

REIVINDICACIONES

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 formacion 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 la reivindicacion 1, caracterizado ademas porque: una
secuencia de cadena pesada contiene una regién variable que tiene CDRH1,
CDRH2, y CDRH3, y la CDRH1 comprende una secuencia de aminoacidos
representada por SEQ |D 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 reivindicacién 2, caracterizado ademas porque contiene
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una secuencia de region variable de cadena pesada que comprende residuos
de aminoacidos 20 a 140 de una secuencia de aminoacidos representada por
SEQ ID NO: 41 y una secuencia de region variable de cadena ligera que
comprende residuos de aminoacidos 21 a 132 de una secuencria 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.

5.- 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 cuaiquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado
ademas porque el anticuerpo es un anticuerpo quimérico.

7.- El anticuerpo o un fragmento funcional de! 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 aminoacidos 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
ademas porque el anticuerpo es humanizado.

9.- El anticuerpo de conformidad con la reivindicacién 7 u 8,
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caracterizado ademas porgue la cadena pesada tiene una region constante de
una cadena pesada de inmunoglobulina G2 humana y la cadena ligera tiene
una regién constante de una cadena ligera x de inmunoglobulina humana.

10.- Un anticuerpo que inhibe la formacién 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 aminoéacidos: 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 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: §7; ab) 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 residuos de aminoacidos 20 a 140
de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ 1D NO: 101; a8) una

secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de por lo menos 95% con

715\
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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 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 al) 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 D 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 aminoéacidos 21 a 132
de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 67; b5) una
secuencia de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 21 a 133
de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ 1D 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 amincacidos 21 a 133
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de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ 1D 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 a8);
b10) una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de por lo menos
99% con cualquiera de las secuencias de aminoécidos seleccionadas de b1) a
b8); vy 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 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
repreéentada por SEQ ID NO: 51 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: 61.

12.- 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 regidn variable de cadena
pesada que comprende una secuencia de aminodcidos 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
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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: 63.

13.- 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 region variable de cadena
pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que comprende
residucs 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 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 reivindicacién 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 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: 67.

15.- El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de

conformidad con la reivindicacion 10, caracterizado ademas porque contiene
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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: 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 aminoéacidos 21 a 133 de una
secuencia de aminoacidos representada por SEQ |D NO: 69.

16.- El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con Ia reivindicacién 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: 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 aminoacidos representada por SEQ ID NO: 71.

17.- 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 D NO: 99 y una secuencia de cadena ligera que

contiene una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia

15
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de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 21 a 133 de una
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 69.

18.- El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
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 regién variable de cadena ligera que comprende una secuencia
de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 21 a 133 de una
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 69.

19.- El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con la reivindicacion 10, caracterizado ademas porgue contiene
una secuencia de cadena pesada que contiene una regién variable de cadena
pesada que comprende una secuencia de aminodcidos que corﬁprende
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 amincacidos 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 reivindicacién 10, caracterizado ademas porque contiene

una secuencia de cadena pesada que contiene una regidn variable de cadena
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pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que comprende
residuos de aminoacidos 20 a 140 de una secuencia de aminodcidos
representada por SEQ ID NO: 99 y una secuencia de cadena ligera que
contiene una regién variable de cadena ligera que comprende una secuencia
de aminoacidos que comprende residuos de aminoacidos 21 a 133 de una
secuencia de aminoacidos representada por SEQ 1D NO: 105.

21.- 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 residucs de aminoacidos 20
a 470 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 51 y
una secuencia de cadena ligera que comprende residuos de aminoacidos 21 a
238 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 61.

22.- El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo de
conformidad con 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 |D NO: 63.

23.- 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: 55 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: 65.

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 1D NO: 67.

25.- 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: 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 ¢ 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 residuocs de aminoacidos 21 a
238 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ 1D NO: 71.

27.- 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
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una secuencia de cadena ligera que comprende residuos de aminoacidos 21 a
238 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ 1D 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 |D NO: 69.

29.- E! 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 1D NO: 99 y
una secuencia de cadena ligera que comprende residuos de aminoacidos 21 a
238 de una secuencia de aminoéacidos representada por SEQ ID NO: 103.

30.- 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
238 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ D NO: 105.

31.- Una composicion farmacéutica, caracterizada porque
comprende por lo menos uno de los anticuerpos o fragmentos funcionales de

los anticuerpos de las reivindicaciones 1 a 30.
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32.- La composicién farmacéutica de conformidad con la
reivindicacion 31, caracterizada ademés porque es un agente terapéutico y/o
preventivo para el metabolismo anormal de hueso.

33.- Una composicion farmacéutica para tratar yf/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 lo menos un miembro seleccionado del grupo
que consiste de pisbifosfonatos, vitamina D3 activa, calcitonina y derivados de
los mismos, hormonas tales como estradiol, SERMs (moduladores de receptor
de estrogeno selectivos), ipriflavona, vitamina K; (menatetrenona),
preparaciones de calcio, PTH (hormona paratiroidea), agentes
antiinflamatorios no esteroideos, receptores de TNF solubles, anti-TNF-o
anticuerpos o fragmentos funcionales de los anticuerpos, anti-PTHrP (proteina
relacionada con hormona paratircidea) 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 Ia
reivindicacion 33 6 33, caracterizada ademas porque el metabolismo anormal
de hueso se selecciona del grupo que consiste de osteoporosis, artritis
reumatoide acompanante de destruccién de hueso, hipercalcemia cancerosa,

mieloma multiple acompanante de destruccidon de hueso o metastasis de
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cancer a hueso, tumor de células gigantes, osteopenia, pérdida de dientes
debido a periodontitis, ostedlisis alrededor de una articulacién prostética,
destruccién de hueso en osteomielitis crénica, enfermedad de los huesos de
Paget, osteodistrofia renal, y osteogénesis imperfecta.

35.- La composicion farmaceutica de conformidad con la
reivindicacion 34, caracterizada ademas porque el metabolismo anormal de
hueso es osteoporosis, artritis reumatoide acompafnante de destruccion de
hueso, 0 metastasis de cancer a hueso acompafiante de destruccién de
hueso.

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

37.- La composicion farmacéutica de conformidad con la
reivindicacion 36, caracterizada ademas porque la osteoporosis es
osteoporosis postmenopausica, osteoporosis senil, osteoporosis secundaria
debido al uso de un agente terapeutico tales como un esteroide o un
inmunosupresor, o0 artritis reumatoide acompafante de osteoporosis.

38.- Un metodo de tratamiento y/o prevencion del metabolismo
anormal de hueso, caracterizado por la administracion de por lo menos uno de
los anticuerpos o fragmentos funcionales de los anticuerpos de las
reivindicaciones 1 a 30.

39.- Un método de tratamiento y/o prevencién metabolismo

anormal de hueso, caracterizado ademas porque la administracion simultanea
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0 sucesiva de por lo menos uno de los anticuerpos o fragmentos funcionales
de los anticuerpos de las reivindicaciones 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 estrogeno selectivos), ipriflavona, vitamina K
(menatetrenona), preparaciones de calcio, PTH (hormona paratiroidea),
agentes antiinflamatorios no esteroideos, receptores de TNF solubles, anti-
TNF-a anticuerpos o fragmentos funcionales de los anticuerpos, anti-PTHrP
(proteina relacionada con hormona paratiroidea) anticuerpos o fragmentos
funcionales de los anticuerpos, antagonistas de receptor de IL-1, anticuerpos
anti-receptor de IL-1 o fragmentos funcionales de los anticuerpos, anticuerpos
anti-RANKL o fragmentos funcionales de los anticuerpos, y OCIF (factor
inhibidor de osteoclastogenesis).

40.- El método de tratamiento y/o prevencion de conformidad con
la reivindicaciéon 38 ¢ 39, caracterizado ademas porque el metabolismo
anormal de hueso es osteoporosis, artritis reumatoide acompafante de
destruccion de hueso, o metastasis de cancer a hueso acompafante de
destruccidn de hueso.

41 .- El método de tratamiento y/o prevencion de conformidad con
la reivindicacion 40, caracterizado ademas porque el metabolismo anormal de
nueso es osteoporosis.

42 - El método de tratamiento y/o prevencién de conformidad con

la reivindicacion 41, caracterizado ademas porque la osteoporosis es
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osteoporosis postmenopdusica, 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 polinucledtide que codifica el anticuerpo de cualquiera de
las reivindicaciones 3, 7, y 10 a 30.

44 .- E| polinucleétidc de conformidad con la reivindicacion 43,
caracterizado ademas porque contiene una secuencia de nucledtidos que
comprende los nucledtidos 58 a 420 de una secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 40 y una secuencia de nucledtidos que
comprende los nucledtidos 61 a 396 de una secuencia de nucledtidos
representada por SEQ ID NO: 42.

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

46.- El polinucledtidec de conformidad con la reivindicacién 43,
caracterizado ademas porque contiene: (a) un polinucleétido seleccionado del
grupo que consiste de las siguientes secuencias de nucledtidos: al) una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos 58 a 420 de una
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 50; a2) una

secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos 58 a 420 de una

26
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secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 52; a3) una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos 58 a 420 de una
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 54; a4) una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucletdtidos 58 a 420 de una
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 56; a5) una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos 58 a 420 de una
secuencia de nucleodtidos representada por SEQ ID NO: 58; a6) una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos 58 a 420 de una
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 98; a7) una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucleédtidos 58 a 420 de una
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 100; a8) una
secuencia de nucledtidos de un polinucledtido que hibrida a un polinucledtido
que comprende una secuencia de nucleotidos complementarios a cualquiera
de las secuencias de nucleétidos seleccionadas de a1) a a7) bajo condiciones
astringentes; y a9) una secuencia de nucledtidos que incluye una sustitucién,
delecién o adicion de uno a varios residuos de aminoacidos en cualquiera de
las secuencias de nucledtidos seleccionadas de al) a a7); y (b) un
polinucledtido 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 nucledtidos representada por
SEQ ID NO: 60; b2) una secuencia de nucledtidos que comprende los
nucledtidos 61 a 399 de una secuencia de nucleédtidos representada por SEQ

ID NO: 62; b3) una secuencia de nucledtidos que comprende los nucleétidos
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61 a 399 de una secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 64;
b4) una secuencia de nucledtides que comprende los nucledtidos 61 a 396 de
una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 66; bS) una
secuencia de nucledtidos 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 nucleétidos representada por SEQ ID NO: 70; b7) una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos 61 a 399 de una
secuencia de nucleotidos representada por SEQ ID NO: 102'; b8) una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos 61 a 399 de una
secuencia de nuclebtidos representada por SEQ ID NO: 10‘;&; b9) una
secuencia de nucledtidos de un polinucleétido que hibrida a un polinucledtido
que comprende una secuencia de nucledtidos complementarios a cuaiquiera
de las secuencias de nucledtidos seleccionadas de b1) a b8) bajo condiciones
astringentes; y b10} una secuencia de nucledtidos gque incluye una sustitucion,
delecion o adicion de uno a varios nucleotidos en cualquiera de las
secuencias de nucledtidos seleccionadas de b1) a b8).

