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MOLECULAS DE FUSION DEL ECD DE SIGLEC-9 Y METODOS DE USO DE ESTAS

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS
[001] La presente solicitud reivindica el beneficio de prioridad de las Solicitudes
Provisionales Estadounidenses numeros 62/930,227, presentada el 4 de noviembre de
2019, 63/014,940, presentada el 24 de abril de 2020, y 63/092,753, presentada el 16 de
octubre de 2020, todas ellas se incorporan en la presente mediante referencia para cualquier

proposito.

CAMPO
[002] La presente descripcidn se refiere a moléculas de fusion del ECD de Siglec-9 y usos

terapéuticos de tales proteinas de fusion.

ANTECEDENTES

[003] La lectina 9 similar a Ig que se une al acido sialico (Siglec-9) es una proteina
transmembrana tipo 1 similar a inmunoglobulina que se expresa en células inmunitarias y
hematopoyéticas, incluidas células mieloides inmaduras y maduras, tales como monaocitos,
macrofagos, células dendriticas, neutrofilos. y microglia, asi como células linfoides, tales
como células asesinas naturales y subconjuntos de linfocitos T (Crocker et al. (2007) Nat
Rev Immunol. 7:255-266; O’'Reilly y Paulson (2009) Trends in Pharm. Sci. 30:5:240-248; y
Macauley et al. (2014) Nat. Rev. Imm. 14: 653-666). Siglec-9 es un miembro de la familia
Siglec de lectinas que se unen a residuos de &cido sialico de glicoproteinas y glicolipidos.
Los ligandos potenciales para las proteinas Siglec son los gangliésidos, que son glicolipidos
gue comprenden una ceramida unida a un glicano sialilado. La diversidad en los ligandos
Siglec se genera mediante la adicién de otros azlUcares neutros y acido sialico en diferentes
enlaces, ramificados o terminales, y la modificacién del propio acido siélico.

[004] Se han identificado catorce proteinas Siglec en seres humanos y nueve en ratones
gue se componen de 2-17 dominios de Ig extracelulares, incluido un dominio de tipo Ig V-
set (IgV) amino-terminal que contiene el sitio de union del acido sialico. EI dominio IgV
contiene dos residuos aromaticos y una arginina en un motivo que estad altamente
conservado en todas las Siglec (Crocker et al. (2007) Nat Rev Immunol. 7:255-266;
McMillan y Crocker (2008) Carbohydr Res. 343:2050-2056; Von Gunten y Bochner (2008)
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Ann NY Acad Sci. 1143:61-82; May et al. (1998) Mol Cell. 1:719-728; Crocker et al. (1999)

Biochem J. 341:355-361; y Crocker y Varki (2001) Trends Immunol. 2:337-342). Los sitios
de unién del ligando han sido mapeados por estructuras cristalinas con y sin ligando unido
(Attrill et &l., (2006) J. Biol. Chem.281 32774-32783; Alphey et al. (2003) J. Biol. Chem. 278:5
3372-3377; Varki et al., Glycobiology, 16 pp. 1R-27R; y May et al. (1998) Mol. Cell 1:5:719-
728). Debido a que las membranas celulares son ricas en &cidos sidlicos, la union de
ligandos de Siglec puede ocurrir en cis y en trans, lo que afecta sus propiedades funcionales.
Cada Siglec tiene una preferencia distinta para unirse a los diversos tipos de glicanos
sialilados que se encuentran en la superficie de las células de mamiferos (Crocker et al.
(2007) Nat Rev Immunol. 7:255-266; y Crocker et &l. (2007) Nat Rev Immunol. 7:255—-266).
[005] La mayoria de las proteinas Siglec, incluida la Siglec-9, son receptores inhibidores
que contienen una 0 mas secuencias de motivos inhibidores inmunorreceptores basados en
tirosina (ITIM) en sus dominios citoplasmaticos. Los Siglec inhibidores actian como
reguladores negativos de la funcién inmunoldgica (Crocker et al. (2007) Nat Rev Immunol.
7:255-266; McMillan y Crocker (2008) Carbohydr Res. 343:2050-2056; y Von Gunten y
Bochner (2008) Ann NY Acad Sci. 1143:61-82). Otros Siglec son receptores de activacion
gue contienen secuencias de motivos de activacién inmunorreceptores basados en tirosina
(ITAM) en sus dominios citoplasmaticos. Estas Siglec actian como reguladores positivos de
la funcién inmunitaria (Macauley SM. et al., (2014) Nature Reviews Immunology 14, 653—
666).

[006] La familia de proteinas Siglec juega un papel en la patogénesis tumoral. Muchos
tumores humanos regulan por incremento de manera potente los ligandos de &cido sialico
gue se unen a Siglec-9, lo que puede permitir la evasion inmunitaria y la evolucién del cancer
(Jandus et al. (2014) J. Clinic. Invest. 124:1810-1820). Por el contrario, los tumores que
carecen de biosintesis de &acido sialico tienen un crecimiento reducido en ratones (Stanczak
et al. (2018) J Clin Invest.128:4912-4923). Ciertos SNP en Siglec-3, 7, 9 estdn asociados
con un riesgo reducido de cancer colorrectal y de pulmon (1d.).

[007] Todas las referencias mencionadas en la presente, incluidas publicaciones y

solicitudes de patente, se incorporan a la presente en su totalidad mediante esta referencia.

COMPENDIO
[008] La presente descripcion se refiere generalmente a proteinas de fusion de dominio



10

15

20

25

30

3
extracelular (ECD) Siglec-9 y métodos para tratar el cancer y enfermedades

neurodegenerativas mediante el uso de proteinas de fusion del ECD de Siglec-9.

[009] En algunas modalidades, un polipéptido aislado que comprende un dominio Siglec-9
IgV que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de cualquiera de las SEQ
ID NO: 109-137 y 214-226. En algunas modalidades, el polipéptido comprende un dominio
extracelular (ECD) Siglec-9 que comprende el dominio Siglec-9 IgV, un dominio C2 tipo 1
(C2T1) y un dominio C2 tipo 2 (C2T2). En algunas modalidades, el polipéptido comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada de cualquiera de las SEQ ID NO: 79-107 y
194-206. En algunas modalidades, el polipéptido del dominio Siglec-9 IgV no comprende la
region proxima a la membrana de Siglec-9, como se muestra en la SEQ ID NO: 147 (MPR).
[0010] En algunas modalidades, el polipéptido comprende ademéas un dominio Fc. En
algunas de estas modalidades, el dominio Fc esta ubicado en el extremo C del polipéptido.
En algunas modalidades, el dominio Fc tiene un isotipo IgG1. En algunas modalidades, el
dominio Fc comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de las SEQ ID NO:
142-144 y 234-239. En algunas modalidades, el dominio Fc comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 142 o 143. En algunas modalidades, el dominio Fc
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 142. En algunas modalidades,
el polipéptido aislado comprende un dominio Fc con un isotipo de IgG1 humana que tiene
(a) unién reducida a FcyRlll; (b) citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC)
reducida y/o actividad de unién al complemento reducida; (c) unién aumentada a FcyRlla; o
cualgquier combinacion de a), b) y/o c), con respecto al polipéptido IgG1 de la SEQ ID No:
142. En algunas modalidades, el dominio Fc comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 143. En algunas modalidades, el dominio Fc tiene un isotipo IgG4. En algunas
modalidades, el dominio Fc comprende una secuencia de aminoacidos que se selecciona
de entre las SEQ ID NO:145-146.

[0011] En algunas modalidades, el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada de cualquiera de las SEQ ID NO: 11-39, 148-160 y 168-170. En algunas
modalidades, el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de
cualquiera de las SEQ ID NO: 49-77, 171-183 y 191-193. En algunas modalidades, el
polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de cualquiera de las
SEQ ID NO: 49-77 y 171-193, que carece de su péptido sefial.

[0012] En algunas modalidades, se proporciona un polipéptido aislado que comprende un
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dominio IgV Siglec-9, que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 138.

En algunas modalidades, se proporciona un polipéptido aislado que comprende un dominio
IgV de Siglec-9, que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 138 que
comprende ademas un dominio Fc, ubicado opcionalmente en el extremo C del polipéptido.
Opcionalmente, el dominio Fc tiene un isotipo de IgG1l humana. En algunos casos, el
polipéptido comprende ademas una secuencia enlazadora. En algunas modalidades, el
dominio Fc comprende una secuencia de aminoacidos que se selecciona de entre las SEQ
ID NO:142-144. En algunas modalidades, el dominio Fc comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 142 o 143. En algunas modalidades, el polipéptido
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 139. En algunas modalidades,
el dominio Fc tiene un isotipo IgG4. En algunas modalidades, el dominio Fc comprende una
secuencia de aminoacidos que se selecciona de las SEQ ID NO: 145-146.

[0013]En algunas modalidades, se proporciona un polipéptido aislado que comprende un
dominio IgV de Siglec-9, que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 78
unida en su extremo C a un dominio Fc. En algunas modalidades, el polipéptido comprende
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:10. En algunas modalidades, el polipéptido
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:227. En algunas modalidades,
el dominio Fc tiene un isotipo IgG1. En algunas modalidades, el dominio Fc comprende una
secuencia de aminoacidos que se selecciona de las SEQ ID NO: 142-144 y 234-239. En
algunas modalidades, el dominio Fc comprende la secuencia de aminoé&cidos de la SEQ ID
NO: 142 o 143. En algunas modalidades, el dominio Fc comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 142. En algunas modalidades, el polipéptido aislado
comprende un dominio Fc con un isotipo de IgG1 humana que tiene (a) unién reducida a
FcyRIll; (b) citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) reducida y/o actividad
de unién al complemento reducida; (c) unién aumentada a FcyRlla; o cualquier combinacién
de a), b) y/o c), con respecto al polipéptido IgG1 de la SEQ ID NO: 142. En algunas
modalidades, el dominio Fc comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 143.
En algunas modalidades, el dominio Fc tiene un isotipo IgG4. En algunas modalidades, el
dominio Fc comprende una secuencia de aminoacidos que se selecciona de las SEQ ID
NO: 145-146. En algunas modalidades, se proporciona un polipéptido aislado que
comprende un dominio IgV de Siglec-9, que comprende una secuencia de aminoacidos

seleccionada de cualquiera de las SEQ ID NO: 45-48 y 228-233, que carece de su péptido
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sefal asociado. En algunas modalidades, el polipéptido comprende una secuencia de

aminoacidos seleccionada de cualquiera de las SEQ ID NO: 45-48 y 228-233. En algunas
modalidades, el polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 45,
gue carece de su péptido sefial asociado. En algunas modalidades, el polipéptido
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 45. En algunas modalidades, el
polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 48, que carece de
su péptido sefal asociado.

[0014] En algunas modalidades, se proporciona un polipéptido aislado que comprende un
dominio IgV de Siglec-9, que comprende la secuencia de aminoacidos de cualquiera de las
SEQ ID NO: 207-213 y un dominio Fc ubicado en el extremo C del polipéptido. En algunas
modalidades, el dominio Fc tiene un isotipo IgG1l. En algunas modalidades, el dominio Fc
comprende una secuencia de aminoacidos que se selecciona de las SEQ ID NO: 142-144
y 234-239. En algunas modalidades, el dominio Fc comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 142 o 143. En algunas modalidades, el dominio Fc comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 142. En algunas modalidades, el polipéptido
aislado comprende un dominio Fc con un isotipo de IgG1 humana que tiene (a) union
reducida a FcyRIIl; (b) citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) reducida
y/o actividad de unién al complemento reducida; (c) union aumentada a FcyRlla; o cualquier
combinacién de a), b) y/o c), con respecto al polipéptido IgG1 de la SEQ ID NO: 142. En
algunas modalidades, el dominio Fc comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 143. En algunas modalidades, el dominio Fc tiene un isotipo IgG4. En algunas
modalidades, el dominio Fc comprende una secuencia de aminoacidos que se selecciona
de las SEQ ID NO: 145-146. En algunas modalidades, el polipéptido comprende una
secuencia de aminoéacidos seleccionada de cualquiera de las SEQ ID NO: 161-167. En
algunas modalidades, el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada de cualquiera de las SEQ ID NO: 184-190, que carece del péptido sefial. En
algunas modalidades, el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada de cualquiera de las SEQ ID NO: 184-190.

[0015]En cualquiera de las modalidades de un polipéptido aislado que comprende un
dominio IgV de Siglec-9 proporcionado en la presente, el polipéptido puede unirse al acido
sidlico en la superficie de las células. En algunas de estas modalidades, las células son

células tumorales. En algunas modalidades, las células expresan FcR, por ejemplo,
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FcRyllA. En algunas modalidades, las células son células mieloides. En algunas

modalidades, las células mieloides se seleccionan de monocitos, macréfagos, células
dendriticas, microglia y células supresoras derivadas de mieloides (MDSC).

[0016]En cualquiera de las modalidades de un polipéptido aislado que comprende un
dominio IgV de Siglec-9 proporcionado en la presente, el polipéptido:

a) bloguea la union celular de uno cualquiera o0 mas miembros de la familia Siglec
seleccionados de Siglec-3, Siglec-5, Siglec-7, Siglec-9, Siglec-10 y Siglec-15;

b) alivia la supresion de linfocitos T mediada por MDSC, opcionalmente segun se

determina al medir un aumento en la expresioén de IFNy o un aumento en la proliferacién de

linfocitos T,
C) repolariza las MDSC a un fenotipo proinflamatorio;
d) aumenta la expresion de CD86 en las MDSC, aumenta la expresion de CD11b en

las MDSC y/o disminuye la expresion de CD163 en las MDSC,;

e) repolariza los macrofagos tumorales lejos de un fenotipo M2;

f) reduce los macrofagos CD163+ y/o CD206+;

0) induce la expresion de una o mas quimiocinas seleccionadas de CCL3, CCL4,
CCL5, CCL17, CXCL1, CXCL9 e IL-8 en las MDSC;

h) reduce el reclutamiento de células mieloides en el microambiente tumoral;

i) se une a las MDSC con una afinidad inferior a 100 nM, inferior a 50 nM, inferior a

25 nM, inferior a 20 nM, inferior a 10 nM, inferior a 5 nM, inferior a 2 nM, 1-50 nM, 1-25 nM,
1-20 nM, 1-10 nM, 1-5nM 0 1-2 nM; o

)] uno cualquiera o mas de (a) a (i).

En algunas de estas modalidades, las MDSC son MDSC humanas y/o los macréfagos son
macrofagos humanos.