47 .- El polinucledtido de conformidad con la reivindicacion 46,
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
polinucledtido que comprende una secuencia de nuclectidos que comprende

los nucledtidos 61 a 399 de una secuencia de nucledtidos representada por
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SEQ ID NO: 60.

48.- El polinucleétido de conformidad con la reivindicacion 46,
caracterizado ademas porgue 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:. 62, y un
polinucledtido que comprende una secuencia de nuciettidos que comprende
los nucledtidos 61 a 399 de una secuencia de nucledtidos representada por
SEQ ID NO: 62.

49.- El poiinucledtido de conformidad con la reivindicacién 46,
caracterizado ademds porque contiene un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucleétidos que comprende los nucledtidos 58 a 420 de una
secuencia de nuclebtidos representada por SEQ ID NO: 54, y un
polinucledtido que comprende una secuencia de nucledtidos que comprende
los nucleétidos 61 a 399 de una secuencia de nucleédtidos representada por
SEQ ID NO: 64.

50.- El polinucleétido de conformidad con la reivindicacion 46,
caracterizado ademas 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: 54, y un
polinucleétido que comprende una secuencia de nucledtidos que comprende
los nucleétidos 61 a 399 de una secuencia de nucledtidos representada por
SEQ ID NO: 66.

51.- El polinucledtido de conformidad con la reivindicacion 46,
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caracterizado ademas porque contiene un polinucledtido que comprende una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucleétidos 58 a 420 de una
secuencia de nucleétidos 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 nucleédtidos representada por
SEQ ID NO: 68.

52.- El polinucledtido de conformidad con la reivindicacion 486,
caracterizado ademas porque contiene un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucleotidos que comprende los nuclectidos 58 a 420 de una
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO£ 58, y un
polinucledtido que comprende una secuencia de nucleotidos que comprende
los nucledtidos 61 a 399 de una secuencia de nucleédtidos representada por
SEQ ID NO: 70.

53.- El polinucleétido de conformidad con la reivindicacion 46,
caracterizado ademas porque contiene un polinucledtido que comprende una
secuencia de nucleotidos que comprende los nucledtidos 58 a 420 de una
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 98, y un
polinuclesdtido que comprende una secuencia de nucledtidos que comprende
los nucledtidos 61 a 399 de una secuencia de nucledtidos representada por
SEQ ID NO: 68.

54 .- El polinucledtido de conformidad con la reivindicacion 46,
caracterizado ademas porque contiene un polinucleétido que comprende una

secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos 58 a 420 de una
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secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 100, y un
polinucledtido que comprende una secuencia de nucledtidos que comprende
los nucledtidos 61 a 399 de una secuencia de nucledtidos representada por
SEQ ID NO: 68.

55.- El polinucleétido de conformidad con la reivindicacion 46,
caracterizado ademas porque contiene un polinucledtido que comprende una
secuencia de nucledtidos 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 nucleotidos representada por
SEQID NO: 102.

56.- El polinucledtidc de conformidad con la reivindicacion 46,
caracterizado ademas porque contiene un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucleétidos que comprende los nucledtidos 58 a 420 de una
secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 98, y un
polinuclettido que comprende una secuencia de nucleodtidos que comprende
los nucledtidos 61 a 399 de una secuencia de nucleétidos representada por
SEQ ID NO: 104.

57 .- El polinucledtido de conformidad con la reivindicacion 46,
caracterizado ademas 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: 50, y un

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

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

59.- El polinucleétido de conformidad con la reivindicacion 46,
caracterizado ademas porque contiene un polinucledtido que comprende una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos 58 a 1410 de una
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 54, y un
polinucledtido que comprende una secuencia de nucledtidos que comprende
los nucledtidos 61 a 714 de una secuencia de nucledtidos representada por
SEQ ID NO: 64.

60.- El polinucledtido de conformidad con la reivindicacion 46,
caracterizado ademas 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 nucledtidos que comprende
los nucledtidos 61 a 711 de una secuencia de nucledtidos representada por

SEQ ID NO: 66.
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61.- El polinucledtido de conformidad con fa reivindicacion 46,
caracterizado ademas porque contiene un polinucledtido que comprende una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucleétidos 58 a 1410 de una
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 56, y un
polinucledtido que comprende una secuencia de nucledtidos que comprende
los nucledtidos 61 a 714 de una secuencia de nucledtidos representada por
SEQ ID NO: 68.

62.- El polinucledtido de conformidad con la reivindicacion 46,
caracterizado ademas porque contiene un polinucledtido que comprende una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos 58 a 1410 de una
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 88, y un
polinucledtido que comprende una secuencia de nucleétidos que c;omprende
los nucledtidos 61 a 714 de una secuencia de nucledtidos representada por
SEQ ID NO: 70.

63.- El polinucledtido de conformidad con la reivindicacion 46,
caracterizado ademas porque contiene un polinucledtido 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 nucledtidos que comprende
los nucledtidos 61 a 714 de una secuencia de nucleotidos representada por
SEQ ID NO: 68.

64.- El polinucledtido de conformidad con la reivindicaciéon 46,

caracterizado ademas porque contiene un polinucledtido que comprende una
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secuencia de nucleédtidos que comprende los nuclettidos 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 nuciedtidos 61 a 714 de una secuencia de nucleétidos representada por
SEQ ID NO: 68.

65.- El polinucledtido de conformidad con la reivindicacion 46,
caracterizado ademas porgue contiene un pgolinucledtido que comprende una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos 58 a 1398 de una
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 98, y un
polinucledtido que comprende una secuencia de nucleétidos que comprende
los nucledtidos 61 a 714 de una secuencia de nucleétidos representada por
SEQ ID NO: 102.

66.- El polinucleétido de conformidad con la reivindicacion 46,
caracterizado ademas 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: 28, y un
polinucledtido que comprende una secuencia de nucledtidos que comprende
los nucleédtidos 61 a 714 de una secuencia de nucleétidos representada por
SEQ ID NO: 104.

67.- Un vector, que comprende cualquiera de los polinucleétidos
de las reivindicaciones 43 a 686.

68.- Una célula hospedera transformada, que comprende

cualquiera de los polinucleétidos de las reivindicaciones 43 a 66.
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69.- Una célula hospedera transformada, que comprende el
vector de la reivindicacion 67.

70.- 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 reivindicacion 68 6 69, y purificar un anticuerpo del producto de cultivo

resultante.
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RESUMEN DE LA INVENCION

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

formacion de osteoclastos, y similares.
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Figura 4

Actividad de Union (adsobancia a 492mn)
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Figura 5
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Actividad de TRAP (A405 nm)

Figura 6
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Actividad de Union (adsobancia a 492mn)
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 14
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Figura 15
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Figura 16
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Figura 17

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

(A) Control: 30 ng/ml TNF « (B) TNFa + 1 g/ml #32A1
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Figura 22
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Figura 23

SEQ. ID NO:27: Secuencia de Nucledtidos clonada de cadena pesada #32A71
de rata {regidn variable + alfa)
ATGAAGTTGTGGTTGAGCTGGATATTCCTTIGTTGTTCTTTTCAAAGGTGTCGAGGTGTGA
GGTGCAAATTTTGGAGACTGGAGGAGGCTTGGTGAAGCCCGGTGGTTCCCTGAGACT
GTCTTGTGCAACGTCTGGATTCAATTTCAATGATTATTTCATGAACTGGGTCCGTCAGG
CTCCAGAAAAGGGGBCTAGAGTGGGTTGCTCAAATAAGGAACAAAATTTATACTTATGC
CACATTTTATGCGGAGTCTTTGGAAGGCAGAGTCACAATCTCACGAGACGATTCCGAA
AGCAGTGTCTACCTGCAAGTGAGCAGTTTAAGAGCTGAAGACACTGCCATTTATTACT
GTACAAGATCCCTAACTGGGGGAGACTACTTTGATTACTGGGGCCAAGGAGTCATGG
TCACAGTCTCCTTAGCTGAMAACAACAGCCCCATCTGTCTATCCACTGGCTCCTGGAAC
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 (regién variable + alfa) clonada de rata
MKLWLSWIFLVVLFKGVRCEVQILETGGGLVKPGGSLRLSCATSGFNFNDYFMNWVRQA
PEKGLEWVAQIRNKIYTYATFYAESLEGRVTISRDDSESSVYLQVSSLRAEDTAIYYCTRSL
TGGDYFDYWGQGVMVTVSLAETTAPSVYPLAPGTALKSNSMVTLGC

Secuencia de sefial (1-19), Regién variable (20-140), Secuencia parcial de
region constante (141-167)
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Figura 24

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

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

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

#32A1 clonada de rata (Regidn variable + alfa)
METDRLLLWALLLWVPGSTGDIVLTQSPALAVSLGQRATISCRASQSVTISGYSFIHWYQQ
KPGQQAPRLLIYRASNLASGIPARFSGS GSGTDFTLTINPVQADDIATYFCQQSRKSPWTFA

" GGTKLELRRADAAPTVS

Secuencia de sefal (1-20), Region variable (21-132), Secuencia parcial de
region constante (133-139)
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Figura 25
SEQ ID NC:40: Secuencia de nucledtidos de cadena pesada de anticuerpo quimérico humano #32A1

ATGAAACACCTGTGGTTCTTCCTCCTGCTGGTGGCAGCTCCCAGATGGGTGCTGAGC
GAGGTGCAAATTTTGGAGACTGGAGGAGGCTTGGTGAAGCCCGGTGGTTCCCTGAGA
CTGTCTTGTGCAACGTCTGGATTCAATTTCAATGATTATTTCATGAACTGGGTCCGTCA
GGCTCCAGAAAAGGGGCTAGAGTGGGTTGCTCAAATAAGGAACAAAATTTATACTTAT
GCCACATTTTATGCGBAGTCTTTGGAAGGCAGAGTCACAATCTCACGAGACGATTCCG
AAAGCAGTGTCTACCTGCAAGTGAGCAGTTTAAGAGCTGAAGACACTGCCATTTATTA
CTGTACAAGATCCCTAACTGGGGGAGACTACTTTGATTACTGGGGCCAAGGAGTCATG
GTCACAGTCABCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCAAGCGTCTTCCCCCTGGCACCCTCC
TCCAAGAGCACCTCTGGLGGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTC
CCCGAACCCGTGACCGTGAGCTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACAL
CTTCCCCGCTGTCCTGCAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGT
GCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAG
CAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTTGAGCCCAMATCTTGTGACAAAACTCACACATGC
CCACCCTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCCTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCA
AAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTE
GACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGA
GGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCCCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGGG
TGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGT
GCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCA
AAGGCCAGCCCCGGGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATG
ACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATC
GCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCTCC
CGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAG
CAGGTGECAGCAGGGCAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAA
CCACTACACCCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCCGGCAAATGA

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

SEQ ID NO:41: Secuencia de aminoécidos de cadena pesada de anticuerpo quimeérico humano #32A1
MKHLWFFLLLVAAPRWVLSEVQILETGGGLVKPGGSLRLECATSGFNFNDYFMNWVRQA
PEKGLEWVAQIRNKIYTYATFYAESLEGRVTISRDDSESSVYLQVSSLRAEDTAIYYCTRSL
TGGDYFDYWGQGVMVTVSSASTKGPSVYFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTATYICNVNHKPSNTKVDKRVEP
KSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVYKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVYMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
Secuencia de senal (1-19), Region variable (20-140), Regidn constante {141-
470)
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Figura 26
SEQ ID NO:42: Secuencia de nucledtidos de cadena ligera de anticuerpo

quimerico humano #32A1
ATGGTGCTGCAGACCCAGGTGTTCATCTCCCTGCTGCTGTGGATCTCCGGCGCATAT

GGCGACATTGTCTTGACCCAGTCTCCTGCTTTGGCTGTGTCTCTAGGGCAGAGGGCC
ACAATCTCCTGTAGGGCCAGCCAAAGTGTCACTATTTCTGGATATAGTTTTATACACTG
GTACCAACAGAAACCAGGACAGCAACCCAGACTCCTCATCTATCGTGCATCCAACCTA
GCCTCTGGGATCCCGGLCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACCLETC
ACCATCAATCCTGTGCAGGCTGATGATATTGCAACCTATTTCTGTCAGCAGAGTAGGA
AATCTCCGTGGACGTTCGCTGGAGGCACCAAGCTGGAATTGAGACGTACGGTGGCCG
CCCCCTCCRTGTTCATCTTCCCCCCCTCCGACGAGCAGCTGAAGTCCBGCACCGCCT
CCGTGGTGTRCCTGCTGAATAACTTCTACCCCAGAGAGGCCAAGGTGCAGTGGAAGS
TGGACAACGCCCTGCAGTCCGGGAACTCCCAGGAGAGCGTGACCGAGCAGGACAGT
AAGGACAGCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAAAGCCGACTACGAG
AAGCACAAGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGLCTGAGCTCCCCCGTCAC
CAAGAGCTTCAACAGGGGGGAGTGTTAG

Secuencia de sefial (1-60), Regién variabie (61-396), Regién constante (397-
714, incluyendo codon de detencidn)

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

" quimérico humano #32A1
MVLOTQVFISLLLWISGAYGDIVLTQSPALAVSLGQRATISCRASQSVTISGYSFIHWYQQK

PGQOPRLLIYRASNLASGIPARFSGSGSGTDFTLTINPVQADDIATYFCQQSRKSPWTFAG
GTKLELRRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

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

g
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Figura 27

SEQ ID NO:50: Secuencia de nucledtidos de h#32A1-T1H
ATGARACACCTGTGGTTCTTCCTCCTGC TGGTGGCAGCTCCCAGATGGGT GCTGAGCGAGGTGE
AACTGGTGGAGAGCGGCGGECEGACTTGTGCARLCTGECGGCTCCCTGAGACTTAGCTGTGCEGE
CTCCGGCTTCAACTTCAACGACTACTTCATGARC TGGGTCAGACAAGCCCCTGGCARGGGCCTS
GAGTGGGETGGCCCAAATCAGRAACAAGATCTACACCTACGCCACCTTCTACGCCGAGAGCCTTG
AGGGCAGATTCACCATCTCCAGAGACARCGCCAAGAACAGCCTGTACCTTCAAATGAACTCCCT
GAGAGCCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGTGCCAGREGCCTTACCEGCGGCGACTACTTCGAL
TACTGGGGCCARGGCACCCTGGTGACCGTGAGCTCAGCCTCCACCAAGGECCCARGCGTCTTCC
CCCTGGCACCCTCCTCCARGAGCACCTCTGGCGECACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGA
CTACTTCCCCGAACCCGTGACCGTGAGCTGGAACTCAGGCGLCCTGACCAGCGGCGTGCACACT
TTCCCCGCTGTCCTGCAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGLCCTCCA
GCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATC TGCARCGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGA
CARGAGAGTTGAGCCCARATCTTGTGACARRACTCACACATGCCCACCCTGCECAGCACCTGAA
CTCCTGGGGGGACCCTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCARRACCCARGGACACCCTCATGATCTCCC
GGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCARGTTCRA
CTEGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCCCGGGAGGAGCAGTACARC
AGCACGTACCGGGTGESTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCARGGAGT
ACAAGTGCAAGGTCTCCAACARAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAARCCATCTCCARRGCCAA
- AGGCCAGCCCCGGGAACCACAGETGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAAC
CAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGC TTCTATCCCAGCGACATCGCC GTGCGAGTGGGAGA
GCAATGEGCCAGCCCGAGAACARCTACAAGACCACCCCTCLCCGTGCTGGACT CCGACGGCTCITT
CTTCCTCTACAGCAAGC TCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGCAACGTCTTCTCATGE
TCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACARCCACTACACCCAGRAGAGCCTCTCCCTGTCTCCCGGCA
AA

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

SEQ ID NO:51: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T1H
MKHLWEFFLLLVAAPRWVLSEVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGENENDY FMNWVRQAPGKGL

EWVAQIRNKIYTYATFYAESLEGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARSLTGGDYFD
YWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKS TSGGTARLGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLQSSGLYSLSSVVTVPS55LGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDRKTHTCPPCPAPE
LLGGPSVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHODWLNGKE YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKN
QVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFELY SKLTVDKSRWQOGNVE SC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Secuencia de sefial (1-19), Regidn variable (20-140), Region constante (141-
470)
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SEQ ID NO:52: Secuencia de nucledtidos de h#32A1-T2H
ATGARACACCTGTGGTTCTTCCTCCTGC TGGTGGCAGCTCCCAGATGGGTGC TGAGCGAGGTGE

AMCTGGTGGAGAGCGGCGECGEAC TGETGCAACCTGGCGGC TCCCTGAGACTGAGCTGTGCCGC
CTCCGGCTTCAACTTCARCGACTACTTCATGAAC TGGG TGAGACAAGCCCUTGAGARGGGCCTG
GAGTGGGTGGCCCARATCAGARACAAGATC TACACCTACGCCACCTTCTACGCCGAGAGCCTGE
AGGGCAGAGTGACCATCTCCAGAGACARCGCCAAGAACAGCCTGTACCTGCAAATGTCCTCCCT
GAGRGCCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGTGCCAGAAGC CTGACCGGCGGCGACTACTTCGAC
TACTGGGEGCCANGGCACCCTGGTGACCGTGAGCTCAGCCTCCACCARGGGCCCAAGCGTCTTCC
CCCTGGCACCCTCCTCCARGAGCACCTCTGGCGGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGA
CTACTTCCCCGARCCCGTGRCCGTGAGCTGGARC TCAGGCGCCCTGACCAGCGGLGTGCACALC
TTCCCCGCTGTCCTGCAGTCCTCAGGACTC TACTCCCTCAGCAGCGT GG TGACCETGCCCTCCA
GCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATC TGCAACGTGARTCACAAGCCCAGCARCACCAAGGTGEA
CAAGAGAGTTGAGCCCARATCTTGTGACAAAAC TCACACATGCCCACCCTGCCCAGCACCTGAA
CTCCTGGEEGEGACCCTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCARAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCC
GGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGT GAGCCACGAAGACCCTGAGGTCARGTTCAA
CTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAARGCCCCGGGAGGRGCAGTACRAC
AGCACGTACCGGGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCRGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGT
ACAARGTGCAAGGTCTCCARCAAAGCCCTCCCAGCCLCCATCGRGARRACCATCTCCARAGCCAR
AGGCCAGCCCCGGGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGEAGGAGATGACCARAGAAT
CAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCARAGGC TTCTATCCCAGCGACATCGCCGTEGAGTGGGAGA
GCAATGGCCAGCCCGAGAACAAC TACARGACCACCCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTT
CTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGCAACGTCTTCTCATEC
PCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACCCAGRAGAGCCTCTCCCTGTCTCCCGGCA
AA

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

SEQ ID NO:53: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T2H
MKHLWFFLLLVAAPRWVLSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNFNDY FMNWVRQAPEKGL
EWVAQIRNKIYTYATFYAESLEGRVTISRDNAKNSLYLOMSSLRAEDTAVYYCARSLTGGDYFD
YWGOGTLVTVSSASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY FPEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVE PKSCDKTHTCPECPAPE
1LEGPSVFLFPPKPKDTLMISRT PEVTCYVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHODWLNGKE YKCKVSNKALPAPTEKT I SKAKGQPREPQVY TLPPSREEMTKN
OVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE SNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFELYSKLTVDKSRWQQGNVESC
SVMHEALHNHYTOKSLSLSPGK

Secuencia de sefial (1-19), Regidn variable (20-140), Regién constante (141-
470)
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SEQ ID NO:54: Secuencia de nucledtidos de h#32A1-T3H
ATGAAACACCTGTGGTTCTTCCTCCTGCTGGTGGCAGCTCCCAGATGGGTGCTGAGCGAGGTGC
AGATCGTGGAGAGCGGCGGCGGACTTGTGCAGCCTGGCGGCTCCCTGAGACTTAGCTGTGCCAC
CTCCGGCTTCAACTTCAACGACTACTTCATGAACTGGGTGAGACAGGCCCCTGAGAAGGGCCTG
GAGTGGGTGGCCCAGATCAGAAACAAGATCTACACCTACGCCACCTTCTACGCCGAGAGCCTTG
AGGGCAGAGTGACCATCTCCAGAGACGACAGCGAGTCCAGCGTGTACCTTCAGATGTCCAGCCT
GAGAGCCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGTACCAGAAGCCTTACCGGCGGCGACTACTTCGAC
TACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACCGTGAGCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCAAGCGTCTTCC
CCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGCGGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGA
CTACTTCCCCGAACCCGTGACCGTGAGCTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACC
PTCCCCGCTGTCCTGCAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCA
GCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGA
CAAGAGAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCCTGCCCAGCACCTGAA
CTCCTGGGGGGACCCTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCC
GGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAA
CTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCCCGGGAGGAGCAGTACAAC
AGCACGTACCGGGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGT
ACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAA
AGGCCAGCCCCGGGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAAC
CAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGA
GCAATGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTT
CTTCCTCTACAGCAAGC TCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGCARCGTCTTCTCATGC
TCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACCCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCCGGCA
AR

?j%;ancia de sefial (1-57), Reqion variable (58-420), Regién constante (421-

SEQ ID NO:55: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T3H
MKHLWFFLLLVAAPRWVLSEVQIVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGFNFNDYFMNWVRQAPEKGL

EWVAOIRNKIYTYATFYAESLEGRVTISRDDSESSVYLOMSSLRAEDTAVYYCTRSLTGGDYFD
YWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKESNTKVRKRVE PKSCOKTHTCPPCPAPE
LLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKN
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS FFLY SKLTVDKSRWOQGNVESC
SVMHERLHNHYTQKSLSLSPGK

feg;Jencia de sefial {1-19), Region variable (20-140), Region constante (141-
7
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SEQ ID NO:56: Secuencia de nucleotidos de h#32A1-TSH
ATGAAACACCTGTGGTTCTTCCTCCTGC TGETGGCAGCTCCCAGATGGGTGCTGAGCGAGGTET
AGGTGGTGGAGAGCGGCGGCGGACTTGTGCAGCCTGGCGECTCCCTGAGACTTAGCTGTGCCAC
CTCCGGCTTCAACTTCAACGACTACT TCATGAACTGGGTGAGACAGGCCCCTGGCAAGGGCCTG
GAGTGGGTGGCCCAGATCAGAAACAAGATCTACACCTACGCCACCTTCTACGCCGAGAGCCTTG
AGGGCAGATTCACCATCTCCAGAGACAACAGCAAGTCCACCGTGTACCTTCAGATGAACTCCCT
GAGAGCCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGTACCAGRAGCCTTACCGGCGGCGACTACT TCGAT
TACTGGGECCAGGGCACCCTGGTGACCGTGAGC TCAGCCTCCACCAAGGGCCCAAGCGTCTTCT
CCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACE TC TGGCGGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGETCARGGA
CTACTTCCCCGAACCCGTEACCGTGAGC TGGAAC TCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACT
FTCCCCGCTGTCCTGCAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCA
GCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACARGCCCAGCARCACCARGGTGGA
CAAGAGAGTTGAGCCCAAATC TTGTGACARAACTCACACATGCCCACCCTGCCCAGCACCTGAA
CTCCTGGGGGGACCCTCAGTC TTCCTCTTCCCCCCARAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCC
GGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGARGACCCTGAGGTCARGTTCAA
CTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGC CCCGGGAGGAGCAGTACARC
AGCACGTACCGGGTGETCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGT
ACAAGTGCAAGGTCTCCAACARAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGARARCCATCTCCAAAGCCAR
- AGGCCAGCCCCGGGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGEAGGAGATGACCARGAAC
CAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCARAGGC TTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGEAGTGGGAGA
GCAATGGCCAGCCCGAGAACARCTACARGACCACCCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTT
CTTCCTCTACAGCAAGC TCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGCARCGTCTTCTCATGE
TCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACARCCACTACACCCAGARGAGCCTCTCCCTGTCTCCCGGCA
AR

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

SEQ ID NO:57: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T5H
MKHLWFFLLLVAAPRWVLSEVQVVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGFNFNDY FMNAVROAPGKGL
EWVAQIRNKIYTYATFYARSLEGRFTISRDNSKSTVYLOMNSLRAEDTAVYYCTRSLTGGDYFD
YWGQGTLVTVSSASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY FPEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLQSSGLYSLSSVVTVESSSLGTOTY I CNVNHKPSNTKY DKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPE
LLGGPSVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHE DPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAFIEKTISKAKGQPREPQVY TLPPSREEMTKN
OVSLTCLVKGEYPSDIAVEWE SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWOQGNVESC
SVMHEALHNEYTQKSLSLSPGK

Secuencia de sefial (1-19), Region variable (20-140), Regidén constante (141-
470)
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SEQ ID NO:58: Secuencia de nucleétidos de h#32A1-T6H
ATGAAACACCTGTGETTCTTCCTCCTGCTGGTGGCAGCTCCCAGATGGGTGC TGAGCGAGETEC
AGGTGGTGGAGAGCGGCGGCGEACTTGTGCAGCCTGECGGCTCCCTGAGACT TAGCTGTGCCAC
CTCCGGCTTCARCTTCAACGACTACTTCATGAACTGGGTGAGACAGGCCCCTGAGAAGGGCCTG
GAGTGGGTGGCCCAGATCAGRAACARGATC TACACCTACGCCACCT TCTACGCCGAGAGCCTTG
AGGGCAGAGTGACCATCTCCAGAGACAACAGCAAGTCCACCGTGTACCTTCAGATGTCCAGCCT
TAGAGCCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGTACCAGARGCCTTACCGGCGGCGACTACTTCGAC
TACTGGGGCCAGGGCACCCTTGTGACAGTGAGC TCAGCCTCCACCAAGGGCCCAAGCGTCTTCC
CCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACC TCTGGCGGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTCARGGA
CTACTTCCCCGAACCCGTGACCGTGAGCTGGAAC TCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACT
TTCCCCGCTGTCCTGCAGTCC TCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCA
GCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATC TGCARCGTGAATCACAAGCCCAGCARCACCAAGGTGGA
CAAGAGAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAARCTCACACATGCCCACCCTGCCCAGCACCTGAA
CTCCTGGGGEGACCCTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCARRACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCE
GGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCARGTTCAA
CTGGTACGTGGACGELGTGGAGGTGCATAATECCARGACAAAGCCCCGGGAGGAGCAGTACAAC
AGCACGTACCGGGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCARGGAGT
ACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGARRACCATCTCCAMAGCCAA
AGGCCAGCCCCGGGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCARGAAC
CAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCARAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGA
GCAATGGCCAGCCCGAGARCAACTACAAGACCACCCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTT
CTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGCAACGTCTTCTCATGC
TCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACCCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCCGGCA
AR

Secuencia de senal (1-57), Regién variable (568-420), Regidén constante (421-
1410)

SEQ ID NO:59: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T6H
MKHLWFFLLLVAAPRWVLSEVQVVESGGGLYQPGGSLRLSCATSGEFNENDY FMNWVRQAPEKGL
EWVAQIRNKIYTYATFYAESLEGRVTISRONSKSTVYLQMSSLRAEDTAVYYCTRSLTGGDY FD
YWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLYKDY FPEPVTVSWNSGALT SGVHT
FPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNRKPSNTKVDKRVE PKSCDKTHTCPPCPAPE
LLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCYVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPARPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTEN
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWSSNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWOOGNVESC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Secuencia de sefial (1-19), Regidn variable (20-140), Region constante (141-
470)
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SEQ ID NO:60: Secuencia de nucledtidos de h#32A1-T1L
ATGGTGCTGCAGACCCAGGTGTTCATCTCCC TGCTGCTGTGGATC TCCEGCGCATATGGCGACA
TCETGATGACCCAGAGCCCTGACTCCCTTGCCGTGTCCCTGGGCGAGAGAGCCACCATCARCTG
TAGAGCCTCCCAGAGCGTGACCATCTCCGGCTACAGCTTCATCCACTGGTACCAGCAGRAGCCT
GGCCAGCCTCCTAAGCTTCTGATCTACAGAGCCTCCAACCTTGCCAGCGGCGTGCCTGCCAGAT
TCTCCGGCAGCGECTCCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCAGCTCCCT TCAGGCCGAGGACGT
GGCCGTGTACTACTGTCAGCAGAGCAGARAGTCCCCTTGGACCTTCGGCGGCGGCACCAAGGTG
GAGATCAAGCOTACGGTGGCCGCCCCCTCCGTETTCATCTTCCECCCCTCCGACGAGCAGCTGA
AGTCCGGCACCGCCTCCGTGGTGTGCCTGCTGAATAACTTC TACCCCAGAGAGGCCARGGTGCA
GTGGAAGGTGGACARCGCCCTGCAGTCCGGGAACTCCCAGGAGAGCGTGACCCAGCAGGACAGT
AAGGACAGCACCTACAGCCTGAGCAGEACCCTGACCCTGAGCARAGCCGACTACGAGARGCACA
AGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGAGCTCCCCCGTCACCAAGAGCTTCARCAG
GGGGGAGTGT

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

SEQ ID NO:61: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T1L
MVLQTOVFISLLLWISGAYGDIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASQSVTISCY SFIHWYQQKP
GOPPKLLIYRASNLASGYPARFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCQQSRKSPHTFGGGTKY
EIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFY PREAKVQWKVDNALQOSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPYTKSFNRGEC

Secuencia de senal (1-20), Region variable {21-133), Region constante {134-
238)
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SEQ ID NO:62: Secuencia de nucledtidos de h#32A1-T2L
ATGGTGCTGCAGACCCAGGTGTTCATCTCCCTGCTGCTGTGGATCTCCGGCGCATATGGCGACA
TCGTGATGACCCAGRAGCCCTGACTCCCTTGCCGTGTCCCTGGGCGAGAGAGCCACCATCAGCTG
TAGAGCCTCCCAGAGCGTGACCATCTCCGGCTACAGCT TCATCCACTGGTACCAGCAGAAGCCT
GGCCAGCCTCCTAGACTTCTGATCTACAGAGCCTCCAACC TTGCCAGCGGCGTGCCTGCCAGAT
TCTCCGECAGCGGCTCCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCAGCTCCCTTCAGGCCGAGGACGT
GGCCGTGTACTTCTGTCAGCAGAGCAGARAGTCCCCTTEGACCTTCGCCGGCGGCACCARGGTG
GAGATCAAGCGTACGGTGGCCGCCCCCTCCETGTTCATCTTCCCCCCCTCCGACGAGCAGCTGA
AGTCCGECACCGCCTCCGTGGTGTGCCTGCTGAATAACTTC TACCCCAGAGAGGCCARGGTGCA
GTGEAAGGTGGACARCGCCCTGCAGTCCGGGARMCTCCCAGGAGAGCGTGACCGAGCAGEACAGE
AAGGACAGCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCARAGCCGACTACGAGAAGCACA
AGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGAGCTCCCCCGTCACCAAGAGCTTCAACAG

GGGGGAGTGT

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

SEQ ID NO:63: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T2L
MVLOTQVFISLLLWISGAYGDIVMTQSPDSLAVSLGERATI SCRASQSVTISGY SFIHWYQQOKP
GOPPRLLIYRASNLASGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYFCQQSRKSPRTFAGGTKY
EIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEY PREAKVOWKVDNALQSGNSQESYTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Secuencia de sefial (1-20), Regidn variable (21-133), Regién constante (134-
238)
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SEQ ID NO:64: Secuencia de nuclectidos de h#32A1-T3L
ATGGTGCTGCAGACCCAGGTGTTCATCTCCCTGCTGCTGTGGATCTCCGGCGCATATGGCGACA
TCGTGCTTACCCAGAGCCCTGRCTCCCTTGCCGTGTCCCTGGGCGAGAGAGCCACCATCAGCTG
TAGAGCCTCCCAGAGCGTGACCATC TCCGGCTACAGCTTCATCCACTGGTACCAGCAGRAGCCT
GGCCAGCAGCCTAGACTTCTGATCTACAGAGCCTCCAACCTTGCCAGCGGCATCCCTGCCAGAT
TCTCCGGCAGCGGCTCCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCAGC TCCCTTCAGGCCGAGGACGT
GGCCACCTACTTC TG TCAGCAGRGCAGRAAGTCCCCTTGGACCTTCGCCGGCGGCACCAAGGTG
GAGATCAAGCGTACGGTGGCCGCCCCCTCCGTGTTCATCTTCCCCCCCTCCGACGAGCAGCTGA
AGTCCGGCACCGCCTCCETGETCTGCCTGCTGRATARCTTC TACCCCAGAGAGGCCARGGTGCA
GTGCAAGCTGGACAACGCCCTGCAGT CCEGGAAC TCCCAGGAGAGCGTGACCGAGCAGGACAGT
AAGGACAGCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGRCCCTGAGCAAAGCCGACTACGAGAAGCACA
AGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGAGCTCCCCCGTCACCAAGAGCTTCAACAG

GGGGGAGTGT

?;acuencia de sefial (1-60), Regidn variable (61-399), Region constante (400-
4)

SEQ |D NO:65: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T3L
MVLOTOVFISLLLWISGAYGDIVLTQSPDSLAVSLGERATISCRASQSVTISGY SFIHWYQQKP
GOQPRLLIYRASNLASGI PARFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVATYFCQOSRKSPHTEAGGTKV
ETKRTVAAPSVFI FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHOGLSSPVTKS FNRGEC