[0017]En algunas modalidades, se proporciona un acido nucleico aislado que comprende
una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido aislado que comprende un
dominio IgV de Siglec-9 proporcionado en la presente. En algunas modalidades, el acido
nucleico aislado codifica una secuencia de aminoacidos seleccionada de cualquiera de las
SEQ ID NO: 48-77, 171-193 y 228-233. En algunas modalidades, el acido nucleico aislado
codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de
cualquiera de las SEQ ID NO: 10-39, 148-170 y 227. En algunas modalidades, se

proporciona un vector de expresion que comprende el acido nucleico aislado.
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[0018] En algunas modalidades, se proporciona una célula hospedadora que comprende un

acido nucleico aislado o un vector de expresion proporcionado en la presente. En algunas
modalidades, se proporciona una célula hospedadora que expresa un polipéptido aislado
gue comprende un dominio IgV de Siglec-9 proporcionado en la presente. En algunas
modalidades, se proporciona un método para producir el polipéptido, que comprende cultivar
la célula hospedadora. En algunas de tales modalidades, el polipéptido es aislado.
[0019]En diversas modalidades, se proporciona una composicion farmacéutica que
comprende un polipéptido aislado que comprende un dominio de IgV Siglec-9 proporcionado
en la presente y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En algunas modalidades, la
composicion farmacéutica puede comprender (i) un polipéptido tal como se describe en la
presente con su péptido sefial, o (ii) un polipéptido que carece de su péptido sefal; y un
portador farmacéuticamente aceptable.

[0020]En algunas modalidades, se proporciona un método para tratar el cancer, que
comprende administrarle a un sujeto con cancer un polipéptido aislado que comprende un
dominio IgV de Siglec-9 proporcionado en la presente o una composicion farmacéutica que
comprende el polipéptido. En algunas modalidades, el cancer es un tumor sélido asociado
con un microambiente tumoral que comprende células mieloides. En algunas modalidades,
el cancer se selecciona de carcinoma de células renales, sarcoma, cancer de pancreas,
glioblastoma, cancer de ovario, cancer colorrectal, cancer de pulmén, melanoma, cancer de
vejiga, cancer de cabeza y cuello, cancer de mama y cancer de Utero. En algunas
modalidades, el método comprende ademas administrar un antagonista de PD-1 o PD-L1,
opcionalmente donde el antagonista de PD-1 o PD-L1 es un anticuerpo que se une a PD-1
o PD-L1, respectivamente. En algunas modalidades, el método comprende adicionalmente
la administracién de uno o mas agentes quimioterapéuticos.

[0021]En algunas modalidades, se proporciona un método para tratar una enfermedad
neurolégica o neurodegenerativa, que comprende administrarle a un sujeto con una
enfermedad neurolégica o neurodegenerativa un polipéptido aislado que comprende un
dominio IgV de Siglec-9 proporcionado en la presente o una composicion farmaceutica que
comprende el polipéptido. En algunas modalidades, la enfermedad neuroldgica o
neurodegenerativa se caracteriza por una microglia disfuncional o deficiente. En algunas
modalidades, la enfermedad neuroldgica o neurodegenerativa se selecciona de demencia,

demencia frontotemporal, enfermedad de Alzheimer, demencia vascular y deterioro
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cognitivo leve, enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral amiotrofica (ELA), enfermedad

de Huntington, enfermedad de tauopatia, esclerosis multiple, neuropatias inmunomediadas
(tales como dolor neuropatico), enfermedad de Nasu-Hakola, leucoencefalopatia de
aparicion en pacientes pediatricos y leucoencefalopatia de aparicion en adultos con
esferoides axonales y glia pigmentada (ALSP).

[0022] En algunas modalidades, se proporciona un meétodo para repolarizar células
supresoras derivadas de mieloides (MDSC) a un fenotipo proinflamatorio en un sujeto, que
comprende administrarle a un sujeto con una enfermedad neurolégica o neurodegenerativa
un polipéptido aislado que comprende un dominio IgV de Siglec-9 proporcionado en la
presente o una composicion farmacéutica que comprende el polipéptido. En algunas de
tales modalidades, el sujeto tiene cancer. En algunas modalidades, el cancer es un tumor
solido asociado con un microambiente tumoral que comprende células mieloides. En
algunas modalidades, el cancer se selecciona de carcinoma de células renales, sarcoma,
cancer de pancreas, glioblastoma, cancer de ovario, cancer colorrectal, cancer de pulmon,
melanoma, cancer de vejiga, cancer de cabeza y cuello, cAncer de mama y cancer de Gtero.
En algunos casos, el cancer es metastasico. En algunas modalidades, el sujeto tiene una
enfermedad neurologica o neurodegenerativa. En algunas modalidades, la enfermedad
neuroldgica o neurodegenerativa se caracteriza por una microglia disfuncional o deficiente.
En algunas modalidades, la enfermedad neurodegenerativa se selecciona de demencia,
demencia frontotemporal, enfermedad de Alzheimer, demencia vascular y deterioro
cognitivo leve, enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica (ELA), enfermedad
de Huntington, enfermedad de tauopatia, esclerosis multiple, neuropatias inmunomediadas
(tales como dolor neuropatico), enfermedad de Nasu-Hakola, leucoencefalopatia de
apariciobn en pacientes pediatricos y leucoencefalopatia de aparicion en adultos con
esferoides axonales y glia pigmentada (ALSP).

[0023]En algunas modalidades, se proporciona un método para repolarizar macrofagos
tumorales lejos de un fenotipo M2 en un sujeto que tiene cancer, el método comprende
administrarle al sujeto un polipéptido aislado que comprende un dominio IgV de Siglec-9
proporcionado en la presente o una composicion farmacéutica que comprende el
polipéptido. En algunas modalidades, el cancer es un tumor sélido asociado con un
microambiente tumoral que comprende células mieloides. En algunas modalidades, el

cancer se selecciona de carcinoma de células renales, sarcoma, cancer de pancreas,
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glioblastoma, cancer de ovario, cancer colorrectal, cancer de pulmoén, melanoma, cancer de

vejiga, cancer de cabeza y cuello, cAncer de mamay cancer de utero. En algunos casos, el
cancer es metastasico.

[0024] En algunas modalidades, se proporciona un método para activar células mieloides
en un sujeto, donde el método comprende administrarle al sujeto un polipéptido aislado que
comprende un dominio IgV de Siglec-9 proporcionado en la presente o una composicién
farmacéutica que comprende el polipéptido. En algunos casos, las células mieloides son
microglia. En algunas modalidades, el sujeto tiene cancer. En algunas modalidades, el
cancer es un tumor solido asociado con un microambiente tumoral que comprende células
mieloides. En algunas modalidades, el cancer se selecciona de carcinoma de células
renales, sarcoma, cancer de pancreas, glioblastoma, cancer de ovario, cancer colorrectal,
cancer de pulmoén, melanoma, cancer de vejiga, cancer de cabeza y cuello, cancer de mama
y cancer de Utero. En algunos casos, el cancer es metastasico. En algunas modalidades, el
sujeto tiene una enfermedad neuroldgica o neurodegenerativa. En algunas modalidades, la
enfermedad neuroldgica o neurodegenerativa se caracteriza por una microglia disfuncional
o deficiente. En algunas modalidades, la enfermedad neurodegenerativa se selecciona de
demencia, demencia frontotemporal, enfermedad de Alzheimer, demencia vascular y
deterioro cognitivo leve, enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica (ELA),
enfermedad de Huntington, enfermedad de tauopatia, esclerosis mdultiple, neuropatias
inmunomediadas (tales como dolor neuropético), enfermedad de Nasu-Hakola,
leucoencefalopatia de aparicion en pacientes pediatricos y leucoencefalopatia de aparicion

en adultos con esferoides axonales y glia pigmentada (ALSP).

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[0025]La FIG. 1 muestra la expresion en la superficie de Siglec-9 en linfocitos T infiltrantes
de tumores, macrofagos y granulocitos, de una muestra representativa de adenocarcinoma
de pulmon.

[0026] La FIG. 2 muestra la secuencia de aminoacidos de Siglec-9 humana (SEQ ID NO: 1).
Desde el extremo N al extremo C, la secuencia del péptido sefial esta en negrita; el dominio
de union al ligando de IgV esta subrayado con la Arg conservada indicada en negrita
sombreada); la secuencia intermedia esta en negrita y en cursiva (ALTHR; SEQ ID NO: 3);

el dominio C2 tipo 1 esta en cursiva; la secuencia intermedia estd en negrita y cursiva
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(LNVSYP; SEQ ID NO: 4); y el dominio C2 tipo 2 esta subrayado y en cursiva. El motivo

ITIM (LQYASL; SEQ ID NO: 5) y el motivo de tipo SLAM (TEYSEI; SEQ ID NO: 6) estan
subrayados y sombreados. Se predice que el dominio transmembrana se produce a partir
de los aminoacidos 349-369 de la SEQ ID NO: 1.

[0027]La FIG. 3 muestra propiedades calculadas in silico de determinadas variantes de
Siglec9-IgV modificadas genéticamente a pH 7,4, concentracion 100 mM de NaCly 298 K,
como se describe en el Ejemplo 5.

[0028]La FIG. 4 muestra la expresion de IFNy por linfocitos T solos o cocultivados con
células supresoras derivadas de mieloides (MDSC) en contacto con S9.1-higG1 (S9-higG1),
como se describe en el Ejemplo 9.

[0029]La FIG. 5 muestra la expresion de IFNy por linfocitos T solos o cocultivados con
MDSC en contacto con anticuerpos para Siglec-3 (aS3), Siglec-7 (aS7), Siglec-9 (aS9-1 and
aS9-2), una combinaciéon de aS3, aS7, and aS9-2 o S9.1-higG1 (S9-hlgG1l), como se
describe en el Ejemplo 10.

[0030]La FIG. 6 muestra la expresion de IFNy por linfocitos T cocultivados con MDSC en
presencia de concentraciones crecientes de S9.1-higG1 (S9-hlgG1) o S9.A-hlgG1 LALAPS
(S9-hlgG1 LALAPS), como se describe en el Ejemplo 11.

[0031]La FIG. 7 muestra la expresion de CCL5 (arriba) y CCL17 (abajo) de las MDSC en
contacto con S9.A-higG1l (S9-higG1l) o S9.A-higG1l NSLF (S9-hlgGl NSLF), como se
describe en el Ejemplo 12.

[0032]La FIG. 8 muestra la expresion de CD86 (arriba) y CD163 (abajo) de las MDSC en
contacto con S9.A-higG1l (S9-higG1l) o S9.A-hlgG1l NSLF (S9-hlgG1l NSLF), como se
describe en el Ejemplo 13.

[0033] La FIG. 9A-9C muestran el porcentaje de macréfagos CD14+CD163+ en relacién con
el total de células CD45+ (9A), macréfagos CD14+CD206+ en relacion con el total de células
CD45+ (9B) y la expresion en la superficie de CD206 en macréfagos CD14+ (9C) en ratones
tratados con S9.1-higG1 (S9-1gG1), S9.A-higG1 NSLF (S9-hlgG1 NSLF) o control de isotipo
higG1, como se describe en el Ejemplo 14.

[0034]La FIG. 10 muestra la cantidad de plaquetas, neutréfilos, linfocitos y monocitos por
microlitro de sangre en ratones tratados con S9.1-hlgG1 (S9-hlgG1), S9.A-hlgG1 NSLF (S9-
higG1 NSLF) o control de isotipo higG1, como se describe en el Ejemplo 15.

[0035]La FIG. 11 muestra el crecimiento tumoral de en ratones C57BL/6 transgénicos que
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expresan Siglec-3, Siglec-7 y Siglec-9 humanas (S3/7/9 BAC), a los que se les implantaron

células MC38 y se trataron con anticuerpo anti-PD-L1, como se describe en el Ejemplo 16.
[0036] La FIG. 12 muestra el crecimiento tumoral de en ratones C57BL/6 transgénicos que
expresan Siglec-3, Siglec-7 y Siglec-9 humanas, a los que se les implantaron células MC38
y se trataron con S9.B-mlgG2a (S9-mlgG2a), como se describe en el Ejemplo 17.
[0037]La FIG. 13 muestra el crecimiento tumoral de en ratones C57BL/6 transgénicos que
expresan Siglec-3, Siglec-7 y Siglec-9 humanos, a los que se les implantaron células MC38
y se trataron con anticuerpo anti-PD-L1 o la combinacion de S9.B-mlgG2a (S9-mlgG2a) y
anticuerpo anti-PD-L1, como se describe en el Ejemplo 18.

[0038]La FIG. 14 muestra la union de fusiones Fc que comprenden los dominios
extracelulares (ECD) de Siglec-3 (S3-miIgG1l), Siglec-5 (S5-mlgG1l), Siglec-7 (S7-migG1l),
Siglec-9 (S9-migG1l), y Siglec-10 (S10-mIgG1) a la superficie de las MDSC en presencia de
concentraciones crecientes de S9.1-hlgG1, como se describe en el Ejemplo 19.

[0039]La FIG. 15 muestra un modelo ilustrativo del mecanismo de accién de una molécula
de fusién del ECD de Siglec-9-Fc (Siglec-9-Fc). Siglec-9-Fc se une al ligando (acido sialico)
en las células cancerosas a traveés de su resto del ECD de Siglec-9 (panel izquierdo).
Basandose en los estudios de la presente, y sin limitarse a ninguna teoria, se cree que
Siglec-9-Fc se une tanto a FcR (por ejemplo, FcyRIIA) como al ligando (acido sialico)
expresado en células mieloides (panel derecho). La union se produce a través del resto Fc
y el resto del ECD de Siglec-9, respectivamente, de la molécula Siglec-9-Fc mediante una
interaccién de union cooperativa (o cis). En consecuencia, Siglec-9-Fc se une con mayor
afinidad a las células mieloides en comparaciéon con las células que no expresan FcR, lo
gue da como resultado un direccionamiento preferencial a las células mieloides in vivo y la
activacion de las células mieloides.

[0040]La Fig. 16A y la Fig. 16B muestran que S9.A-mlgGL1 (S9-mlgG1) repolariza de forma
Unica las MDSC en comparacion con otras fusiones Siglec-Fc, como se describe en el
Ejemplo 19. Cada conjunto de barras es, de izquierda a derecha, S3-migG1, S5-mlgG1, S7-
mlgG1, S9-migG1, S10-migG1l y migG1.

[0041]La Fig. 17 muestra la deteccion de la expresion de acido sidlico en muestras
tumorales mediante inmunohistoquimica (IHC).

[0042]La Fig. 18 muestra la union de diversas variantes de Siglec-9-Fc a las células

tumorales A375 y la repolarizacion de las células supresoras derivadas de mieloides
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(MDSC), medida por la regulacion por incremento de CD86 y la regulacion por disminucion

de CD163. La Fig. 18 también muestra el rendimiento de produccién y la estabilidad,
medidos mediante la temperatura de fusion y el porcentaje de mondémero, para cada
variante.

[0043]La Fig. 19A-19C muestra la correlacion entre la induccion de CD86 en un ensayo
MDSC frente a la unién a células tumorales A375 (19A), la correlacion entre el rendimiento
de produccion y la unién a células tumorales A375 (19B) y la correlacion entre la estabilidad
y la union a células tumorales A375 (19C) para diversas variantes de Siglec-9-Fc.
[0044]La Fig. 20 muestra la reduccién de los nodulos pulmonares en ratones S3/7/9 BAC
a los que se les inyectaron por via intravenosa células de melanoma de ratén B16F10 y se
trataron con S9.B-mlgG2a (S9-Fc) en comparacion con ratones S3/7/9 BAC a los que se les
inyectaron por via intravenosa células de melanoma de ratén B16F10 y se trataron con
control de isotipo.