Secuencia de seiial (1-20), Regién variable (21-133), Region constante (134-
238)
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SEQ ID NO:66: Secuencia de nucledtidos de h#32A1-T4L
ATGGTGCTGCAGACCCAGGTGTTCATCTCCCTGCTGCTGTGGATCTCCGGCGCATATGGCGACA
TCGTGCTTACCCAGAGCCCTGCCCTTGCCGTGTCCCTGGGCGAGAGAGCCACCATCAGCTGTAG
AGCCTCCCAGAGCETGACCATCTCCGGCTACAGCTTCATCCACTGGTACCAGCAGAAGCCTGGE
CAGCAGCCTAGACTTCTGATCTACAGAGCCTCCARCC TTGCCAGCGGCATCCCTGCCAGATTCT
CCGGCAGCGGCTCCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCAGCTCCCTTCAGGCCGAGGACGTGGE
CACCTACTTCTGTCAGCAGAGCAGARAGTCCCCTTGGACCTTCGCCGGCGECACCAAGCTGGAG
ATCAAGCGTACGGTGGECCGCCCCETCCETGTTCATCTTCCCCCCCTCCGACGAGCAGC TGARGT
CCGGCACCGCCTCCGTGGTGTGCCTGCTGRATAACT TCTACCCCAGAGAGGCCARGGTGCAGTS
GAAGGTGGACARCGCCCTGCAGTCCGGGAACTCCCAGGAGAGCGTGACCGAGCAGGACAGCAAG
GACAGCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAARGCCGACTACGAGAAGCACARGG
TGTACGCCTGCGAGETGACCCACCAGGGCCTGAGCTCCCCCGTCACCAAGAGCTTCAACAGGGE
GGAGTGT

Secuencia de senal (1-60), Regidn variabie (61-396), Region constante (400-
711)

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

QOPRLLIYRASNLASGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVATYFCQQSRKSPWTFAGGTKLE
IKRTVAAPSVFIF?PSDEQLKSGTASVVCLLNNEY PREAKVCOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSK
DSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHOGLSSPVTKSENRGEC

Secuencia de sefal (1-20), Regidn variable (21-132), Region constante (133-
237)
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SEQ ID NO:68: Secuencia de nucledtidos de h#32A1-T5L
ATGGTGCTGCAGACCCAGGTGT TCATCTCCCTGCTGCTGTGGATCTCCGGCGCATATGGCGACA

TCGTGCTTACCCAGAGCCCTGACTCCCTTGCCGTGTCCCTGGGCGAGAGAGCCACCATCAACTG
TAGAGCCTCCCAGAGCGTGACCATCTCCGGCTACAGCTTCATCCACTGGTACCAGCAGRAGCLT
GGCCAGCCTCCTAAGCTTCTGATCTACAGAGCCTCCARCCTTGCCAGCGGCATCCCTGCCAGAT
TCTCCGGCAGCGGCTCCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCAGCTCCCTTCAGGCCGAGGACGT
GGCCACCTACTACTGTCAGCAGAGCAGRARGT CCCCTTGGACCTTCGGCCAGGGCACCAAGGTG
GAGATCAAGCGTACGGTGGCCGCCCCCTCCGTGTTCATCTTCCCCCCCTCCGACGAGCAGCTGA
AGTCCGGCACCGCCTCCETGETGTGCCTGCTGARTARCTTCTACCCCRAGAGAGGCCAAGGTGCA
GTGGRAGGTGGACAACGCCCTGCAGTCCGGGAACTCCCAGGAGAGCGTGACCGAGCAGGACAGE
AAGGACAGCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAAAGCCGACTACGAGRAGCACA
AGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGLCTGAGCTCCCCCGTCACCAAGAGCTTCAACAG

GGGGGAGTGT

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

- SEQ ID NO:69: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T5L
MVLQTQVFISLLLWISGAYGDIVLTQSPDSLAVSLGERAT INCRASQSVTISGYSFIHWYQQKP
GOPPKLLIYRASNLASGI PARFSGSGSGTDETLTISSLOQAEDVATYYCOOSRKS PRTFGQGTKY
EIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEY PREAKVOWKVONALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPYTKSFNRGEC

Secuencia de sefial (1-20), Region variable (21-133), Region constante (134-
238)
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SEQ ID NQ:70: Secuencia de nuclestidos de h#32A1-T6L
ATGATECTECAGACCCAGS TET TCATCTCCCTGC TGCTGTGGATC TCCGGCGCATATGGCGACA

TCGTGCTTACCCAGAGCCCTGACTCCCTTGCCGTGTCCCTEGGCGAGAGARGCCACCATCAGCTE
TAGAGCCTCCCAGAGCGTGACCATCTCCGGCTACAGCTTCATCCACTGGTACCAGCAGAAGCCT
GGCCAGCCTCCTAGACTGCTGATCTACAGAGCCTCCARCCTTGCCAGCGGCATCCCTGCCAGAT
TCTCCGGECAGCGGCTCCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCAGCTCCCTTCAGGCCGAGGACGT
GGCCACCTACTTCTGTCAGCAGAGCAGARAGTCCCCTTGGACCTTCGLCGGCGGTACCAAGSTG
GAGATCAAGCGTACGGTGGCCGCCCCCTCCGTIGTTCATCTTCCCCCCCTCCGACGAGCAGCTCA
AGTCCGGCACCGCCTCCGTGETGTGCCPGC TCAATAACTTCTACCCCAGAGRGGCCARGGTECA
GTGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGTCCGGGAACTCCCAGGAGRGCGTGACCGAGCAGGACAGE
ARGGACAGCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCANAGCCGACTACGAGAAGCACA
AGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGAGCTCCCCCGTCACCAAGAGCTTCAACAG
GGGGGAGTGT

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

- SEQ ID NO:71: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T6L
MVLOTOVFISLLLWISGAYGDIVLTQSPDSLAVSLGERATISCRASQSVTISGYSFIHWYQQKP
GOPPRLLIYRASNLASGI PARFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVATY FCQQSRKSPRTFAGGTKY
EIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFY PREAKVOWKYDNALQSCGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKS FNRGEC

Secuencia de sefial (1-20), Region variable (21-133), Regién constante (134-
238)
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Figura 38

SEQ ID NO:72: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T7H
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGENFNDY FMNWVROAPEKGLEWVAQIRNKIYTYATEYAE
SLEGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARSLTGGDY FDYRGOGTLVTVSSASTKGPS
VFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKRVE PKSCDKTHTOPPC PAPELLGGPSVFLEFPPKPKDTLY
ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLS
PGK

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

SEQ ID NO:73: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T8H
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGENFNDY FMNWVEQAPGKGLEWVAQIRNKIYTYATFYAE
SLEGRVTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARSLTGGDY FDYWGOGTLVTVSSASTKGES
VFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKRVE PKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEFPPKEKDTLM
 I1SRTPEVTCYVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNOVSLTCLVKGEYPSDIAVE
WESNGQPENNYK|'TPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQGNVESCSVMEEALHNHY TQKSLSLS
BGK
Regidn variable (1-121), Regidn constante (122-451)

SEQ ID NO:74: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T9H
EVOLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFNFNDY FMNWVROAPGKGLEWVAQLRNKIYTYATFYAE
SLEGRETISRDONAKNSLYLQMSSLRAEDTAVYYCARSLTGGDY FDYWGOGTLVTVSSASTKGPS
VFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVE PKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPPKPKDTIM
ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRHQQGNVFSCSVMHEALHENEY TOKSLSLS
PGK .

Regidn variable (1-121), Regidn constante (122-451)
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Figura 32

SEQ ID NO:75: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T10H
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNENDY FMNWVROAPEKGLEWVAQIRNKI YTYATEYAE
SLEGRVTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARSLTGGDY FDYWGQGTLVTVSSASTKGPS
VFPLAPSSKSTSGGTARLGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTOTYICNVNHKPSNTKVDKRVE PKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLY
ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTI SKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLOSDGSFFLYSXLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALANHY TOKSLSLS
PCK

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

SEQ ID NO:76: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T11H
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGENFNDY FMNWVRQAPEKGLENVACT RNKI YTYATFYAE
SLEGRFTISRDNAKNSLYLOMSSLRAEDTAVYYCARSLTGGDYFDYWGQGTLVTVSSASTKGPS
VFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVETFPAVLOSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLM
ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPOVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVE
WESNGQOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQGNVESCSVMEEALHNHY TQKSLSLS
PGK

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

SEQ ID NO:77: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T12H
EVQOLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGENFNDY FMNWVROAPGKGLEWVAQIRNKIYTYATEFYAE
SLEGRVTISRDNAKNSLYLOMSSLRAEDTAVYYCARSLTGGDYEFDYWGQGTLVTVSSASTKGPS
VFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLCOSSGLY SLSSVVTV
PSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEPPKPKDTLM
ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVENAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFELY SKLTVDKSRWOQGNVESCSVMHEALHNHY TQKSLSLS
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
DIVMTQSPDSLAVSLGERATISCRASQSVTISGYSFIHWYOOKPGOFPKLLT YRASNLASGVPA

RFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVY YCOQSRKS PWT FGGGTKVETKRTVAAPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC .

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

SEQ D NO:79: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T8L

DIVMTOS PDSLAVSLGERATINCRASQSVTISGY SFIHWYQQKPGOPPRLLI YRASNLASGVPA
RFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCQQSRKS PWTFGGGTKVEI KRTVARPSVEIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFY PREAKVQWKVDONALQOSGNSQESVTECDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

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

SEQ 1D NO:80: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T9L
DIVMTOSPDSLAVSLGERATINCRASOSVTISGY SFIHWYQQOKPGOPPKLLI YRASNLASGVPA

RFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVY FCQQOSRKSPWTFGGGTKVEI KRTVAAPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHOGLSSPVTKSFNRGEC

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

SEQ 1D NO:81: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T10L
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASQSVTISGYSFTHWYQOKPGOPPKLLI YRASNLASGVPA
RFSGSGSCTDFTLTISSLOAEDVAVYYCQOSRKSPWTFAGGTKVE IKRTVAAPSVELFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

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

SEQ ID NO:82: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-11L
DIVMTQSPDSLAVSLGERATISCRASOSVTISGYS FIHWYQQKPGQPPRLLIYRASNLASGVPA

RFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCOQSRKS PWTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFEPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKYDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTY SLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

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

DIVMTQOSPDSLAVSLGERATISCRASQSVTISGYSFIHWYQOKPGQPPKLLIYRASNLASGVEA
RFSGSGSGTDETLTISSLOAEDVAVY FCQOSRKSPWTFGEGTKVEIKRTIVAAPSVEIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNATLQSGNSQESVTEQDSKDSTYSL3STLTLSKADYEK

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

SEQ ID NO:84: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T13L
DIVMTQSPDSLAVSLGERATISCRASQSVTISGYSFIHWYQOKPGQPPKLLI YRASNLASGVEA
RFSGSGSGTDFTLYISSLOAEDVAVYYCQQSRKS PHTFAGGTKVEIKRTVAAPSVEIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFY PREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQUSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HEKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

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

SEQ ID NO:85: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T14L
DIVMTQSPDS LAVSLGERATINCRASQSVTISGY SFIHWYQOKPGQPPRLLI YRASNLASGVEA
RESGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYFCOOSRKSPHTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALOSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTKOGLSSPVTKS FNRGEC

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

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

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASQSVTISGYSFIHWYQOKPGOPPRLLI YRASNLASGVPA
RFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVY YCOOSRKSPHTFAGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLILNNEYPREAKVCWKYDNALQSGNSQESVTEQDSKDS TY SLSSTLTLSKADYEK

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

SEQ ID NO:87: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T16L
DIVMTOSPDSLAVSLGERATINCRASQSVTISGYSFIHWYQQKPGQPPKLLIYRASNLASGVPA
RFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVY FCQQSRXS PWTFAGGTKVE IKRTVAAPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEG

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

SEQ ID NO:88: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T17L
DIVMTQSPDSLAVSLGERATISCRASQSVTISGYSFIHWYCGOKPGOPERLLLYRASNLASGVEA
RFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVY FCOQSRKSPRWTFGGGTKVEL KRTVAAPSVEIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNEYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK

HKVYACEVTHOGLSSPVTXSFNRGEC
[Regian varighlen(11+13R )Regmata@ﬂstaaﬁenﬁ‘l 14:248)s)|

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

DIVMTQSPDSLAVSLGERATISCRASQSVTISGYSE THWYQOKPGQPPRLLIYRASNLASGVPA
RFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVY YCQQSRKS PWTFAGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNEY PREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQUSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK

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

SEQ ID NO:90: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T19L

~ DIVMTQSPDSLAVSLGERATISCRASQSVTISGYSFIHWYQOKPGOPPKLLI YRASNLASGVPA
RFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVY FCQOSRKS PHTFAGGTKVETKRTVAAPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKS FNRGEC

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

SEQ ID NO:91: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T20L
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASQSVTISGYSFIHWYQOKPGOPPRLLIYRASNLASGVPA
RFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVY FCQQSRKS FWTFAGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
EKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

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

SEQ ID NO:92: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T21L
EILMTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVTISGYSFIHWYQOKPGQAPRLLI YRASNLASGI PA
RFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFALYYCOQSRKS PHTFGOGTKVE IKRTVAAPSVEFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALOSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHOGLSSPVTKSFNRGEC

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

EILMTOSPATLSLSPGERATLSCRASQSVTISGY SFIHNYQOKPGQAPRLLI YRASNLASGIPA
RFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFALYFCQQSRKSPWTFAQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFY PREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

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

SEQ ID NO:94: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T23L
ETLLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVTISGY SFIHWYQQKPGQAPRLLI YRASNLASGIPA

RFSCSGSGTOETLTISSLEPEDFALY YCQOSRKSPWIFGQGTKVEIKRTVARPSVEIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALDSGNSQESVTEQDSKDSTY SLESTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

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

SEQ ID NO:95: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T24L
ETILLTOSPATLSLSPGERATLSCRASQSVTISGYSFIEWYOQKPGOAPRLLI YRASNLASGI PA
RFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFALYYCQOSRKSPHTEGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHOGLSSPVTKSFNRGEC

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

SEQ ID NO:96: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-T25L

DILLTQS PATLSLSPGERATLSCRASQSVTISGYSFIHWYQOKPGOQPRLLIYRASNLASGIPA
RFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFATY FCOQSRKSPHTFAGGTKVEIKRTVAARPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTY SLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHOGLSSPVTKSFNRGEC

Regidn variable (1-113), Regién constante (114-218)
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Actividad TRAP (A405 nm)
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Actividad TRAP (A405 nm)
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Actividad TRAP (A405 nm)
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Figura 54

SEQ ID NO:98: Secuencia de nucledtidos de h#32A1-H1-1
ATGAAACACCTGTGGTTCTTCCTCCTGCTGGTGGCAGCTCCCAGATGGETGETGAGCGAARGTCC
AGCTTGTGGARAGCGGAGGGGGACTCGTTCAGCCAGGAGGCTCTCTGCGCCTGTCATGCGCTGE
CAGCGGATTTAATTTCAATGATTATTTTATGAAC TGGGTCAGECAGGCTCCGGGAAARGGGCTG
GAATGGGTCGCCCAGATCAGARRCAAGATCTATACTTACGCTACATTC TACGCCGCATCTGTAA
AGGGGAGGTTTACAATTAGTCGCGACAATGCARABAATAGTCTGTATCTCCARATGAACTCCCT
CCGCGCAGAGGATACTGCTGTCTACTACTGCGCCAGGTCCTTGACTGGCGGCGACTATTTTGAT
TACTGGGGACAGGGCACCCTGGTGACGGTGAGCTCAGCCAGCACCARGGGCCCTTCCGTGTTCC
CTCTGGCCCCTTGTAGCCGTTCCACCAGCGAGTCCACCECCGCCCTTGGCTGTCTGGTGAAGGA
CTACTTCCCTGAGCCTGTGACCGTGAGCTGGAACTCCGGAGCCCTTACCAGCGGCGTGCACACT
TTCCCTGOOGTGCTGCAGTCCAGCGGCCTTTACTCCCTGAGCTCCGTGG TGACCGTGCCTAGCT
CCRACTTCGGCACCCARACCTACACCTGTAACGTGGACCACAAGCCTAGCAACACCAAGGTGGA
CABGACCGTGGAGCGTAAGTGTTGTGTGGAGTGTCCTCCTTGTCCTGCCCCTCCTGTGGCCGGA
CCTTCCGTGTTCCTTTTCCC TCCTAAGCCTAAGGACACCCTGATGATCAGCCGTACCCCTGAGG
PGACCTGTGTGGTGETGGACGTGTCCCACGAGGACCCTGAGGTGCAGTTCAACTGGTACGTGGA
CGGCGTGGAGGTGCACARCGCCAAGACCARGCCTCGTGAGGAGCAATTCARCAGCACCT TCCGT
GTGGTGTCCGTGCTTACCGTGGTGCACCARGACTGGCTGAACGGCARGGAGTACAAGTGTAAGG
TGAGCAACANGGGACTTCCTGCCCCTATCGAGAAGACCATC TCCRAGACCARGGGCCAACCTCG
TGAGCCTCAAGTGTACACCCTTCCTCCTAGCCGTGAGGAGATGACCARGAACCARGTGTCCCTT
ACCTGTCTGGTGAAGGGCTTCTACCCTAGCGACATCGCCETGGAGTGGGAGTCCARCGGACAAC
CTGAGAACAACTACAAGACCACCCCTCCTATGCT TGACAGCGACGGCTCCTTCTTCCTGTACAG
CAAGCTGACCGTGGACAAGTCCCGTTGGCAACAAGGCAACGTGTTCAGCTGT TCCGTGATGUAC
GAGGCCCTGCACARCCACTACACCCARAAGAGCCTTTCCCTEAGCCCTGGAAAG

Secuencia de sefial (1-57), Regién variable (58-420), Region constante (421-
1398)

SEQ 1D NO:99: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-H1-1
MKHLWFFLLLVAAPRWVLSEVOLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFNFNDY FMNWVRQAPGKGL

EWVAQIRNKIYTYATFYAASVKGRFTISRDNAKNSLYLOMMSLRAEDTAVYYCARSLTGGDYED
YWGOGTLVTVSSASTKGPSVEPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDY FPEEVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSNFGTQTY TCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQEFNWYVDGVEVHENAKTKPREEQFNSTER
VVSVLTVVHODWLNGKE YKCKVSNXGLPAPIEKTI SKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLE
TCLVKGFYPSDIAVEWE SNGOPENNYKTTPPMLDS DGSEFLY SKLTVDKSRWQQGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

Secuencia de sefial (1-19), Region variable (20-140), Regién constante (141-
466)

28B4770-1-mcarvalho
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SEQ ID NO:100: Secuencia de nucledtidos de h#32A1-H5
ATGAAACACCTGTGGTTCTTCCTCCTGCTGGTGGCAGCTCCCAGATGGGTGCTGAGCGAGGTGC
AGGTGGTCGAGAGCGGCGGCGGACTTGTGCAGCCTGGCGGETCCCTGAGACTTAGCTGTGCCAC
CTCCGGCTTCAACTTCAACGACTACTTCATGARCTGGGTGAGACAGGCCCCTGGCARGGGCCTG
GAGTGGGTGGCCCAGATCAGAAACARGATCTACACCTACGCCACCTTCTACGCCGAGAGCCTTG
AGGGCAGATTCACCATCTCCAGAGACARCAGCARGTCCACCGTGTACCT TCAGATGARCTCCCT
GAGAGCCGAGGACACCGCCETGTACTACTGTACCAGAAGCCTTACCGGCGGCGAC TACTTCGAL
TACTGGEGCCAGGGCACCCTGETGACCGTGAGCTCAGCTCAGCACCARGGGCCCTTCCGTGTTCC
CTCTGGCCCCTTGTAGCC GTTCCACCAGCGAGTCCACCGCCGCCCTTGGCTGTCTGGTGARGGA
CTACTTCCCTGAGCC TGTGACCGTGAGC TGGAACTCCGGAGCCCTTACCAGCGGCGTGCACACT
TTCCCTGCCGTGCTGCAGTCCAGCGGCCT TTACTCCCTGAGCTCCGTGGTGACCGTGCCTAGCT
CCABCTTCGGCACCCARARCCTACACCTGTARCGTGGACCACARAGCCTAGCRAACACCARGGTGGA
CARGACCGTGGAGCGTAAGTGTTGTGTGGAGTGTCCTCCTIGTCCTGCCCCTCCTGTGGCCGGA
CCTTCCGTGTTCCTTTTCCCTCCTARGCCTAAGGACACCCTGATGATCAGCCGTACCCCTGAGG
TGACCTGTGTGGTGETGGACGTGTCCCACGAGGACCCTGAGGTGCAGTTCARCTGGTACGTGGA
CGGCOTGGAGGTGCACARCGCCAAGACCAAGCCTCGTGAGGAGCAATTCAACAGCACCTTCCGT
GTGGTETCCETGCTTACCETGETGCACCAAGACTGGCTGAACGGCARGGRGTACAAGTGTARGG
TGAGCAACARGGGACTTCCTGCCCCTATCGAGARGACCATCTCCAAGACCARGGGCCAACCTCG
TGAGCCTCARGTGTACACCCTTCCTCCTAGCCGTGAGGAGATGACCAAGAACCAAGTGTCCCTT
ACCTGTCTGGTGAAGGGC TTCTACCCTAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGTCCARCGGACAAC
CTGAGAACAACTACARGACCACCCCTCCTATGCTTGACAGCGACGGCTCCTTCTTCCTGTACAG
CAAGCTGACCOTGGACAAGTCCCGTTGGCAACAAGGCARCGTGTTCAGCTGTTCCGTGATGCAC
GAGGCCCTGCACARCCACTACACCCARRRGAGCCTTTCCCTGAGCCCTGGARAG

Secuencia de sefial (1-57), Region variable (58-420), Regién constante (421-
1398)