[0045]La Fig. 21 muestra que la monoterapia con S9.B-migG2a inhibe el crecimiento
tumoral en un modelo de cancer de mama singénico E0771 en comparacion con el control
de isotipo.

[0046]La Fig. 22 muestra los resultados de los experimentos de citometria de flujo para
determinar el efecto del acoplamiento del receptor Fcy sobre la unién de Siglec-9-Fc a
células supresoras privadas de mieloide (MDSC). La Fig. 22A muestra que la unién de
Siglec-9-hlgG1 (S9-hlgG1) NSLF (rombo) a MDSC esté en el intervalo de nM bajo. La Fig.
22B muestra que la union de Siglec-9-hlgG1 LALAPS, que es silenciosa para Fc, es ~75
veces mas débil que la de Siglec-9-hlgG1 NSLF. La Fig. 22C muestra la unién de Siglec-9-
higG1 (SEQ ID NO: 40) a la linea celular de cancer de referencia A549, que no expresa
ningun receptor Fcy. Las curvas de union para los controles de isotipo (triangulo) también
se muestran en cada panel de la figura.

[0047]La Fig. 23 muestra los resultados de exponer un panel de acido sialico que contiene
glicanos a varias moléculas de fusion Siglec Fc, incluida Siglec-9-hlgG1. El sombreado mas
oscuro indica un mayor grado de unién. Como muestra la figura, la molécula Siglec-9-hlgG1
se une a una variedad de restos de 4cido sialico, en contraste con otras moléculas de fusion
Siglec.

[0048]La Fig. 24 compara la unién de Siglec-9-hlgG1 y Siglec-9-higG1 NSLF a células

sanguineas. La Fig. 24A compara la union de las dos moléculas a monocitos sanguineos
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basandose en la intensidad de fluorescencia media (MFI). La Fig. 24B muestra la MFI

asociada con la union a varios tipos de células sanguineas.

[0049]La Fig. 25 muestra el efecto de Siglec-9-higG1l NSLF sobre la proliferacion de
linfocitos T. La Fig. 25A muestra que la presencia de MDSC inhibi6 la proliferacion de
linfocitos T en dos muestras de donantes, que se restaurd en cada muestra por Siglec-9-
higG1 NSLF. La Fig. 25B proporciona una curva de respuesta a la dosis para determinar la
EC50 de Siglec-9-hlgG1 NSLF en la restauracion de la proliferacion de linfocitos T, que fue
de alrededor de 1-2 nM.

[0050]La Fig.26 muestra que Siglec-9-hlgG1 NSLF demostré una potencia mejorada, en
~10 veces, en comparacién con Siglec-9-hlgG1, en la induccién de interferon gamma (IFN-
g) cuando se incubé Siglec-9-higG NSLF con MDSC y linfocitos T.

[0051] La Fig. 27 muestra que Siglec-9-hilgG1 NSLF induce un perfil de expresion génica
potente cuando se incuba con MDSC, y este perfil es congruente con la repolarizacion de
macrofagos.

[0052]La Fig. 28A muestra que Siglec-9-higG1 NSLF provoca un aumento en la
polarizacion M1 (regulacion por incremento de CD86) en comparacion con los anticuerpos
anti-Siglec 15, anti-PD-L1 y anti-LILRB2. La Fig. 28B muestra que Siglec-9-hlgG1 NSLF
provoca una disminucién en la polarizacion M2 (regulacion por disminucién de CD206) en
comparacion con los anticuerpos anti-Siglec 15, anti-PD-L1 y anti-LILRB2.

[0053] La Fig.29 muestra que Siglec-9-mlgG2a en combinacién con un anticuerpo anti-PD-
L1 disminuye el crecimiento de células de tumor de mama EQ771 implantadas en ratones
en mayor medida que un control de isotipo o Siglec-9-mlgG2a o anticuerpos anti-PD-L1
solos.

[0054] La Fig. 30 muestra el impacto de Siglec-9-mIgG2a (triangulos hacia arriba) o control
de isotipo (mlgG2a) (cuadrados) en la expresion de CD86 (Fig. 30A) o CD11b (Fig. 30B) a
partir de células mieloides esplénicas.

[0055] La Fig. 31 muestra las propiedades de determinadas variantes adicionales de Siglec-
9-Fc.

[0056] La Fig. 32 muestra que las variantes S9.36, S9.37 y S9.38 se comportaron de manera
similar a Siglec-9-Fc-hlgG1 (barras negras, segunda desde la izquierda), con una
disminucién de la expresion de CD163 (Fig. 32A) y CD206 (Fig. 32B).) y aumento de la
expresion de CD86 (Fig. 32C) en comparacion con un control de isotipo (barras sombreadas
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en el extremo izquierdo).

[0057]La Fig. 33 muestra los perfiles de tiempo concentracion medio de Sigled-9-hlgG1
(circulos rellenos) y Siglec-9-higG1l NSLF (cuadrados sin relleno) en suero de monos
cynomolgus.

[0058] La Fig. 34 muestra los perfiles cinéticos de diversas variantes de Siglec-9-Fc después
de la inyeccion intravenosa en bolo a ratones transgénicos Siglec 3/7/9 BAC.

[0059] Se debe entender que es posible combinar una, algunas o todas las propiedades de
las diversas modalidades descritas en la presente para formar otras modalidades de la
presente invencion. Estos y otros aspectos de la invencidn seran evidentes para un experto
en la técnica. Estas y otras modalidades de la invencion se describen adicionalmente en la

descripcién detallada que sigue.

DESCRIPCION DETALLADA

[0060] En la presente se proporcionan polipéptidos que comprenden el dominio extracelular
de Siglec-9 y un compafiero de fusién, por ejemplo, un dominio Fc. Las moléculas de fusion
del ECD de Siglec-9-Fc muestran inesperadamente una union cooperativa a células
mieloides, lo que da como resultado una potente activacion de estas células inmunitarias
innatas, en comparacion con los anticuerpos contra Siglec-9 u otras proteinas Siglec. Tal
activacion es util, por ejemplo, En el tratamiento del cancer, trastornos neurodegenerativos
y otras enfermedades y trastornos en los que el sistema inmunolégico podria de otro modo
estar inapropiadamente suprimido. También se proporcionan en la presente polipéptidos
gue comprenden variantes del dominio extracelular de Siglec-9, y en el dominio IgV en
particular, que estan disefiados para mejorar la estabilidad, solubilidad y unién a ligandos
y/u otras propiedades. Tales variantes son utiles en moléculas de fusion para activar la
respuesta inmunitaria como se describié anteriormente. Otras invenciones y modalidades
se describen adicionalmente en la presente.

Definiciones

[0061] Las expresiones “dominio extracelular de Siglec-9” y “ECD de Siglec-9” se refieren a
un polipéptido de dominio extracelular de Siglec-9 o un fragmento de este que se une al
acido sidlico en la superficie de las células. Los términos incluyen variantes naturales y
artificiales de estos. En algunas modalidades, un ECD de Siglec-9 comprende el dominio
IgV de Siglec-9. En algunas modalidades, un ECD de Siglec-9 comprende el dominio IgV y
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el dominio C2 tipo 1 (C2T1) y el dominio C2 tipo 2 (C2T2) de Siglec-9. Los ECD de Siglec-

9 ilustrativos no limitantes se muestran en las SEQ ID NO: 78-138.

[0062] La expresion “molécula de fusion del ECD de Siglec-9” se refiere a una molécula que
comprende un ECD de Siglec-9 y un compafiero de fusion unido covalentemente, tal como
un dominio Fc, albamina o polietilenglicol (PEG). En algunas modalidades, el compafiero de
fusion esta unido al extremo C del ECD de Siglec-9. Una molécula de fusion del ECD de
Siglec-9 en la que el compariero de fusion es un dominio Fc también puede denominarse
en la presente “molécula de fusién del ECD de Siglec-9-Fc", “ECD de Siglec-9-Fc” o “Siglec-
9-Fc”. Las moléculas de fusion del ECD de Siglec-9-Fc ejemplares no limitantes se muestran
en las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 10-77 y 139, incluidas aquellas
secuencias con o sin sus péptidos sefial asociados.

[0063]La expresion “union especifica”, “se une especificamente” o es “especifico para” un
resto objetivo significa que la unién es perceptiblemente diferente de una interaccion no
especifica. La unién especifica se puede medir, por ejemplo, al determinar la uniéon de una
molécula de prueba para el resto objetivo en comparacion con la unidon de la molécula de
prueba para un resto de control. La molécula de prueba se une especificamente al resto
objetivo si la afinidad de unién por el resto objetivo es al menos 2 veces, 0 al menos 3 veces,
o al menos 5 veces, 0 al menos 10 veces mas fuerte que la afinidad de union por el resto
de control. Para evitar dudas, la unién especifica no requiere que una molécula de prueba
no se una a otros restos.

[0064] Una “modificacién de aminoacidos” en una posicion especificada, por ejemplo, de un
ECD de Siglec-9 de la presente descripcion, se refiere a la sustitucién o delecién del residuo
especificado, o la insercion de al menos un residuo de aminoacido adyacente al residuo
especificado. La insercion "adyacente" a un residuo especificado significa insercién dentro
de uno a dos residuos de estos. La insercion puede ser en el extremo N o en el extremo C
con respecto al residuo especificado. La modificacion de aminoacido preferida en la
presente es una sustitucion.

[0065] La expresidn “region Fc” se usa en la presente con el significado de una region de
extremo C de una cadena pesada de inmunoglobulina, que incluye regiones Fc de
secuencia natural y regiones Fc variantes. A pesar de que los limites de la regién Fc de una
cadena pesada de inmunoglobulina pueden variar, la region Fc de cadena pesada IgG

humana se define generalmente como que incluye un polipéptido de un residuo de
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aminoacido en la posicion Cys226, o de Pro230, al extremo carboxilo de esta. Es posible

eliminar la lisina del extremo C (residuo 447 conforme al sistema de numeraciéon EU) de la
region Fc, por ejemplo, durante la produccion o purificacién del polipéptido que contiene la
region Fc o mediante la modificacion recombinante del acido nucleico que codifica el
polipéptido que contiene la region Fc. Las regiones Fc de secuencia natural adecuadas para
Su uso en la presente descripcion incluyen IgG1, 19G2, IgG3 e 1IgG4 humanas.

[0066] Una «regién Fc de secuencia nativa» comprende una secuencia de aminoacidos
idéntica a la secuencia de aminoacidos de una regidén Fc que se encuentra en la naturaleza.
Las regiones Fc humanas de secuencia natural incluyen una region Fc de IgG1 humana de
secuencia natural (alotipos A y no A); una regién Fc de IgG2 humana de secuencia natural;
una region Fc de IgG3 humana de secuencia natural; y una regién Fc de IgG4 humana de
secuencia natural, asi como variantes de origen natural de estas.

[0067]Una "regidn Fc variante" comprende una secuencia de aminoacidos que difiere de la
de una region Fc de secuencia nativa en virtud de al menos una modificacion de
aminoacidos, preferiblemente una o mas sustituciones de aminoacidos. Preferentemente, la
region Fc variante tiene al menos una sustitucion de aminoacido en comparacion con una
region Fc de secuencia natural, por ejemplo, de alrededor de una a alrededor de diez
sustituciones de aminoacidos, y preferentemente de alrededor de una a alrededor de cinco
sustituciones de aminoacidos en una region Fc de secuencia natural. La region Fc variante
en la presente tendra preferentemente al menos alrededor de 80 % de homologia con una
region Fc de secuencia natural y, mas preferentemente, al menos alrededor de 90 % de
homologia con estas y, mas preferentemente, al menos alrededor de 95 % de homologia
con estas.

[0068] “Receptor de Fc” o “FCR” describe un receptor que se une a la region Fc. El FcR
preferido es un FcR humano de secuencia natural. Ademas, un FcR preferido es uno que
une una region Fc de 1gG (un receptor gamma) e incluye receptores de las subclases FcyRl,
FcyRIl'y FcyRIIl, que incluyen variantes alélicas y formas empalmadas, de forma alternativa,
de estos receptores, los receptores FcyRIl incluyen FcyRIIA (un “receptor de activacion”) y
FcyRIIB (un “receptor de inhibicion”), que tiene secuencias de aminoacidos similares que
difieren principalmente en los dominios citoplasmaticos de estos. El receptor de activacion
FcyRIIA contiene un motivo de activacion inmunorreceptor basado en tirosina (“ITAM”) en

su dominio citoplasmico. El receptor de inhibicion FcyRIIB contiene un motivo de inhibicidon
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inmunorreceptor basado en tirosina (“ITIM”) en su dominio citoplasmico. Otros FCR estan

abarcados por el término “FcR” en la presente. Los FcR también pueden aumentar la
semivida en suero de las moléculas que comprenden regiones Fc.

[0069] Es posible analizar la union a FcR in vivo y la semivida en suero de polipéptidos con
unién de gran afinidad al FcR humano, por ejemplo, en ratones transgénicos o lineas
celulares humanas transfectadas con expresion de FCR humano, o en primates a los que
se les administran los polipéptidos que tienen una region de Fc variante. WO 2004/42072
(Presta) describe regiones de Fc variantes de anticuerpo con mejor 0 menor union a FcR.
Véase también, por ejemplo, Shields et al., J. Biol. Chem. 9(2):6591-6604 (2001).

[0070] Tal como se utilizan en la presente, “porcentaje (%) de identidad de secuencia de
aminoacidos” y “homologia” con respecto a una secuencia de polipéptido de referencia se
refiere al porcentaje de residuos de amino&cido en una secuencia de consulta que son
idénticos a los residuos de aminoacidos en la secuencia de polipéptidos de referencia,
después de alinear las secuencias e introducir espacios, de ser necesario, para lograr el
porcentaje méaximo de identidad de secuencia y sin considerar ninguna sustitucion
conservadora como parte de la identidad de secuencia. La alineacién a efectos de
determinar el porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos puede lograrse de
diversas formas conocidas por el experto en la técnica, por ejemplo, mediante el uso de
software informético disponible al publico, tal como el software BLAST, BLAST-2, ALIGN o
MEGALIGN™ (DNASTAR). Los expertos en la técnica pueden determinar parametros
adecuados para medir la alineacion, lo que incluye cualquier algoritmo conocido en la
técnica necesario para lograr la alineacion maxima en la longitud completa de las
secuencias que se comparan.

[0071]Una molécula de acido nucleico “aislada” que codifica un polipéptido, tal como un
polipéptido que comprende un ECD de Siglec-9 de la presente descripcion, es una molécula
de acido nucleico que se identifica y se separa de al menos una molécula contaminante con
la que normalmente se asocia en el entorno en el que se produjo. Preferentemente, el acido
nucleico aislado esta libre de asociacion con la mayoria o sustancialmente todos los
componentes asociados con el entorno de produccion. Las moléculas de &cido nucleico
aisladas que codifican los polipéptidos de la presente se distinguen de los acidos nucleicos
gue existen naturalmente en las células.

[0072] Tal como se utiliza en la presente, se pretende que el término “vector” haga referencia
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a una molécula de acido nucleico que puede transportar otro acido nucleico al cual se

enlazo. Un tipo de vector es un “plasmido”, lo que hace referencia a un ADN de doble cadena
circular al que se pueden ligar segmentos de ADN adicionales. Otro tipo de vector es un
vector fagico. Otro tipo de vector es un vector viral, en el que los segmentos de ADN
adicionales se pueden ligar en el genoma viral. Ciertos vectores son capaces de replicacion
autonoma en una célula huésped en la que se introducen (por ejemplo, los vectores
bacterianos que contienen un origen bacteriano de replicacion y vectores episomales de
mamiferos). Otros vectores (por ejemplo, vectores no episomales de mamiferos) se pueden
integrar en el genoma de una célula huésped luego de la introduccion en la célula huésped,
y desde alli se replican junto con el genoma del huésped. Asimismo, determinados vectores
pueden dirigir la expresion de genes a los que se encuentran enlazados de forma operativa.
Se hace referencia a dichos vectores en la presente como «vectores de expresion
recombinantes» o simplemente, «vectores de expresion». En general, los vectores de
expresion de utilidad en las técnicas de ADN recombinante se suelen encontrar en forma de
plasmidos. En la presente memoria descriptiva, «plasmido» y «vector» se pueden utilizar de
forma indistinta, ya que el plasmido es la forma de vector mas comunmente utilizada.
[0073] “Polinucledtido” o “acido nucleico”, tal como se utilizan de manera indistinta en la
presente, se refieren a polimeros de nucleétidos de cualquier longitud e incluyen ADN y
ARN. Los nucleétidos pueden ser desoxirribonucledtidos, ribonucleétidos, nucleotidos
modificados o bases y/o sus analogos, o cualquier sustrato que se pueda incorporar en un
polimero mediante polimerasa de ADN o ARN, o mediante una reaccion sintética.

[0074] Una “célula hospedadora” incluye una célula individual o un cultivo celular que puede
contener o contiene un vector u otro acido nucleico exégeno, por ejemplo, que incorpora
una insercion de polinucle6tido. En algunas modalidades, el vector u otro &cido nucleico
exdgeno se incorpora al genoma de la célula hospedadora. Las células hospedadoras
incluyen progenie de una unica célula hospedadora y puede no necesariamente ser
completamente idéntica (en morfologia o en complemento de ADN gendmico) a la célula
progenitora original debido a mutaciones naturales, accidentales o deliberadas. Una célula
hospedadora incluye células que comprenden (por ejemplo, transfectadas con) un
polinucledtido o polinucledétidos de esta invencién.

[0075] “Portadores” tal como se usa en la presente incluye vehiculos, excipientes o

estabilizadores farmacéuticamente aceptables, que no son toxicos para la célula o el
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mamifero que se expone a estos en las dosificaciones y concentraciones empleadas. A

menudo un portador fisiologicamente aceptable es una solucion acuosa con pH
amortiguado. Ejemplos de portadores fisiolégicamente aceptables incluyen soluciones
amortiguadoras tales como fosfato, citrato y otros acidos organicos; polipéptido de peso
molecular bajo (menos de alrededor de 10 residuos); proteinas, tales como la albumina
sérica, gelatiha o inmunoglobulinas; polimeros hidrofilicos tales como Ia
polivinilpirrolodinona; amino&cidos tales como la glicina, glutamina, asparagina, arginina o
lisina; monosacaridos, disacaridos y otros carbohidratos que incluyen glucosa, manosa o
dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA; azucares alcoholicos tales como el manitol
o sorbitol; contraiones que forman sales tales como el sodio y/o tensioactivos no iénicos
tales como TWEEN™ polietilenglicol (PEG) y PLURONICS™,

[0076] Tal como se utiliza en la presente, la expresion “prevenir” incluye proporcionar
profilaxis con respecto a la aparicién o reaparicion de una enfermedad, trastorno o afeccién
particular en un individuo. Un individuo puede estar predispuesto, ser susceptible a una
enfermedad, un trastorno o una afeccién particular o estar en riesgo de desarrollar tal
enfermedad, trastorno o afeccion, pero alin no ha sido diagnosticado con la enfermedad, el
trastorno o la afeccion.

[0077] Tal como se utiliza en la presente, un individuo “que corre riesgo” de desarrollar una
enfermedad, trastorno o afeccion particular puede tener o no tener una enfermedad o
sintomas de la enfermedad detectables, y puede o no haber presentado la enfermedad o
sintomas de la enfermedad detectables previo a los métodos de tratamiento descritos en la
presente. “En riesgo” indica que un individuo presenta uno o mas factores de riesgo, los
cuales son parametros que se pueden medir y se correlacionan con el desarrollo de una
enfermedad, un trastorno o una afeccion particular, tal como se conoce en la técnica. Un
individuo con uno o mas de estos factores de riesgo tiene una probabilidad mas elevada de
desarrollar una enfermedad, un trastorno o una afeccion particular que un individuo sin uno
0 mas de estos factores de riesgo.

[0078] Tal como se usa en la presente, los términos “tratar’, “tratamiento”, “tratado” y
similares se refieren a una intervencion clinica disefiada para alterar el transcurso natural
de una patologia clinica en el individuo que esta siendo tratado. Los efectos deseables del
tratamiento incluyen la disminucién de la velocidad de evolucion, la mejora o paliacion del

estado patoldgico, la remision o la mejora del prondstico y/o aliviar o disminuir los sintomas
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de una enfermedad, trastorno o afeccion en particular. Un individuo “se trata” de forma

exitosa, por ejemplo, si se mitigan o eliminan uno o méas sintomas asociados a una
enfermedad, un trastorno o una afeccion particular. En determinadas modalidades, un
paciente se “trata” exitosamente contra el cancer de acuerdo con métodos de la presente
invencion si el paciente muestra uno o mas de los siguientes: una reduccion en la cantidad
0 ausencia total de células cancerosas; una reduccion en el tamafo tumoral; inhibicion o
ausencia de infiltracion de células cancerosas en 6rganos periféricos que incluyen, por
ejemplo, propagacion del cancer en tejido blando y huesos; inhibicion o ausencia de
metéastasis tumoral; inhibicion o ausencia de crecimiento tumoral; alivio de uno o mas
sintomas asociados con el cancer especifico; menor morbilidad y mortalidad; mejora en la
calidad de vida; reduccion de la tumorigenicidad, frecuencia tumorigénica o capacidad
tumorigénica de un tumor; reduccién en la cantidad o frecuencia de células madre
cancerosas en un tumor; diferenciacion de células tumorigénicas de un estado no
tumorigénico; aumento de la supervivencia sin evolucion (PFS), supervivencia sin
enfermedad (DFS), supervivencia general (OS), respuesta completa (CR), respuesta parcial
(PR) o enfermedad estable (SD); una disminucién de enfermedad progresiva (PD); un menor
tiempo para evolucion (TTP); o cualquier combinacion de estos.

[0079] Los términos “administrar”, “administrado”, “administracion” y similares se refieren a
métodos que se pueden usar para permitir la administracion de un agente terapéutico como
una molécula de fusién del ECD de Siglec-9 (por ejemplo, molécula de fusion del ECD de
Siglec-9-Fc). Las técnicas de administracion que se pueden emplear con los agentes y
meétodos descritos en la presente se encuentran, por ejemplo, en Goodman y Gilman, The
Pharmacological Basis of Therapeutics, edicion actual, Pergamon; y Remington’s,
Pharmaceutical Sciences, edicion actual, Mack Publishing Co., Easton, Pa.

[0080] Una “cantidad eficaz” hace referencia a al menos una cantidad eficaz a dosificaciones
y durante periodos de tiempo necesarios para alcanzar los resultados profilacticos o
terapéuticos deseados. Una cantidad eficaz se puede proveer en una O mas
administraciones. Una cantidad eficaz en la presente puede variar segun factores tales
como el estado de la enfermedad, la edad, el sexo y el peso del individuo, y la capacidad
del tratamiento para provocar una respuesta deseada en el individuo. Una cantidad eficaz
es también aquella en la que los efectos terapéuticamente beneficiosos superan cualquier

efecto toxico o perjudicial del tratamiento. Para el uso profilactico, los resultados
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beneficiosos o deseados incluyen resultados como eliminacion o reduccion del riesgo,

disminucion de la gravedad o retraso del inicio de la enfermedad, incluidos sintomas
bioguimicos, histolégicos y/o conductuales de la enfermedad, sus complicaciones y
fenotipos patologicos intermedios presentes durante el desarrollo de la enfermedad. Para el
uso terapéutico, los resultados beneficiosos o deseados incluyen resultados clinicos como
disminucién de uno o mas sintomas que surgen de la enfermedad, aumento de la calidad
de vida de quienes padecen la enfermedad, disminucion de la dosis de otros medicamentos
necesarios para tratar la enfermedad, potenciacion del efecto de otro medicamento como
mediante direccionamiento, retraso del avance de la enfermedad y/o prolongacion de la
supervivencia. Una cantidad eficaz de un farmaco, compuesto o composicion farmacéutica
es una cantidad suficiente para lograr un tratamiento profilactico o terapéutico ya sea de
forma directa o indirecta. Como se comprende en el contexto clinico, una cantidad eficaz de
un farmaco, compuesto o composicion farmacéutica puede lograrse o no en conjunto con
otro farmaco, compuesto o composicion farmacéutica. Por lo tanto, una "cantidad eficaz" se
puede considerar en el contexto de la administracion de uno o mas agentes terapéuticos y
un Unico agente se puede considerar suministrado en una cantidad eficaz si, junto con uno
0 mas agentes adicionales, se puede lograr o se logra un resultado deseable.

[0081]Un “individuo”, “sujeto” o “paciente”, a los efectos del tratamiento, prevenciéon o
reduccion del riesgo, hace referencia a cualquier animal clasificado como mamifero, incluso
seres humanos, animales domésticos y de granja, y animales de zoolégico, animales
utilizados en deportes 0 mascotas, tales como perros, caballos, conejos, ganado, cerdos,
hamsteres, jerbos, ratones, hurones, ratas, gatos y similares. En algunas modalidades, el
individuo es un ser humano.

[0082]Los términos “cancer” y “canceroso” se refieren o describen las afecciones
fisiologicas en mamiferos donde una poblacion de células se caracteriza por tener un
crecimiento celular no regulado. El cancer puede ser un tumor primario o pueden ser cancer
avanzado o metastasico. Un cancer “refractario” es aquel que avanza incluso a pesar de
gue se haya administrado un tratamiento antitumoral al paciente con cancer. Un cancer
‘recurrente”, o un cancer que “recurrid”, es aquel que ha vuelto a crecer, ya sea en el lugar
inicial o en un lugar distante, después de una respuesta a la terapia inicial. Un paciente "con
recaida" es aquel que tiene signos o sintomas de cancer tras la remision. Opcionalmente,

el paciente tuvo la recaida después de la terapia adyuvante o neoadyuvante.
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[0083] Tal como se usa en la presente, la administracién de un agente o composicién “en

conjunto” o “en combinaciéon” con otro agente o composicion incluye la administracion
simultdnea y/o administracion en diferentes momentos. La administracion en conjunto
también comprende la administracion como una coformulacion o la administracion como
composiciones independientes, lo que incluye frecuencias o intervalos de dosificacion
diferentes, y el uso de la misma via de administracion o vias diferentes de administracion.
En algunas modalidades, la administracion en conjunto significa la administracion como
parte del mismo régimen de tratamiento. En algunas modalidades, la administracion de un
agente en combinacion con otro agente da como resultado una “sinergia” o un “efecto
sinérgico”, es decir, el efecto logrado cuando los agentes se usan juntos es mayor que la
suma de los efectos que resultan del uso de los agentes por separado. En algunas
modalidades, la administracion de un agente en combinacién con otro agente da como
resultado un efecto “aditivo”, es decir, el efecto logrado cuando los agentes se usan juntos
es igual a la suma de los efectos que resultan de usar los agentes por separado.

[0084]La expresion “alrededor de”, tal como se utiliza en la presente, se refiere al intervalo
de error habitual para el valor respectivo facilmente conocido por el experto en este campo
técnico. La referencia a “alrededor de” un valor o parametro en la presente incluye (y
describe) modalidades que estan dirigidas a ese valor o parametro en si.

[0085] Tal como se usa en la presente y en las reivindicaciones adjuntas, las formas
singulares “un”, “uno” y “el”, incluyen referencias plurales, salvo que el contexto indique
claramente lo contrario.

[0086] Se entiende que el aspecto y las modalidades de la presente divulgacion descritos
en la presente incluyen “que comprende”, “que consiste en” y “que consiste basicamente
en” aspectos y modalidades.

Polipéptidos que comprenden dominios extracelulares de Siglec-9

[0087] En algunas modalidades, un ECD de Siglec-9 o una molécula de fusién del ECD de
Siglec-9 de acuerdo con cualquiera de las modalidades de la presente puede incorporar
cualquiera de las caracteristicas, individualmente o en combinacion, como se describe en la
presente.

[0088]En la presente se proporcionan polipéptidos que comprenden un dominio IgV de
Siglec-9. En determinadas modalidades, el dominio de IgV de Siglec-9 comprende los
aminoacidos 20-140 de Siglec-9 humana de la SEQ ID NO: 1. Véase la Fig. 2. Como se
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muestra en el Ejemplo 2 de la presente, el dominio IgV de Siglec-9 es suficiente para la

union al acido sialico en la superficie de las células. En algunas modalidades, se
proporcionan polipéptidos que comprenden un dominio extracelular (ECD) de Siglec-9 que
comprende el dominio IgV, el dominio C2 tipo 1 (C2T1) y el dominio C2 tipo 2 (C2T2). El
dominio C2T1 de Siglec-9 comprende los aminoacidos 146-229 de Siglec-9 humana de la
SEQ ID NO: 1, y el dominio C2T2 de Siglec-9 comprende los aminoacidos 236-336 de
Siglec-9 humana de la SEQ ID NO: 1. En algunas modalidades, un ECD de Siglec-9
comprende los aminoacidos 20-336 de la SEQ ID NO: 1, opcionalmente con una 0 mas
modificaciones de aminoéacidos. En algunas modalidades, un ECD de Siglec-9 comprende
los aminoé&cidos 20-336 de la SEQ ID NO: 1, opcionalmente con una o mas modificaciones
de aminoécidos, y opcionalmente con una a cinco deleciones o adiciones de aminoacidos
en el extremo N y/o el extremo C. En algunas modalidades, el ECD de Siglec-9 puede
comprender los dominios IgV, C2T1 y C2T2, pero puede carecer, por ejemplo, del altimo o
de los ultimos dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once o doce
aminoécidos del extremo C (proximales a la membrana) del ECD. Los doce aminoé&cidos
del extremo C (proximales a la membrana) del ECD se muestran en la SEQ ID NO: 147. Un
ejemplo es la SEQ ID NO: 78, por ejemplo, que comprende los dominios IgV, C2T1y C2T2
y que carece de la regién proximal de la membrana del extremo C.