SEQ ID NO:101: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-H5
MKHLWEFLLLVAAPRWVLSEVOVVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGENFNDY FMNWVROAPGKGL
EWVAQIRNKIYTYATFYAESLEGRFTISRDNSKSTVYTLQMNSLRAEDTAVYYCTRSLTGGEYFD
YWGOGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRS TSESTAALGCLVKDY FPEPVTVSHNSGALTSGVHT
FPAVLOSSGLYSLSSYVTVPSSNEGTQTY TCNVDHK PSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAG
PSYFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTER
VVSVLTVVHODWLNGKEYKCKVSNKGL}?APIEKTISKTKGQPREE’QVYTLPPSREEMTKNQVSL
PCLVKGFYPSDIAVEWESNGCOPENNYKTTEPMLDSDGSFELYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMH
EALHNEYTOKSLSLSPGK

Secuencia de sefial (1-19), Region variable (20-140), Region constante (141-
466)



56/57

Figura 56

SEQ ID NO:102: Secuencia de nucieétidos de h#32A1-.2-15
ATGGTGCTGCAGACCCAGGTGTTCATCTCCCTGCTGCTGTGGATC TCCGGCGCATATGGCGARA
TTCTGATGACGCAGAGTCCTGCAACTCTTAGTCTGTCACCTGGCGAGAGAGCCACACTCAGCTG -
CCGBAGCGTCCCAGTCCGTGACCATTAGCGGCTATTCTTTTATTCATTGGTATCAGCAAAAGCCT
GGACAGGCGCCARGGCTGCTCATTTACAGAGCARGCAACCTTGCCTCTGGCATTCCAGCAAGAT
TCAGCGGGAGCGGATCAGGGRCAGAT TTCACCTTGACCATCTCCTCCCTGGAGCCGGAGGATTT
CGCGTTGTATTATTGTCAGCAATC TAGGARGAGTCCATGGACATTTGGCCAGGGCACCAAAGTG
GAGATCAAGCGTACGGTGGCCGCCCCCTCCGTGTTCATCTTCCCCCCCTCCGACGAGCAGCTGA
AGTCCGGCACCGCCTCCGTGGTGTGCCTGCTGAATARCT TCTACCCCAGAGRGGCCARGGTGCA
GTGCAAGGTGGACAACGCCCTGCAGTCCGGGAACTCCCAGGAGAGCGTGACCGAGCAGGACAGC
AAGGACAGCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCC TGAGCAAAGCCGACTACGAGARGCACA
AGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGAGCTCCCCCGTCACCAAGAGCTTCAACAG
GGGGGAGTGT

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

SEQ ID NO:103: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-L2-15
MVLOTOVFISLLLWISGAYGEILMTOSPATLS LSPGERATLSCRASQSVTISGYSFIRWYQOKP

GQAPRLLIYRASNLASGIPARRFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFALY YCQQSRKSPWTFGRGTKV
EIKRTVARPSVEIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEY PREAKVOWKVDNALQSCNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Secuencia de sefal (1-20), Regién variable (21-133), Regién constante (134-
238)
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SEQ ID NO:104: Secuencia de nucledtidos de h#32A1-L2-16
ATGGTGCTGCAGACCCAGGTGTTCATCTCCCTGCTGCTETGGATCTCCGGCGCATATGGCGRAA
TCCTGATGACRCAGAGTCCTGCGACCCTCTCCCTCTCACCAGGCGAGRGGGCCACCCTGTCTTG
TAGAGCCAGCCAGTCAGTCACTATTAGTGGATACTCATTTATCCATTGGTATCAACAGARACCA
GGACAGGCGCCTCGGCTTCTGATCTACCGCGCCTCARACCTTGCCTCTGGCATCCCCGCGAGGT
TCTCTGGCTCTGGCAGCGGTACCGAT TTTACACTGACTATCTCAAGCCTCGARCCTGANGACTT
CGCACTGTACTTTTGCCAGCAGAGCAGGAAGTCCCCCTGGACTTTTGCACAGGGAACCAARGTC
GAAATCAAGCGTACGGTGGCCGCCOCCTCCGTGTTCATCTTCCCCCCCTCCGACGAGCAGCTGA
AGTCCGGCACCGCCTCCGTGGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTACCCSAGAGAGGCCAAGGTGCA
GTGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGTCCGGGBACTCCCAGGAGAGCETGACCGAGCAGGACAGC
AAGGACAGCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCARRGCCGACTACGAGARGCACA
AGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGAGCTCCCCCGTCACCARGAGCTTCAACAG
GGGGGAGTGT

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

714)

SEQ ID NO:105: Secuencia de aminoacidos de h#32A1-L2-16
MVLOTQVFISLLLWISGAYGEILMTQSPATLS LS PGERATLSCRASQSVTISGYSFIHWYQOKP
GOAPRLLIYRASNLASGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFALY FCQOSRKSPATEAQGTKY
EIKRTVAAPSVEI FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFY PREAKVOWKVDNALCSGNSQESVTEQDS
KDSTYSL3STLTLSKADYEKHKVYACEVTHOGLSSPVTKSFNRGEC

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

238)

P



AR (7R HLHE) ' :

BFFRLOMAGOFTREODHMAXE  BUDAPEST TREATY ON THE INTERMATIONAL
. RECOGNITION OR THE DEPOSIT BF MICROGRGANISMS
ERT37 420510 FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURZ

TREREIE Y Bin k- TR ITRN REGEIPT IN THE CASE OF AN ORIGINAL DEPOSIT
issuod pursumnt to Rule 7,3 by tha INTERNATIONAL
L Tin 2N DEPOSITARY AUTHORITY identified st the bottom of this page.

IRFEEI VW TORRE
Bk (5 5) ’

sl B-SARASY
. REBERIEE EA & B

boh T 103-0426
ERM A ARGREIET AR LB

L. & BBk .
[ B L AR DA DB F) (RFHD)
entl-§igiec—15 Hybridoma H32A1 FERM BP-10909

I BREHERROSRE LR

BEOREDITE, ROFPTALRZLEX R BB HERTWE,
B BameR
9 pme toig

. BRHFERRORIE

ADMUFREDE, FE 20 £ 8 28 BIERELEIROMESE 25,

W. BE R HORE

ZERRFREYURIL. £ A E(Wl’iﬁ.ﬂiﬂ)Itﬂkﬁbklmﬂﬁi%&ﬂ!ﬁffb.
{ % B BEEFREARFERM P~ X0BW)

v, BB e Hm

BIATEEE AEREHRTGIN GUEHFET S~

£ International Patent 'Organlnn Depoaltary

IR
Nutionat Jnstitute of Adveocod Industrial Sciones and b0 aqﬂ’iu
=R

h-tarn T

Dr. Noboru Yymoto, Dir
bTa ARE EKRROEWITEIEE dhile (HEEFi05-4566)

AIST Tsukube Centyal B, 1-1, Higathi 1-cheme Tsukubn-shl,
lbarakl-ken 303-3566 Jepan

Tk 2046 (08) 87 22 R




INTERNATIONAL FORM
BUDAPEST TREATY ON THE [NTERNATIONAL
- RECOGNITION OF THE DEPOGSIT OF MICROORGANISMS
- FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE

RECEIPT IN THE CASE OF AN ORIGINAL DEPOSIT
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INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY
ideniified al the bottom of this page

NAME AND ADDRESS Daiichi Sankyo Company, Limited

OF DEPOSITOR Representative Direclor and President
Takashi Shoda _
5-1, Nihonbashi Honche 3 chome, Chuo-ku,
Tokyo 103-8426 Japan

1. IDENTIFICATION OF THE MICROORGANI SM

(Identification reference given by (he DEPOSITOR) { Accession number )
anti-Siglec—15 Hybridoma #3241 FERM BP-10999

2. SCIENTIFIC DESCRIPTION AND / OR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION

The microorganism identified under 1 above was accompanied by :

a scientific descriplion
a proposed taxonomic designation

3. RECEIPT AND ACCEPTANCE .

This International Depositary Authority accépts the microorganism identified under
column 1, which was received by it on August 28, 2008 (date of the original deposii).

4, RECEIPT OF REQUEST OF TRANSFERRING

Our Iniernational Depository Authority accepted a microorganism described in column 1
0f . And we accepted the request of transferring the
microorganism from original deposittio the deposit and Budapest Treatly

on , .

5. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY

Name : _International Palent Organism Depositary
National Insiitule of Advanced Indusirial Science and Technology

of Dr. Nobaru Yumoio, Director

Address AIST Tsukuba Ceniral 6, 1-1, Higashi l-chome, Tsukuba-shi,
* Tbaraki-ken 305-8566, Japan
Date : Augusi 28,
‘Heisei 20 (2008)
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1. [DENTIFICATION OF THE MICROORGANISM

(Identification reference given by the DEPOSITOR) ( Accession number )
anli=Siglec~15 Hybridoma #32A1 _ FERM BP~10999

2. SCIENTIFIC DESCRIPTION AND / OR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION

The microorganism identified under 1 above was accompanlcd by :

a scientific descripiion
x] a proposed taxonomic designation
3. RECEIPT AND ACCEPTANCE

This Iniernational Deposiiary Avthorily accepts ihe microorganism identified under
column 1, which was received by it on August 28, 2008 (date of the original deposit).

4. RECEIPT OF REQUEST OF TRANSFERRING

Our Inlernational Depository Authority accepied a microorganism described in column 1
on . And we accepted lhe requesi of transferring the
microorganism from orlglnal depositto the deposit and Budapesi Treaty

on , }
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Address :  AIST Tsukuba Central 6, 1-1, Higashi I1-chome, Tsukuba~shi,
Ibaraki-lken 305-8566, Jlapan .

Date : Augusi 28,
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C12N15/09, A61K39/395, a6lPl/02, A61P3/14, A61P19/08, A61P19/10,
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L Claims Nos.: 38-42
because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

The inventions as set forth inclaims 38 to 42 pertain tomethods for treatment
of the human bedy by surgery or therapy and methods for diagnosis of the same
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{Continued to extra sheet)

2. D Claims Nos.:

because they relate to parts of the intemational applicetion that do not comply with the preseribed requirements to such an
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3. D Claims Nos,:
because they are dependent claims and are not drafied in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).
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SUPERINTENDENCIA

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
EXTRACTO PARA PUBLICACION
SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT

(21) N° de solicitud:
22) Fecha de soficitud:

(30} Prioridad ~ (31)  Prioridad  (32)

{(51) Int C: C12N 015/009
(71)Solicitante(s)  DAINCHI SANKYO COMPANY, LIMITED

Fecha (33) Pais

2009-094613 09/04/2009 JP
{72) Inventor{es)  YOSHIHARU HIRUMA
Y OTROS
(74) Apoderado:  LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
(85) Fecha limite inicio fase nacional:  09/11/2011 (87)  Publicacion internacional

(86) Datos relativos a la presentacién de la solicitud PCT
Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 07/04/2010
No. de solicitud PCTAJP2010/056284

Fecha: 14/10/2010
N° publicacion: Wo 2010/117011 At

(54) Titwto: ~ ANTICUERPQ ANTI-LECTINA SIMILAR A INMUNOGLOBULINA DE UNION A ACIDO SIALICO-15

Reivindicacién(es):

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

2-  El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo
de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado ademds
porque: una secuencia de cadena pesada contiene una region
variable que tiene CDRH1, CDRHZ, y CDRH3, y la CDRH1
comprende una secuencia de aminoacidos representada por
SEQ ID NO: 44, la CDRH2 comprende cualguiera de las
secuencias de aminodcidos representadas por SEQ 1D NO: 45
y SEQ D NO: 97, y la CDRH3 comprende una secuencia de
aminodcidos representada por SEQ ID NO: 46, y una
secuencia de cadena ligera contiene una regién variable gue
tiene CDRL1, CDRL2, y CDRL3, y la CORL1 comprende una
secuencia de aminodcidos representada por SEQ 1D NO: 47,
la CDRL2 comprende una secuencia de aminodcidos
representada por SEQ 1D NO: 48, y la CDRL3 comprende una
secuencia de aminodcidos representada por SEQ 1D NO: 48.