[0089] En algunas modalidades, un polipéptido comprende un dominio IgV de Siglec-9 que
comprende una 0 mas sustituciones de aminoacidos que mejoran la estabilidad del
polipéptido, mejoran la afinidad de unién por el acido sialico, mejoran la funcién del
polipéptido, mejoran las propiedades farmacocinéticas del polipéptido (por ejemplo,
semivida, Cmax o AUC) o cualquier combinacién de los anteriores. En algunas modalidades,
un polipéptido comprende un dominio IgV de Siglec-9 que tiene una secuencia de
aminoacidos seleccionada de cualquiera de las SEQ ID NO: 108-137 y 214-226. En algunas
modalidades, un polipéptido comprende un dominio IgV de Siglec-9 que tiene una secuencia
de aminoacidos seleccionada de cualquiera de las SEQ ID NO: 109-137 y 214-226. En
algunas modalidades, un polipéptido comprende un dominio IgV de Siglec-9 que tiene una
secuencia de aminoacidos seleccionada de cualquiera de las SEQ ID NO: 108-137 y 214-
226 opcionalmente con una a cinco deleciones o adiciones de aminoacidos en el extremo
N y/o el extremo C. En algunas modalidades, un polipéptido comprende un dominio IgV de
Siglec-9 que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada de cualquiera de las SEQ
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ID NO: 109-137 y 214-226 opcionalmente con una a cinco deleciones o adiciones de

aminoacidos en el extremo N y/o el extremo C. En algunas modalidades, un polipéptido
comprende un ECD de Siglec-9 con una o més sustituciones del extremo C del dominio IgV.
Por ejemplo, en algunas modalidades, el polipéptido comprende un ECD de Siglec-9 de
cualquiera de las SEQ ID NO: 207-213. La tabla de secuencias a continuacion representa
las secuencias correspondientes a las SEQ ID NO enumeradas en la presente. En muchos
casos, las ubicaciones de las sustituciones de aminoacidos se muestran en la tabla, por
ejemplo, mediante subrayado o en negrita y subrayado de los residuos mutados.

[0090]En algunas modalidades, un polipéptido comprende un ECD de Siglec-9 que
comprende una 0 mas sustituciones de aminoacidos que mejoran la estabilidad del
polipéptido, mejoran la afinidad de union por el acido sidlico, mejoran la funcion del
polipéptido, mejoran las propiedades farmacocinéticas del polipéptido o cualquier
combinacion de los anteriores. En algunas modalidades, un polipéptido comprende un ECD
de Siglec-9 que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada de cualquiera de las SEQ
ID NO: 78-107, 138 y 194-206. En algunas modalidades, un polipéptido comprende un ECD
de Siglec-9 que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada de cualquiera de las SEQ
ID NO: 78-107, 138, 194-206 opcionalmente con una a cinco deleciones o adiciones de
aminoacidos en el extremo N y/o el extremo C.

[0091] En cualquiera de las modalidades proporcionadas en la presente, un polipéptido
puede comprender ademas un compafiero de fusion. Los compafieros de fusion ilustrativos
no limitantes incluyen dominios Fc, albumina y polietilenglicol (PEG). En algunas
modalidades, el compafiero de fusion esta unido covalentemente al extremo C de un ECD
de Siglec-9. En algunos aspectos, el compafiero de fusibn comprende un dominio Fc. En
algunas modalidades, en la presente memoria se proporciona un polipéptido que comprende
un ECD de Siglec-9 y un dominio Fc, donde el dominio Fc se fusiona opcionalmente al
extremo C del ECD de Siglec-9 con o sin una secuencia enlazadora intermedia. Una
“secuencia enlazadora” como se usa en la presente se refiere a una secuencia de
polipéptidos que no se encuentra en un ECD de Siglec-9 natural o su compafiero de fusion
(por ejemplo, un dominio Fc), donde dicha secuencia de polipéptidos esta dispuesta entre
el ECD de Siglec-9 y su compafiero de fusién. En algunas modalidades, una secuencia
enlazadora puede tener entre alrededor de 4 y 25 aminoacidos. En algunas modalidades, el

dominio Fc se fusiona con el extremo C sin una secuencia enlazadora. En diversas
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modalidades, un polipéptido comprende un ECD de Siglec-9 y un dominio Fc de IgG1, por

ejemplo, el dominio Fc de IgGl de la SEQ ID NO: 142. En algunas modalidades, un
polipéptido que comprende un ECD de Siglec-9 comprende un dominio Fc de 1gG1 que
comprende sustituciones de NSLF, por ejemplo, la SEQ ID NO: 143. En algunas
modalidades, un polipéptido que comprende un ECD de Siglec-9 comprende un dominio Fc
de IgG1 que comprende una sustitucion de K322A, por ejemplo, la SEQ ID NO: 144. En
algunas modalidades, un polipéptido que comprende un ECD de Siglec-9 comprende un
dominio Fc de IgG4 o un dominio Fc de IgG4 que comprende una sustitucion S228P, por
ejemplo, tal como se muestra en la SEQ ID NO: 145 o 146, respectivamente.

[0092] En algunas modalidades, una molécula de fusion del ECD de Siglec-9 comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada de cualquiera de las SEQ ID NO: 10-39, 148-
160 y 168-170. En algunas modalidades, una molécula de fusién del ECD de Siglec-9
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de cualquiera de las SEQ ID NO:
40-77,171-183 y 191-193, que opcionalmente carece de la secuencia sefial.

[0093] En algunas modalidades, un ECD de Siglec-9 o un dominio IgV de ECD de Siglec-9
de una molécula de fusién del ECD de Siglec-9 comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada de cualquiera de las SEQ ID NO: 109-137 y 214-226. En algunos casos, el
ECD de Siglec-9 comprende los dominios IgV, C2T1 y C2T2. En algunas modalidades, el
ECD de Siglec-9 carece de la secuencia de la region proximal de la membrana de la SEQ
ID NO: 147 (MPR). En algunas modalidades, el ECD de Siglec-9 comprende los dominios
IgV, C2T1 y C2T2 y carece de MPR. En algunas modalidades, un ECD de Siglec-9
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de cualquiera de las SEQ ID NO:
79-107 y 194-206. En algunas modalidades, un ECD de Siglec-9 comprende una secuencia
de aminoacidos seleccionada de cualquiera de las SEQ ID NO: 79-107 y 194-206 y carece
de la MPR de la SEQ ID NO: 147. En algunas modalidades, un ECD de Siglec-9 consiste
en una secuencia de aminoacidos seleccionada de cualquiera de las SEQ ID NO: 79-107 y
194-206. En algunos aspectos, el ECD de Siglec-9 es parte de una molécula de fusion del
ECD de Siglec-9, que comprende el ECD y un compafiero de fusion. En algunas
modalidades, el compariero de fusion es un Fc, albimina o PEG. En algunas modalidades,
la proteina de fusién es un Fc. En algunas modalidades, el compafiero de fusién es un Fcy
esta ubicado en el extremo C de la molécula (es decir, el Fc esta unido al extremo C del
ECD de Siglec-9 ya sea directamente o mediante un enlazador). En algunas modalidades,
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el Fc es IgG1 humana (hlgG1). En algunas modalidades, el Fc comprende la secuencia de

aminoacidos de cualquiera de las SEQ ID NO: 142-144 y 234-239. En algunas modalidades,
el Fc comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 142. En algunas
modalidades, el dominio Fc tiene un isotipo de higG1 que tiene: a) unién reducida a FcyRIII;
b) citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ATCC) reducida y/o actividad de union
al complemento reducida; c) unién aumentada a FcyRlla; o cualquier combinacién de a), b)
y/o c), con respecto al polipéptido IgG1 de la SEQ ID NO: 142. En algunos casos, el dominio
Fc comprende un isotipo de IgG1 humana con sustituciones N325S y L328F (NSLF). En
algunas modalidades, el Fc comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 143.
En algunas modalidades, el Fc es una IgG4 humana, con o sin una sustituciéon S228P. Por
lo tanto, en algunas modalidades, el Fc comprende la secuencia de amino&cidos de la SEQ
ID NO: 145 o 146.

[0094] En algunas modalidades, una molécula de fusion del ECD de Siglec-9 comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada de cualquiera de las SEQ ID NO: 49-77y 171-
193, que carece de una secuencia sefial. En algunas modalidades, una molécula de fusion
del ECD de Siglec-9 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de cualquiera
de las SEQ ID NO: 49-77 y 171-193, que incluye una secuencia sefial. En algunas
modalidades, una molécula de fusién del ECD de Siglec-9 consiste en una secuencia de
aminoacidos seleccionada de cualquiera de las SEQ ID NO: 49-77 y 171-193, que carece
de una secuencia sefial. En algunas modalidades, una molécula de fusién del ECD de
Siglec-9 consiste en una secuencia de aminoacidos seleccionada de cualquiera de las SEQ
ID NO: 49-77 y 171-193, que incluye una secuencia sefial.

[0095] En algunas modalidades, una molécula de fusién del ECD de Siglec-9 o del ECD de
Siglec-9 comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 138. En algunas
modalidades, el ECD de Siglec-9 carece de la secuencia de la regidon proximal de membrana
(MPR) de la SEQ ID NO: 147. En algunos casos, el ECD de Siglec-9 consiste en la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 138. En algunos casos, el ECD de Siglec-9
comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 138 que carece
de la secuencia sefial, pero donde el ECD de Siglec-9 se ha expresado a partir de un 4cido
nucleico que codifica la SEQ ID NO: 138 que incluye la secuencia sefial. En algunos casos,
el ECD de Siglec-9 es una molécula de fusion del ECD de Siglec-9 que comprende el ECD

y un compafiero de fusidon. En algunas de tales modalidades, el compafiero de fusion puede
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ser un Fc, albumina o PEG. En algunas modalidades, la proteina de fusién es un Fc. En

algunas modalidades, el compafiero de fusion es un Fc y esté ubicado en el extremo C de
la molécula (es decir, el Fc esta unido al extremo C del ECD de Siglec-9 ya sea directamente
0 mediante un enlazador). En algunas modalidades, el Fc es IgG1 humana (hlgGl). En
algunas modalidades, el Fc comprende la secuencia de aminoacidos de cualquiera de las
SEQ ID NO: 142-144 y 234-239. En algunas modalidades, el Fc comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 142. En algunas modalidades, el dominio Fc tiene un isotipo
de higG1 que tiene: a) unién reducida a FcyRIIl; b) citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ATCC) reducida y/o actividad de unién al complemento reducida; c) unién
aumentada a FcyRlla; o cualquier combinacion de a), b) y/o c), con respecto al polipéptido
IgG1 de la SEQ ID NO: 142. En algunos casos, el dominio Fc comprende un isotipo de IgG1
humana con sustituciones N325S y L328F (NSLF). En algunas modalidades, el Fc
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 143. En algunas modalidades,
el Fc es una IgG4 humana, con o sin una sustitucion S228P. Por lo tanto, en algunas
modalidades, el Fc comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 145 o 146.
En algunas modalidades, la molécula de fusion del ECD de Siglec-9 comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:139.

[0096] En algunas modalidades, un ECD de Siglec-9 o una molécula de fusién del ECD de
Siglec-9 comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 78. En algunas modalidades, el ECD
de Siglec-9 carece de la secuencia de la regién proximal de membrana de la SEQ ID NO:
147 (MPR). En algunos casos, el ECD de Siglec-9 consiste en la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 78. En algunos casos, el ECD de Siglec-9 es una molécula de fusion del
ECD de Siglec-9 que comprende el ECD y un compafiero de fusion. En algunas de tales
modalidades, el compafiero de fusién puede ser un Fc, albimina o PEG. En algunas
modalidades, la proteina de fusién es un Fc. En algunas modalidades, el comparfiero de
fusion es un Fc y esta ubicado en el extremo C de la molécula (es decir, el Fc esta unido al
extremo C del ECD de Siglec-9 ya sea directamente o mediante un enlazador). En algunas
modalidades, el Fc es IgG1 humana (hlgG1). En algunas modalidades, el Fc comprende la
secuencia de aminoacidos de cualquiera de las SEQ ID NO: 142-144 y 234-239. En algunas
modalidades, el Fc comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 142. En
algunas modalidades, el dominio Fc tiene un isotipo de higG1 que tiene: a) union reducida

a FcyRaIll; b) citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ATCC) reducida y/o actividad
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de unién al complemento reducida; c) unién aumentada a FcyRIla; o cualquier combinacion

de a), b) y/o c), con respecto al polipéptido IgG1 de la SEQ ID NO: 142. En algunos casos,
el dominio Fc comprende un isotipo de IgG1l humana con sustituciones N325S y L328F
(NSLF). En algunas modalidades, el Fc comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 143. En algunas modalidades, el Fc es una IgG4 humana, con o sin una sustitucion
S228P. Por lo tanto, en algunas modalidades, el Fc comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 145 o 146.

[0097]En algunos casos, una molécula de fusién del ECD de Siglec-9 comprende el del
ECD de Siglec-9 de la SEQ ID NO: 78 unido en su extremo C a un dominio Fc u otro
compafiero de fusion, tales como albumina o PEG, opcionalmente a través de un enlazador
o directamente. En algunas modalidades, la SEQ ID NO: 78 est& directamente unida en su
extremo C a un dominio Fc. En algunas modalidades, la SEQ ID NO: 78 se une en su
extremo C a un dominio Fc mediante un enlazador. En algunas modalidades, una molécula
de fusion del ECD de Siglec-9 comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 78 unida en su
extremo C a un dominio Fc de isotipo de IgGl o IgG4 humana, tal como un Fc que
comprende cualquiera de las SEQ ID NO: 142- 144 y 234-239. En algunas modalidades, el
Fc comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 142. En algunas
modalidades, el dominio Fc tiene un isotipo de higG1 que tiene: a) unién reducida a FcyRIII;
b) citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ATCC) reducida y/o actividad de unién
al complemento reducida; c) uniéon aumentada a FcyRlla; o cualquier combinacion de a), b)
y/o c), con respecto al polipéptido IgG1 de la SEQ ID NO: 142. En algunos casos, el dominio
Fc comprende un isotipo de IgG1 humana con sustituciones N325S y L328F (NSLF). En
algunas modalidades, el dominio Fc comprende la SEQ ID NO: 143. En algunas
modalidades, el Fc es una IgG4 humana, con o sin una sustitucion S228P. En algunas
modalidades, el dominio Fc comprende la SEQ ID NO: 145. En algunas modalidades, el
dominio Fc comprende la SEQ ID NO: 146. En algunas modalidades, la molécula de fusién
del ECD de Siglec-9 comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:10. En
algunas modalidades, la molécula de fusion del ECD de Siglec-9 consiste en la secuencia
de aminoécidos de la SEQ ID NO: 10. En algunas modalidades, la molécula de fusion del
ECD de Siglec-9 comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:227. En algunas
modalidades, la molécula de fusion del ECD de Siglec-9 consiste en la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 227.
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[0098] En algunas modalidades, una molécula de fusion del ECD de Siglec-9 comprende la

secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 78 unida en su extremo C a un dominio Fc,
donde la molécula comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de cualquiera
de las SEQ ID NO: 45-48 y 228-233, que carece de su péptido sefial asociado. En algunas
modalidades, una molécula de fusion del ECD de Siglec-9 comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 78 unida en su extremo C a un dominio Fc, donde la molécula
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de cualquiera de las SEQ ID NO:
45-48 y 228-233, que incluye su péptido sefial asociado. En algunas modalidades, la
molécula comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 45. En algunas
modalidades, la molécula consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:45. En
algunas modalidades, la molécula comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 48. En algunas modalidades, la molécula consiste en la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO:48. En algunas modalidades, la molécula comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 228. En algunas modalidades, la molécula consiste en la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:228. En algunas modalidades, la molécula
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 229. En algunas modalidades,
la molécula consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:229. En algunas
modalidades, la molécula comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 230.
En algunas modalidades, la molécula consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO:230. En algunas modalidades, la molécula comprende la secuencia de amino&cidos
de la SEQ ID NO: 231. En algunas modalidades, la molécula consiste en la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:231. En algunas modalidades, la molécula comprende la
secuencia de aminoé&cidos de la SEQ ID NO: 232. En algunas modalidades, la molécula
consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:232. En algunas modalidades,
la molécula comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 233. En algunas
modalidades, la molécula consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:233.