3.-  El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo
de conformidad con la reivindicacidn 2, caracterizado ademas
porque contiene una secuencia de region variable de cadena
pesada que comprende residucs de aminodcidos 20 a 140 de
una secuencia de aminodcidos representada por SEQ 1D NO:
41 y una secuencia de regidn variable de cadena ligera que
comprende residuos de aminodcidos 21 a 132 de una
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO; 43,

4-  El fragmento funcional del anticuerpa 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.

5-  El anticuerpo de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, caracterizado ademds poraue 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 reivindicacidn 6, caracterizado ademds
porque comprende una secuencia de cadena pesada que
comprende residuos de aminodcidos 20 a 470 de una
secuencia de aminodcidos representada por SEQ 1D NQ: 41y
una secuencia de cadena ligera que comprende residuos de
aminodcidos 21 a 237 de una secuencia de aminodcidos
representada por SEQ 1D NO: 43,

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

9.-  Elanticuerpo de conformidad con la reivindicacion 7 u
8, caracterizado ademas porque la cadena pesada tiene una
region constante de una cadena pesada de inmunoglobulina
(2 humana y la cadena ligera tiene una region constante de
una cadena ligera x de inmunoglobulina humana.
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 11 - 0062609

Bogota D.C., Junic 28 de 2011 - 17:25:22

RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS

NI 860.041.367

*** Soporte del Pago ™™

®

TIPO PAGO BANCO CUENTA No PAGO FECHA PAGD VR.PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 411768501 28/06/2011 53.477.000.00
*** Conceptos Pagados ™"
CANT RENTISTICO CONCEPTC VEUNDHTARIO Ve CONCEPTO
150005-01-01 SOLICITUDES 1'{‘%%&%% DE SOL. DE PATENTE DE 571.000.00 571.000.00
$571.000.00

SON: *QUINIENTOS SETENTA Y UN MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable:

Recibo de Caja Aplicado al Exp%diente No.

E

iy

11

SUF'ER[NTEN

0,

DE
NCia DE-INDUSTR'IA Y COMERCIO

S LT

0000.009q

-07-08
Z1y)] Dap. 2020y
. IRNUEY
E ve: 378 ASCR
NTACIO Folios: :;5 ENAGIONAL)

(o 15369841\ 02679

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Begoats, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gev.co e-mai. info@sic.gov.ca Conmutadar: (871) 5870000 Fax: (ST1) 5870284 Linpa: 018000-910165 Call Center: [571) 6513240

. Junic 28 de 2011 -17:25:34
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-1-

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA No. 11 - 0062585

Bogota D.C., Junio 28 de 2011 - 17:25:22

RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS

NI 860.041.367

TIPO PAGO BANCO

** Soporte del Pago "
No PAGO ~~ FECHAPAGO = VRPAGO |

CUENTA

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA

062754387 411768501 28/06/2011 53.477.000.00

CANT. RENTISTICO

CONCFPTQ

*** Conceptos Pagados ***
Vr UNDITARIO WV CONGEPTO

150005-01-01 SOLICITUDES

ResPonsabIe:
_**t **_

1?;3% Csh%scﬂwnvo CAMBIOO TITULARIDAT-TRANSFERENCIA3G1.000.00

SON: *TRESCIENTOS SESENTA Y UN MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

361.000.00
$361.000.00

]
. Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

oL 15369- 8- Ol

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA v COMERC

LTI

-085127-.000600-
Fecha: 2011-07-08 11:53:55 o
Tra. 11 PATENTEvif
Act. 411 PRESENTACION

Dep. 2020 DIR NUEVAS
Eve: 378 FASEN iR
Folles: 345 ACIONALY

Scdo Centre: Carrera 13 No. 27 - 00 Plsos 3,45 y 10 Bogotd, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gav.co a-mai: infa@@isic.gov.co Conmutador: {571) 5870000 Fax: [571) 5870284 Linea: 018000-810165 Call Contar: (571) 65132440

. Junio 28 de 2017 - 17:25.4
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
ol

§§*s*egnsa bie:

o _ RECIBO DE CAJA No. 11 - 0062648
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Junio 28 de 2011 - 17:25:22
RECIBIDO DE : CAVELIER ABOCGADOS NI 860.041.367
*** Soporte del Pago ***

TIPQ PAGO BANCO CUFENTA No PAGO FECHA PAGO VR PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 411768501 28/06/2011 53.477.000.00
*** Conceptos Pagados ***

CANT RENTISTICO CONCEPTO VI UNDITARIO Ve CONCEPTO
1 50005-01-09 %TEI?[%%_ SERVICIOS DE PROPIEDAD 1%? A‘N%Srﬁ ANUAL AKOS 17 8 20 PARA 935.000.00 935.000.00

SON: **NOVECIENTOS TREINTA Y CINCO MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

$935.000.00

. Junic 28 de 2011 - 17:26:38

e ——
. Recibo de Caja Aplicado al EBpediente No.

Ol o [ged-guv- 0L

e}
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERC

s TR

1-085127- .00000-0000 UEVASCR
: & 5355 Dep. 2020 DIR.
?eChi? 1 2?31;»?%%7&%1\?&53 Eve: 378 FA55ENACIONAL'|
Ar:tﬁ 414 PRESENTACION  Folios: 34

Sode Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co o-mai: info@sle.gov.co Conmutador: (571} 8870000 Fax: {571} 5870284 Linca; §018000-810165 Call Conter: (571) 6513240
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO |
NIT : 800.176.089-2

. Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

. Julio 1 de 2011 - 10:43:52

Responsabe:

Mloy 138 -84 1-ce—

-/
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Julio 01 de 2011 - 16:17:52
RECIBIDO DE . CAVELIER ABOGADOS NI 860.041.367
*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGO BANCO CUENTA No. PAGO FECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 182169960 61/07/2011 26.530.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT _RENTISTICO CONCFPTO Ve UNIMTARIO VMV CONCEPTD
1 50005-01-04 PRESENTACION DE OBSERVAGCIONES 12 MARCAS Y LEMAS COMERCIALES 304.000.00 304.000.00
psememES T e e $_ 30_4_.99(299_“
SON; “*TRESCIENTOS CUAT

MIL PESCS MONEDA CORRIENTE***

]

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

RRITAMEARRIR RN

. 11-085127- -00000-0
Fecha: 2011-07-08 11:53:55 _Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYII

Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION Folios: 345

Sede Centro: Carrera 13 No, 27 - 90 Pisos 3,4,5 v 10 Bogotd, D.C.- Calombia
Wab: www.sic.gov.ce a-mal: info@sic.gov.co  Conmuladar: (571) 470000 Fax: (571} 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
.-

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA No. 11 - 0064521

Bogota D.C., Julio 01 de 2011 - 16:17:52

RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS

NI 860.041.367

*** Soporte del Pago ***

CLENTA

No PAGO _FECHA PAGQO VR PAGO

TIPQO PAGO BANCO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA

062754387

182169960 01/07/2011 26.530.000.00

*** Conceptos Pagados **

*

NEUNDITARIO Ve CONCEPTO

SON: "VEINTE MIL PESO

CANT._ RENTISTICO CONCEPTO
1 50005-01-09 QTROS SERVICIOS DE PROPIEDAD 99 OTROS SERVCIOS ADMINISTRATIVOS 20.000.00 20.000.00
INDUSTRIAL $20.000.00

ONEDA CORRIENTE***

Responsable:
1***&1{**_

. Recibo de Caja Aplicadhag%diente No.

. Julic 1 de 2015 - 16:48:54

Sup [
ER!NT&NDENCIA Oe INDUSTRIA v COMERCIO

Qo)) (T36-Bu 026

Sede Centro: Carrora 13 No, 27 - 00 Plsos 3,4,5 y 10 Bogot4, D.C.- Calombia
Web: www.slc.gov.co o-mal: infe@sic.gov.co  Conmulador: {571) 5870000 Fax: {571) 5670284 Linea: 018000-910155 Call Center: (571} 6513240

Illll"ll!‘l!llllillllllll!ol)olol!l)l_!ﬂllll

0.11-085127
Fecha: 201 1-07-08 11- 5
T 15 AT 11:53:55 Dep. 2020
Ety) ; DIR.NUEVASC
Act. 414 PRESENTACION ngﬁgg 3F4ASSENACIONALIR
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PLANILLA DE RADCAGION - DIGITALZACION DUARIA RELACION DE ANEXDS

ol e e AL i b e o i e

lowemdmsz [rectz Reterid:
Tipo ds Radicactn:  Entrada i E Trekdo; Convecio:
Radicador Plandly

0| oRasasin s s ftem Unidad de Conservacion

¢ o
F~0BS1.20-Cony j 2 |pisquetes
|2 3 |V

] 4 [Fotos

4 5 |Libro

i § |MuestaFisica

8 7 |Otros

i 8 |Planos

§ 8 [Periedico

g t  |Pubicacion Perindica

it 11 .|Sobre blanco tamafio carta
il -2 |Sobreblinco tamano oficio
] 13 |Sobre de manila

i

U QObservaciones
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Industria y Comercio

¥

7 Pt

SUPERINTENDENGIA DE INDUSTRIA ¥ COMERCIO

LT

5127- -00000-0000

) Fecha: 2011-07-08 11:53
PATENTE DE INVENCION [ ] MODEL T 11 PATENTEI . gy 2 QIRNUEVASCR 3y

Eve: 378 FASENACIO
Act. 411 PRESENTACION Folics: 345 CIONAL

EENRN

Indicacion que se solicita una patente.

Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcion de la invencién

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)
Completa D Incompleta l:]

PATENTE E?NVENCIC)N PCT mODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

K4

I:] Dibujos de ser estos pertinentes
@/ Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

B/ Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada inicialmente {capfitulo descriptivo,

Indicacidn que se solicita una PCT

reivindicatorio, resumen)

Completa l: Incompleta I:

DISENO INDUSTRIAL | ] (Art. 119 Decisién 486/00)

L]
]

]
]

Indicacién que se solicita Disefio industrial

Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud

Representacion gréfica y fotografica del Disefio industrial o muestra del material gue incorpora el
disefio

Comprabante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta D

ESQUEMA DE TRAZADO [ | (Art. 92 Decision 485/00)

OO0

Indicacion que se solicita un esquema de trazado
Datos de identificacion def salicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacion grafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta l:l

PIf¥2-FOR {200G.11-18) '