[0099] En algunas modalidades, un ECD de Siglec-9 comprende la secuencia de la SEQ ID
NO: 218. En algunas modalidades, el ECD de Siglec-9 comprende la secuencia de la SEQ
ID NO: 198. En algunas modalidades, el ECD de Siglec-9 comprende la secuencia de la
SEQ ID NO: 218 0 198, y carece de la secuencia de la regién proximal de membrana (MPR)
de la SEQ ID NO: 147. En algunos casos, el ECD de Siglec-9 consiste en la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 198. En algunos casos, el ECD de Siglec-9 es una molécula
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de fusién del ECD de Siglec-9 que comprende el ECD y un compafiero de fusion. En algunas

de tales modalidades, el compafiero de fusion puede ser un Fc, albimina o PEG. En algunas
modalidades, la proteina de fusion es un Fc. En algunas modalidades, el comparfiero de
fusion es un Fc y esta ubicado en el extremo C de la molécula (es decir, el Fc esta unido al
extremo C del ECD de Siglec-9 ya sea directamente o mediante un enlazador). En algunas
modalidades, el Fc es IgG1 humana (hlgG1). En algunas modalidades, el Fc comprende la
secuencia de aminoacidos de cualquiera de las SEQ ID NO: 142-144 y 234-239. En algunas
modalidades, el Fc comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 142. En
algunas modalidades, el dominio Fc tiene un isotipo de hlgG1 que tiene: a) union reducida
a FcyRaIll; b) citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ATCC) reducida y/o actividad
de union al complemento reducida; ¢) union aumentada a FcyRlla; o cualquier combinacion
de a), b) y/o c), con respecto al polipéptido IgG1 de la SEQ ID NO: 142. En algunos casos,
el dominio Fc comprende un isotipo de IgG1l humana con sustituciones N325S y L328F
(NSLF). En algunas modalidades, el Fc comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 143. En algunas modalidades, el Fc es una IgG4 humana, con o sin una sustitucion
S228P. Por lo tanto, en algunas modalidades, el Fc comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 145 o 146. En algunas modalidades, el ECD de Siglec-9 o la molécula de
fusion del ECD de Siglec-9 comprende una secuencia sefial. En otras modalidades, no la
comprende. En algunas modalidades, la molécula de fusion del ECD de Siglec-9 comprende
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:152. En algunas modalidades, la molécula
de fusién del ECD de Siglec-9 consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
152. En algunas modalidades, la molécula de fusion del ECD de Siglec-9 comprende la
secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO:168. En algunas modalidades, la molécula de
fusion del ECD de Siglec-9 consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 168.
En algunas modalidades, la molécula de fusién del ECD de Siglec-9 comprende la
secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO:175. En algunas modalidades, la molécula de
fusion del ECD de Siglec-9 consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 175.
En algunas modalidades, la molécula de fusion del ECD de Siglec-9 comprende la
secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:191. En algunas modalidades, la molécula de
fusion del ECD de Siglec-9 consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 191.
[00100] En algunas modalidades, un ECD de Siglec-9 comprende la secuencia de la
SEQ ID NO: 219. En algunas modalidades, el ECD de Siglec-9 comprende la secuencia de
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la SEQ ID NO: 199. En algunas modalidades, el ECD de Siglec-9 comprende la secuencia

de la SEQ ID NO: 219 0 199, y carece de la secuencia de la region proximal de membrana
(MPR) de la SEQ ID NO: 147. En algunos casos, el ECD de Siglec-9 consiste en la
secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 199. En algunos casos, el ECD de Siglec-9 es
una molécula de fusion del ECD de Siglec-9 que comprende el ECD y un compafiero de
fusion. En algunas de tales modalidades, el compafiero de fusién puede ser un Fc, albimina
o PEG. En algunas modalidades, la proteina de fusion es un Fc. En algunas modalidades,
el compafiero de fusion es un Fc y esta ubicado en el extremo C de la molécula (es decir, el
Fc estad unido al extremo C del ECD de Siglec-9 ya sea directamente o0 mediante un
enlazador). En algunas modalidades, el Fc es IgG1l humana (higGl). En algunas
modalidades, el Fc comprende la secuencia de aminoacidos de cualquiera de las SEQ ID
NO: 142-144 y 234-239. En algunas modalidades, el Fc comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 142. En algunas modalidades, el dominio Fc tiene un isotipo
de higG1 que tiene: a) unién reducida a FcyRIIl; b) citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ATCC) reducida y/o actividad de unién al complemento reducida; c) unién
aumentada a FcyRlla; o cualquier combinacion de a), b) y/o ¢), con respecto al polipéptido
IgG1 de la SEQ ID NO: 142. En algunos casos, el dominio Fc comprende un isotipo de IgG1
humana con sustituciones N325S y L328F (NSLF). En algunas modalidades, el Fc
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 143. En algunas modalidades,
el Fc es una IgG4 humana, con o sin una sustitucion S228P. Por lo tanto, en algunas
modalidades, el Fc comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 145 o 146.
En algunas modalidades, el ECD de Siglec-9 o la molécula de fusion del ECD de Siglec-9
comprende una secuencia sefial. En otras modalidades, no la comprende. En algunas
modalidades, la molécula de fusion del ECD de Siglec-9 comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:153. En algunas modalidades, la molécula de fusién del ECD
de Siglec-9 consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 153. En algunas
modalidades, la molécula de fusion del ECD de Siglec-9 comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:169. En algunas modalidades, la molécula de fusion del ECD
de Siglec-9 consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 169. En algunas
modalidades, la molécula de fusion del ECD de Siglec-9 comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:176. En algunas modalidades, la molécula de fusion del ECD

de Siglec-9 consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 176. En algunas
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modalidades, la molécula de fusion del ECD de Siglec-9 comprende la secuencia de

aminoacidos de la SEQ ID NO:192. En algunas modalidades, la molécula de fusién del ECD
de Siglec-9 consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 192.

[00101] En algunas modalidades, un ECD de Siglec-9 comprende la secuencia de la
SEQ ID NO: 220. En algunas modalidades, el ECD de Siglec-9 comprende la secuencia de
la SEQ ID NO: 200. En algunas modalidades, el ECD de Siglec-9 comprende la secuencia
de la SEQ ID NO: 220 o 200, y carece de la secuencia de la region proximal de membrana
(MPR) de la SEQ ID NO: 147. En algunos casos, el ECD de Siglec-9 consiste en la
secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 200. En algunos casos, el ECD de Siglec-9 es
una molécula de fusion del ECD de Siglec-9 que comprende el ECD y un compafero de
fusion. En algunas de tales modalidades, el compafiero de fusién puede ser un Fc, albimina
o PEG. En algunas modalidades, la proteina de fusién es un Fc. En algunas modalidades,
el compafiero de fusién es un Fc y esta ubicado en el extremo C de la molécula (es decir, el
Fc estd unido al extremo C del ECD de Siglec-9 ya sea directamente o0 mediante un
enlazador). En algunas modalidades, el Fc es IgG1l humana (higGl). En algunas
modalidades, el Fc comprende la secuencia de aminoacidos de cualquiera de las SEQ ID
NO: 142-144 y 234-239. En algunas modalidades, el Fc comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 142. En algunas modalidades, el dominio Fc tiene un isotipo
de higG1 que tiene: a) unidn reducida a FcyRIll; b) citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ATCC) reducida y/o actividad de unién al complemento reducida; c) unién
aumentada a FcyRlla; o cualquier combinacion de a), b) y/o ¢), con respecto al polipéptido
IgG1 de la SEQ ID NO: 142. En algunos casos, el dominio Fc comprende un isotipo de IgG1
humana con sustituciones N325S y L328F (NSLF). En algunas modalidades, el Fc
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 143. En algunas modalidades,
el Fc es una IgG4 humana, con o sin una sustitucion S228P. Por lo tanto, en algunas
modalidades, el Fc comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 145 o 146.
En algunas modalidades, el ECD de Siglec-9 o la molécula de fusion del ECD de Siglec-9
comprende una secuencia sefial. En otras modalidades, no la comprende. En algunas
modalidades, la molécula de fusion del ECD de Siglec-9 comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:154. En algunas modalidades, la molécula de fusién del ECD
de Siglec-9 consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 154. En algunas
modalidades, la molécula de fusion del ECD de Siglec-9 comprende la secuencia de
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aminoacidos de la SEQ ID NO:170. En algunas modalidades, la molécula de fusién del ECD

de Siglec-9 consiste en la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 170. En algunas
modalidades, la molécula de fusion del ECD de Siglec-9 comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:177. En algunas modalidades, la molécula de fusién del ECD
de Siglec-9 consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 177. En algunas
modalidades, la molécula de fusion del ECD de Siglec-9 comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:193. En algunas modalidades, la molécula de fusién del ECD
de Siglec-9 consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 193.

[00102] En algunas modalidades, una molécula de fusion del ECD de Siglec-9
comprende la secuencia de aminoacidos de cualquiera de las SEQ ID NO: 207-213 unida
en su extremo C a un dominio Fc. En algunas modalidades, la unién es directa. En otros
casos, es a través de un enlazador. En algunas modalidades, el Fc es IgG1 humana (higG1).
En algunas modalidades, el Fc comprende la secuencia de aminoacidos de cualquiera de
las SEQ ID NO: 142-144 y 234-239. En algunas modalidades, el Fc comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 142. En algunas modalidades, el dominio Fc tiene un
isotipo de higG1 que tiene: a) union reducida a FcyRIll; b) citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpos (ATCC) reducida y/o actividad de union al complemento reducida; c) union
aumentada a FcyRlla; o cualquier combinacion de a), b) y/o c), con respecto al polipéptido
IgG1 de la SEQ ID NO: 142. En algunos casos, el dominio Fc comprende un isotipo de IgG1
humana con sustituciones N325S y L328F (NSLF). En algunas modalidades, el Fc
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 143. En algunas modalidades,
el Fc es una IgG4 humana, con o sin una sustitucion S228P. Por lo tanto, en algunas
modalidades, el Fc comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 145 o 146.
En algunas modalidades, la molécula de fusién del ECD de Siglec-9 comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada de cualquiera de las SEQ ID NO: 161-167. En
algunas modalidades, la molécula de fusion del ECD de Siglec-9 comprende una secuencia
de aminoacidos seleccionada de cualquiera de las SEQ ID NO: 184-190, que carece de su
péptido sefial asociado. En algunas modalidades, la molécula de fusion del ECD de Siglec-
9 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de cualquiera de las SEQ ID NO:
184-190, que incluye su péptido sefial asociado.

Dominios Fc ilustrativos

[00103] En algunas modalidades de cualquiera de las moléculas de fusion del ECD de
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Siglec-9 proporcionadas en la presente, la molécula de fusion puede comprender un dominio

Fc. En algunas modalidades, el dominio Fc es un isotipo de IgG1, 1gG2, 1gG3 y/o 1gG4.
[00104] En determinadas modalidades de cualquiera de las moléculas de fusién del
ECD de Siglec-9 proporcionadas en la presente, el dominio Fc tiene un isotipo de IgG1. En
algunas modalidades, la molécula de fusion del ECD de Siglec-9 contiene un dominio Fc de
lgG1 murina. En algunas modalidades, la molécula de fusion del ECD de Siglec-9 contiene
un dominio Fc de IgG1 humana (higG1), por ejemplo, tal como se proporciona en la SEQ ID
NO: 142. En algunas modalidades, el dominio Fc de IgG1 humana de la molécula de fusion
del ECD de Siglec-9 se une a un receptor Fc activador. En determinadas modalidades, el
receptor Fc de activacion se selecciona de uno cualquiera o méas de FcyRI, FcyRllay llc, y
FcyRllla y llib.

[00105] En algunas modalidades, el dominio Fc de IgG1 humana de la molécula de
fusion del ECD de Siglec-9 no se une o tiene union reducida a FcyRIIlI (CD16) y/o C1q. En
algunas modalidades, el dominio Fc de IgG1 humana de la molécula de fusion del ECD de
Siglec-9 tiene citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) reducida y/o
actividad de unién al complemento, respectivamente, que en cada caso puede reducir la
destruccion no deseada de células, por ejemplo, células mieloides, a las que se une la
molécula de fusion del ECD de Siglec-9. Los efectos anteriores se pueden lograr mediante
determinadas modificaciones de aminoacidos, por ejemplo, las mutaciones “NSLF”, en las
que un dominio Fc de IgGl contiene las mutaciones N325S y L328F (mediante la
numeracion EU del dominio Fc de IgG1), tal como se muestra, por ejemplo, en la SEQ ID
NO: 143. En otra modalidad, el dominio Fc de IgG1 humana comprende una mutacion
correspondiente a K322A (numeracién EU), por ejemplo, como se proporciona en la SEQ
ID NO: 144.

[00106] Las modificaciones ilustrativas del dominio Fc de IgGl se enumeran a
continuacion en la Tabla A.

Tabla A: Modificaciones ilustrativas al dominio Fc de IgG1

Mutacion (esquema de numeracion de EU)
N325S y L328F (“NSLF”)

S267E y L328F (“SELF”)

P331S (“PS”)
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Mutacion (esquema de numeraciéon de EU)

P331S y E430G (“PSEG”)

K322A

L234A, L235A y P331S (“LALAPS”) (elimina
sustancialmente la union de Fc a FcR)

[00107] Por ejemplo, en algunas modalidades, el dominio Fc tiene un isotipo de IgG1l
humana que tiene: a) unién reducida a FcyRIll; b) citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ATCC) reducida y/o actividad de union al complemento reducida; c) unién
aumentada a FcyRlla; o cualquier combinacion de a), b) y/o ¢), con respecto al polipéptido
IgG1 de la SEQ ID NO: 142. En algunos casos, el dominio Fc comprende la SEQ ID NO:
143. En algunos casos, el dominio Fc comprende un isotipo de IgGl humana con
sustituciones N325S y L328F (NSLF).

[00108] En algunas modalidades, también se pueden realizar sustituciones y
variaciones en la region Fc de un Siglec-9-hlgG1 NSLF (ver, por ejemplo, la SEQ ID NO:45),
por ejemplo, para mejorar su unién a FcRn in vitro y, por lo tanto, mejorar potencialmente
su capacidad para ser reciclado in vivo. Las sustituciones y variaciones ilustrativas incluyen
las sustituciones “YTE” y “LS”, y las inserciones de bucle que contienen cisteina, tal como
se describe en Dall’Acqua et al. (2002) J. Immunol. 169:5171-5180; Zalevsky et al. (2010)
Nat. Biotechnol. 28:157-159; y la patente estadounidense n.° 9,688,756, que se incorporan
en la presente mediante esta referencia en su totalidad. En algunas modalidades, un
dominio Fc puede tener una secuencia como se muestra en las SEQ ID NO: 228-230 (las
sustituciones y variaciones se indican mediante residuos con subrayado doble en la tabla
de secuencias de la presente). Las construcciones modificadas pueden probarse para
mejorar la uniébn a FcRn in vitro, por ejemplo, mediante resonancia de plasmones de
superficie, y luego examinarse para determinar la farmacocinética (PK) y la
farmacodinamica (PD) in vivo. Las construcciones Fc modificadas también pueden contener
la sustitucion “YTE” o “LS”, o la insercién de bucle que contiene cisteina, pero no la
sustitucion NSLF, en el Fc. Tales construcciones se muestran en las SEQ ID NO: 231-233.
[00109] En determinadas modalidades de cualquiera de las moléculas de fusion del
ECD de Siglec-9 proporcionadas en la presente, el dominio Fc tiene un isotipo de 1gG2. En

algunas modalidades, la molécula de fusién del ECD de Siglec-9 contiene un dominio Fc de
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IgG2 murina, por ejemplo, IlgG2a murina (mlgG2a). En algunas modalidades, la molécula

de fusion del ECD de Siglec-9 contiene un dominio Fc de IgG2 humana (hlgG2). En algunas
modalidades, el dominio Fc de IgG2 humana de la molécula de fusién del ECD de Siglec-9
se une a un receptor Fc activador. En determinadas modalidades, el receptor Fc de
activacion se selecciona de uno cualquiera o mas de FcyRI, FcyRllay lic, y FcyRllla y llib.
[00110] En determinadas modalidades de cualquiera de las moléculas de fusién del
ECD de Siglec-9 proporcionadas en la presente, el dominio Fc tiene un isotipo de 1gG4. En
algunas modalidades, la molécula de fusion del ECD de Siglec-9 contiene un dominio Fc de
IgG4 humana (hlgG4), por ejemplo, tal como se proporciona en la SEQ ID NO: 145. En
algunas modalidades, la regién Fc de IgG4 humana de la molécula de fusién del ECD de
Siglec-9 se une a un receptor Fc activador. En determinadas modalidades, el receptor Fc
de activacion se selecciona de uno cualquiera o mas de FcyRI, FcyRlla y llc, y FcyRllla 'y
llIb. En determinadas modalidades, la region Fc de IgG4 humana comprende una mutacion
correspondiente a S228P (segun la numeracién EU), por ejemplo, tal como se proporciona
en la SEQ ID NO: 146.

Variantes de polipéptidos

[00111] En algunas modalidades de cualquiera de los polipéptidos proporcionados en
la presente, se contemplan variantes de secuencia de aminoacidos. Por ejemplo, puede que
sea deseable mejorar la afinidad de unién y/u otras propiedades biologicas del polipéptido.
Variantes de sustitucion, inserciéon y eliminacion

[00112] En algunas modalidades de cualquiera de los polipéptidos proporcionados en
la presente, se proporcionan variantes de polipéptidos que tienen una 0 mas sustituciones
de aminoécidos. Las variantes de secuencias de aminoacidos de un polipéptido pueden
prepararse mediante la introduccion de modificaciones apropiadas en la secuencia de
nucleotidos que codifica el polipéptido o mediante sintesis de péptidos. Tales modificaciones
incluyen, por ejemplo, deleciones de residuos y/o inserciones en estos y/o sustituciones de
estos en las secuencias de aminoéacidos del polipéptido.

TABLA B: Sustituciones de aminoéacidos

Residuo original | Sustituciones ilustrativas Sustituciones
preferidas

Ala (A) Val; Leu; lle Val
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Residuo original | Sustituciones ilustrativas Sustituciones
preferidas

Arg (R) Lys; GIn; Asn Lys

Asn (N) GIn; Su; Asp, Lys; Arg GIn

Asp (D) Glu; Asn Glu

Cys (C) Ser; Ala Ser

GIn (Q) Asn; Glu Asn

Glu (E) Asp; GIn Asp

Gly (G) Ala Ala

Su (H) Asn; GIn; Lys; Arg Arg

lle (1) Leu; Val; Met; Ala; Phe; Leu

Norleucina

Leu (L) Norleucina; lle; Val; Met; Ala; Phe| lle

Lys (K) Arg; GIn; Asn Arg

Met (M) Leu; Phe lle Leu

Phe (F) Leu; Val; lle; Ala; Tyr Tyr

Pro (P) Ala Ala

Ser (S) Thr Thr

Thr (T) Ser Ser

Trp (W) Tyr; Phe Tyr

Tyr (Y) Trp; Phe Thr; Ser Phe

Val (V) lle; Leu; Met; Phe; Ala; Leu

Norleucina
[00113] Las modificaciones sustanciales en las propiedades bioldgicas del polipéptido

se logran mediante la seleccidn de sustituciones que difieren significativamente en su efecto
de mantener (a) la estructura de la cadena principal del polipéptido en el area de sustitucion,
por ejemplo, como una conformacion de lamina o hélice, (b) la carga o hidrofobicidad de la
molécula en el sitio objetivo, o (c) el volumen de la cadena lateral. Los residuos de origen

natural se dividen en grupos basandose en las propiedades comunes de las cadenas

laterales:
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(2) hidrofobicos: norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle;

(2) hidrofilicos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, GIn;

(3)  &cidos: Asp, Glu;

4) basicos: His, Lys, Arg;

(5) residuos que influyen en la orientacion de la cadena: Gly, Pro;y

(6) aromaticos: Trp, Tyr, Phe.

[00114] Por ejemplo, las sustituciones no conservadoras pueden implicar el
intercambio de un miembro de una de estas clases por un miembro de otra clase. Dichos
residuos sustituidos pueden introducirse, por ejemplo, en regiones de un polipéptido
humano que sean homologas con polipéptidos no humanos, o en regiones no homaologas
de la molécula.

[00115] Al realizar cambios en el polipéptido descrito en la presente, de acuerdo con
determinadas modalidades, se puede considerar el indice hidropatico de los aminoacidos.
A cada aminodcido se le asigno un indice hidropatico segun sus caracteristicas de carga e
hidrofobicidad, Estos son: isoleucina (+4,5), valina (+4,2), leucina (+3,8), fenilalanina (+2,8),
cisteina/cisteina (+2,5), metionina (+1,9), alanina (+1,8), glicina (-0,4), treonina (-0,7), serina
(-0,8), triptéfano (-0,9), tirosina (-1,3), prolina (-1,6), histidina (-3,2), glutamato (-3,5),
glutamina (-3,5), aspartato (-3,5), asparagina (-3,5), lisina (-3,9) y arginina (-4,5).

[00116] En la técnica se comprende la importancia del indice hidropéatico de
aminoécidos para conferir una funcion biolégica interactiva a una proteina. Kyte et &l. J. Mol.
Biol., 157:105-131 (1982). Se conoce que determinados aminoacidos se pueden sustituir
por otros aminodacidos que tienen un indice o puntuacion hidropatica similar y alin conservan
una actividad biol6gica similar. Al realizar cambios segun el indice hidropético, en
determinadas modalidades, se incluye la sustitucion de aminoacidos cuyos indices
hidropaticos estan dentro de +2. En determinadas modalidades, se incluyen aquellas que
estan dentro de + 1, y en determinadas modalidades, se incluyen aquellas dentro de + 0,5.
[00117] También se comprende en la técnica que la sustitucion de aminoéacidos
similares se puede realizar eficazmente segun la hidrofilicidad, particularmente cuando el
péptido o la proteina biolégicamente funcional creados de esa forma se pretenden para el
uso en modalidades inmunoldgicas, como en el presente caso. En determinadas
modalidades, la mejor hidrofilicidad promedio local de una proteina, como se rige por la

hidrofilicidad de sus aminoacidos adyacentes, se correlaciona con su inmunogenicidad y



10

15

20

25

30

39
antigenicidad, es decir, con una propiedad bioldgica de la proteina.

[00118] Se asignaron los siguientes valores de hidrofilicidad a estos residuos de
aminoacidos: arginina (+3,0); lisina (+3,0£1); aspartato (+3,0+1); glutamato (+3,0£1); serina
(+0,3); asparagina (+0,2); glutamina (+0,2); glicina (0); treonina (-0,4); prolina (-0,5+1);
alanina (-0,5); histidina (-0,5); cisteina (-1,0); metionina (-1,3); valina (-1,5); leucina (-1,8);
isoleucina (-1,8); tirosina (-2,3); fenilalanina (-2,5) y triptéfano (-3,4). Al realizar cambios
segun los valores de hidrofilicidad similares, en determinadas modalidades, se incluye la
sustituciéon de aminoacidos cuyos valores de hidrofilicidad se encuentran dentro de + 2, en
determinadas modalidades, se incluyen aquellos que se encuentran dentro de = 1 y, en
determinadas modalidades, se incluyen aquellos que se encuentran dentro de + 0,5.
[00119] Las inserciones de secuencias de aminoacidos incluyen fusiones de extremos
amino y/o carboxilo que varian en cuanto a longitud de un residuo a polipéptidos que
comprenden cien o mas residuos, asi como también inserciones intrasecuencia de un unico
0 de multiples residuos de aminoéacidos.

[00120] También se puede sustituir cualquier residuo de cisteina no vinculado con la
conservacion de la conformacién adecuada del polipéptido, generalmente con serina, para
mejorar la estabilidad oxidativa de la molécula y prevenir una reticulacion aberrante. Por el
contrario, se pueden agregar uno o mas enlaces cisteina a un polipéptido para mejorar su
estabilidad.

Otras modificaciones de polipéptidos

[00121] En algunas modalidades de cualquiera de los polipéptidos, el polipéptido es
un derivado. El término “derivado” se refiere a una molécula que incluye una modificacion
guimica distinta de una insercion, delecibn o sustitucion de aminoacidos (o acidos
nucleicos). En determinadas modalidades, los derivados comprenden modificaciones
covalentes, gque incluyen, de modo no taxativo, enlaces quimicos con polimeros, lipidos u
otros restos organicos o inorganicos. En determinadas modalidades, un polipéptido
modificado quimicamente puede tener una semivida en circulacidon mayor que el polipéptido
gue no esta modificado quimicamente. En determinadas modalidades, un polipéptido
modificado quimicamente puede tener una capacidad de direccionamiento mejorada para
células, tejidos y/u 6rganos. En algunas modalidades, un polipéptido derivado se modifica
covalentemente para incluir una 0 mas uniones poliméricas solubles en agua, que incluyen,

de modo no taxativo, polietilenglicol, polioxietilenglicol o polipropilenglicol. Véase, por
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ejemplo, las patentes estadounidenses n.° 4640835, 4496689, 4301144, 4670417, 4791192

y 4179337. En determinadas modalidades, un polipéptido derivado comprende uno o mas
polimeros, que incluyen, de modo no taxativo, monometoxi-polietilenglicol, dextrano,
celulosa, copolimeros de etilenglicol/propilenglicol, carboximetilcelulosa, dextrano, alcohol
polivinilico, polivinilpirrolidona, poli-1,3-dioxolano, poli-1,3,6-trioxano, copolimeros de
etileno/anhidrido maleico, poliaminoacidos (homopolimeros o copolimeros aleatorios),
poli(N-vinil pirrolidona)polietilenglicol, homopolimeros de propropilenglicol, copolimeros de
oxido de polipropileno/oxido de etileno, polioles polioxietilados (por ejemplo, glicerol) y
alcohol polivinilico, asi como mezclas de tales polimeros.

[00122] En determinadas modalidades, un derivado se modifica covalentemente con
subunidades de polietilenglicol (PEG). En determinadas modalidades, uno o mas polimeros
solubles en agua se unen en una o mas posiciones especificas, por ejemplo, en el extremo
amino, de un derivado. En determinadas modalidades, uno o mas polimeros solubles en
agua se unen aleatoriamente a una o mas cadenas laterales de un derivado. En
determinadas modalidades, el PEG se utiliza para mejorar la capacidad terapéutica de un
polipéptido. Algunos de tales métodos se plantean, por ejemplo, en la patente
estadounidense n.° 6133426, la cual se incorpora a la presente mediante referencia a todos
los efectos.

Acidos nucleicos, vectores y células hospedadoras

[00123] Las moléculas de fusién del ECD de Siglec-9 de la presente descripcion
pueden producirse mediante el uso de métodos y composiciones recombinantes. En
algunas modalidades, se proporcionan acidos nucleicos aislados que tienen una secuencia
de nucledtidos que codifica cualquiera de las moléculas de fusién del ECD de Siglec-9 de la
presente descripcion. Por ejemplo, los acidos nucleicos de la presente pueden codificar un
polipéptido de cualquiera de las SEQ ID NO: 10-39, 78, 138, 148-170 y 227. Los acidos
nucleicos de la presente pueden codificar una secuencia de aminoacidos seleccionada de
cualquiera de las SEQ ID NO: 45-77, 171-193 y 228-233.

[00124] En algunas modalidades, un acido nucleico codifica una molécula de fusion
del ECD de Siglec-9 que incluye una secuencia sefial. En algunas modalidades, la
secuencia sefial es una secuencia sefal natural. Una secuencia sefal de Siglec-9 humana
natural se muestra en la SEQ ID NO: 140. En algunas modalidades, la secuencia sefial es

una secuencia sefial no natural. Un experto en la técnica entenderia que se puede usar
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cualquier secuencia sefal que efectue apropiadamente el trafico intracelular del polipéptido

codificado, la escision de la secuencia sefial y la secrecion del polipéptido codificado a partir
de una célula. En algunas de estas modalidades, el &cido nucleico codifica una molécula de
fusion del ECD de Siglec-9 que comprende una secuencia sefial que mejora el trafico
intracelular del polipéptido codificado, escision de la secuencia sefal y/o secrecion del
polipéptido codificado (eficacia y/o rendimiento) en relacién con la secuencia sefial de
Siglec-9 humana natural. En algunas de tales modalidades, el &cido nucleico codifica una
molécula de fusién del ECD de Siglec-9 que comprende una secuencia sefal, donde la
secuencia sefial comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 141. En algunas
modalidades, una secuencia de sefial de la SEQ ID NO: 141 mejora la produccion de la
molécula de fusion Siglec-9 ECD.

[00125] En algunas modalidades, uno o mas &cidos nucleicos de la presente pueden
codificar la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 10. En algunas modalidades, uno
0 mas acidos nucleicos de la presente pueden codificar la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 45. En algunas modalidades, uno o mas acidos nucleicos de la presente pueden
codificar la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 48. En algunas modalidades, uno
0 mas acidos nucleicos de la presente pueden codificar la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 138. En algunas modalidades, uno o mas acidos nucleicos de la presente
pueden codificar la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 139. En algunas
modalidades, uno o mas &cidos nucleicos de la presente pueden codificar la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 227. En algunas modalidades, uno o mas acidos nucleicos
de la presente pueden codificar la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 228. En
algunas modalidades, uno o mas &cidos nucleicos de la presente pueden codificar la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 229. En algunas modalidades, uno 0 mas
acidos nucleicos de la presente pueden codificar la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 230. En algunas modalidades, uno o mas acidos nucleicos de la presente pueden
codificar la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 231. En algunas modalidades, uno
0 mas acidos nucleicos de la presente pueden codificar la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 232. En algunas modalidades, uno o mas acidos nucleicos de la presente
pueden codificar la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 233. En algunas
modalidades, uno 0 mas acidos nucleicos de la presente pueden codificar la secuencia de

aminoacidos de la SEQ ID NO: 48. En algunas modalidades, uno o mas acidos nucleicos
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de la presente pueden codificar la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 198. En

algunas modalidades, uno o mas &cidos nucleicos de la presente pueden codificar la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 199. En algunas modalidades, uno o mas
acidos nucleicos de la presente pueden codificar la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 200. En algunas modalidades, uno o mas acidos nucleicos de la presente pueden
codificar la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 218. En algunas modalidades, uno
0 mas &cidos nucleicos de la presente pueden codificar la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 219. En algunas modalidades, uno o mas acidos nucleicos de la presente
pueden codificar la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 220. En algunas
modalidades, uno o mas 4cidos nucleicos de la presente pueden codificar la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 152. En algunas modalidades, uno o mas acidos nucleicos
de la presente pueden codificar la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 153. En
algunas modalidades, uno o mas &cidos nucleicos de la presente pueden codificar la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 154. En algunas modalidades, uno o mas
acidos nucleicos de la presente pueden codificar la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 168. En algunas modalidades, uno o mas acidos nucleicos de la presente pueden
codificar la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 169. En algunas modalidades, uno
0 mas acidos nucleicos de la presente pueden codificar la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 170. En algunas modalidades, uno o mas &cidos nucleicos de la presente
pueden codificar la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 175. En algunas
modalidades, uno o mas acidos nucleicos de la presente pueden codificar la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 176. En algunas modalidades, uno o mas acidos nucleicos
de la presente pueden codificar la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 177. En
algunas modalidades, uno o mas &cidos nucleicos de la presente pueden codificar la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 191. En algunas modalidades, uno o mas
acidos nucleicos de la presente pueden codificar la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 192. En algunas modalidades, uno o mas acidos nucleicos de la presente pueden
codificar la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 193.

[00126] En algunas modalidades, se proporcionan uno o mas vectores (por ejemplo,
vectores de expresion) que comprenden cualquiera de los acidos nucleicos anteriores. En
algunas modalidades, también se proporciona una célula hospedadora que comprende
dicho acido nucleico. En algunas modalidades, la célula hospedadora comprende (por
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ejemplo, se ha transducido con) un vector que comprende un acido nucleico que codifica la

molécula de fusién del ECD de Siglec-9. En algunas modalidades, la célula hospedadora es
eucariota, por ejemplo, una célula de ovario de hdmster chino (CHO) o célula linfoide (por
ejemplo, una célula YO, NSO, Sp20). Las células hospedadoras de la presente descripcion
incluyen también, de modo no taxativo, células aisladas, células cultivadas in vitro y células
cultivadas ex vivo.

[00127] Se proporcionan métodos para preparar una molécula de fusién del ECD de
Siglec-9 de la presente descripcion. En algunas modalidades, el método incluye cultivar una
célula hospedadora de la presente descripcion que comprende un acido nucleico que
codifica la molécula de fusion del ECD de Siglec-9 en condiciones adecuadas para la
expresion de la molécula de fusion del ECD de Siglec-9. En algunas modalidades, la
molécula de fusion del ECD de Siglec-9 se recupera posteriormente de la célula
hospedadora (o medio de cultivo de la célula hospedadora).

[00128] Para la produccion recombinante de una molécula de fusién del ECD de
Siglec-9 de la presente descripcion, se aisla un 4cido nucleico que codifica la molécula de
fusion del ECD de Siglec-9 y se inserta en uno 0 mas vectores para clonacion y/o expresion
adicional en una célula hospedadora. Dicho acido nucleico puede aislarse y secuenciarse
facilmente mediante el uso de procedimientos convencionales.

[00129] Los vectores adecuados que comprenden una secuencia de &cido nucleico
que codifica cualquiera de las moléculas de fusion del ECD de Siglec-9 de la presente
descripcion incluyen, sin limitacién, vectores de clonacion y vectores de expresion. Es
posible construir vectores de clonacion adecuados de acuerdo con técnicas estandares o
se pueden seleccionar de una gran cantidad de vectores de clonacién disponibles en la
técnica. Si bien el vector de clonacion seleccionado puede variar de acuerdo con la célula
hospedadora que se desea utilizar, los vectores de clonacion atiles generalmente pueden
autorreplicarse, pueden poseer un uUnico objetivo para una endonucleasa de restriccion
particular y/o pueden portar genes para un marcador que se pueden utilizar en la seleccion
de clones que comprenden el vector. Los ejemplos adecuados incluyen plasmidos y virus
bacterianos, por ejemplo, pUC18, pUC19, Bluescript (por ejemplo, pBS SK+) y sus
derivados, mpl8, mpl9, pBR322, pMB9, ColE1l, pCR1, RP4, ADN de fagos y vectores
transportadores, tales como pSA3 y pAT28. Estos y muchos otros vectores de clonacion se
encuentran disponibles de proveedores comerciales tales como BioRad, Strategene e
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Invitrogen.

[00130] Las células huésped adecuadas para la clonacion o expresion de vectores que
codifican la molécula de fusién del ECD de Siglec-9 incluyen células procariotas o
eucariotas. Por ejemplo, las moléculas de fusion del ECD de Siglec-9 de la presente
descripcion pueden producirse en eucariotas, en particular cuando la glicosilacion y la
funcién efectora de Fc contribuyen a la actividad de la molécula.

[00131] Ademas de los procariotas, los microorganismos eucariotas, como los hongos
filamentosos o las levaduras, también son hospedadores de clonacion o expresion
adecuados para los vectores que codifican la molécula de fusién del ECD de Siglec-9,
incluidas cepas de hongos y de levadura cuyas vias de glicosilacion se han “humanizado”,
lo que da como resultado la produccion de una molécula de fusién del ECD de Siglec-9 con
un patron de glicosilacion parcial o totalmente humano (por ejemplo, Gerngross Nat.
Biotech. 22:1409-1414 (2004); y Li et al. Nat. Biotech. 24:210-215 (2006)).

[00132] También pueden utilizarse como hospedadoras las células de los vertebrados.
Por ejemplo, las lineas celulares de mamiferos que se adaptan para crecer en suspension
pueden ser utiles. Otros ejemplos de lineas de células hospedadoras de mamifero Utiles son
la linea CV1 de rifibn de mono transformada por SV40 (COS-7); linea de rifidn embrionario
humano (células 293 o0 293 como se describe, por ejemplo, en Graham et al., J. Gen Virol.
36:59 (1977)) que se usaron para producir de forma recombinante moléculas de fusion del
ECD de Siglec-9 de los Ejemplos de la presente; células de riidbn de hamster bebé (BHK);
células de sertoli de raton (células TM4 como se describe, por ejemplo, en Mather, Biol.
Reprod. 23:243-251 (1980)); células de rifion de mono (CV1); células de rifibn de mono
verde africano (VERO-76); células de carcinoma cervical humano (HELA); células de rifién
canino (MDCK; células de higado de rata de bufalo (BRL 3A); células de pulmén humano
(W138); células de higado humano (Hep G2); tumor mamario de ratbn (MMT 060562);
células TRI, como se describe, por ejemplo, en Mather et al., Annals N.Y. Acad. Sci. 383:44-
68 (1982); células MRC 5; y células FS4. Otras lineas de células hospedadoras de mamifero
incluyen células de ovario de hamster chino (CHO), lo que incluye células CHO DHFR
(Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980)) y lineas de células de mieloma,
tales como YO, NSO y Sp2/0.

Actividades ilustrativas de moléculas de fusion del ECD de Siglec-9

[00133] En la presente se proporcionan polipéptidos que comprenden un ECD de
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Siglec-9, donde el polipéptido se une al acido sialico en la superficie de las células. El

polipéptido que comprende un ECD de Siglec-9 puede ser una molécula de fusion del ECD
de Siglec-9, tal como una molécula de fusion del ECD de Siglec-9-Fc. Un polipéptido que
comprende un ECD de Siglec-9 puede unirse a células que comprenden acido sialico en la
superficie con una afinidad (Kd) menor que 100 nM, menor que 90 nM, menor que 80 nM,
menor que 70 nM, menor que 60 nM, menor que 50 nM, menor que 40 nM o0 menor que
30 nM. En algunas modalidades, el polipéptido se une a células que comprenden &cido
sialico en la superficie con una afinidad (Kd) de 0,1-100 nM, 0,1-90 nM, 0,1-80 nM, 0,1-70
nM, 0,1-60 nM, 0,1-50 nM, 0,1-40 nM o 0,1-30 nM. En algunas modalidades, el ECD de
Siglec-9 o la molécula de fusion del ECD de Siglec-9 puede unirse a MDSC con una Kd, por
ejemplo, menor que menor que 100 nM, menor que 90 nM, menor que 80 nM, menor que
70 nM, menor que 60 nM, menor que 50 nM, menor que 40 nM, menor que 30 nM, menor
gue 25 nM, menor que 20 nM, menor que 10 nM, menor que 5 nM, menor que 2 nM, de 0,1-
50 nM, 1-50 nM, 1-25 nM, 1-20 nM, 1-10 nM, 1-5 nM o 1-2 nM. En diversas modalidades,
las células son células supresoras derivadas de mieloides (MDSC). En algunos casos, las
MDSC son MDSC humanas.

[00134] Un ensayo ilustrativo no limitativo para determinar la afinidad es el siguiente.
Las MDSC, tales como las MDSC humanas, se aislan y se incuban con cantidades de
titulacién de un polipéptido que comprende una molécula de fusion del ECD de Siglec-9-Fc.
Para la deteccion se usa un anticuerpo anti-dominio Fc marcado por fluorescencia (por
ejemplo, un anticuerpo que se une al dominio Fc de IgG1l) y la unién se evalia mediante
citometria de flujo. En algunas modalidades, se usa un dominio Fc no humano (por ejemplo,
un dominio Fc de IgG1 de ratdn) en la molécula de fusién, para reducir la union de fondo del
anticuerpo anti-dominio Fc marcado por fluorescencia a las MDSC. En el Ejemplo 7 se
proporciona un ensayo ilustrativo.

[00135] En algunas modalidades, un polipéptido que comprende un ECD de Siglec-9
repolariza las células supresoras derivadas de mieloides (MDSC). El polipéptido que
comprende un ECD de Siglec-9 puede ser una molécula de fusion del ECD de Siglec-9, tal
como una molécula de fusion del ECD de Siglec-9-Fc. La repolarizacién de las MDSC se
puede determinar, por ejemplo, al medir el aumento de la expresidén de quimiocinas de las
MDSC incubadas con los polipéptidos. Las quimiocinas ilustrativas no limitantes cuya
expresion puede aumentar, lo cual indica la repolarizaciéon de MDSC, incluyen CCL3, CCL4,
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CCL5, CCL17, CXCL1, CXCL9 e IL-8. Un ensayo para determinar la repolarizacion puede

medir la expresion de una, dos, tres, cuatro, cinco 0 mas quimiocinas. La repolarizacion de
las MDSC también se puede determinar al medir la expresién de CD86 y/o la expresion de
CD163 en las MDSC cultivadas en presencia de un polipéptido que comprende un ECD de
Siglec-9. CD86 es un marcador proinflamatorio y un aumento en la expresion de CD86 es
congruente con la repolarizacion de las MDSC. CD163 es un marcador de macréfagos M2,
y una disminucion en la expresion de CD163 es congruente con la repolarizacion de las
MDSC hacia un fenotipo proinflamatorio. En el Ejemplo 8 se proporciona un ensayo
ilustrativo.

[00136] En algunas modalidades, un polipéptido que comprende un ECD de Siglec-9
alivia la supresion de linfocitos T mediada por MDSC. El polipéptido que comprende un ECD
de Siglec-9 puede ser una molécula de fusién del ECD de Siglec-9, tal como una molécula
de fusion del ECD de Siglec-9-Fc. Un ensayo ilustrativo no limitativo para determinar el alivio
de la supresion de linfocitos T mediada por MDSC es el siguiente. Las MDSC se aislan y
cultivan, por ejemplo, durante 48 horas, con el polipéptido. Luego, las MDSC se cultivan
conjuntamente con linfocitos T aislados (por ejemplo, linfocitos T CD8+) y activador de
linfocitos T, tal como Dynabeads® Human T-Activator CD3/CD28. La activacion de linfocitos
T se puede determinar al medir la expresion de IFNy. En algunas modalidades, la expresion
de IFNy aumenta, lo que indica la activacion de linfocitos T, cuando las MDSC se incuban
con un polipéptido que comprende el ECD de Siglec-9, en comparacion con el polipéptido
de control. En el Ejemplo 9 se proporciona un ensayo ilustrativo.

[00137] En algunas modalidades, un polipéptido que comprende un ECD de Siglec-9
bloguea la unién de otros Siglec a MDSC. En algunas de estas modalidades, el polipéptido
bloguea la unién de Siglec-3, Siglec-5, Siglec-7, Siglec-9 y/o Siglec-10 a MDSC. La unién
puede medirse, por ejemplo, mediante el uso del ensayo de citometria de flujo descrito en
la presente para medir la Kd. En el Ejemplo 19 se proporciona un ensayo ilustrativo.
[00138] En algunas modalidades, una molécula de fusion del ECD de Siglec-9 puede
comprender la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 78 unida en su extremo C a un
dominio Fc, ya sea directamente o mediante una molécula enlazadora, tal como la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 10 o SEQ ID NO: 227, o cualquiera de las SEQ
ID NO: 45-48 y 228-233, con o sin la secuencia de sefal. En algunos de estos casos, la
molécula puede unirse a las MDSC, tales como las MDSC humanas, con una Kd, por
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ejemplo, menor que menor que 100 nM, menor que 90 nM, menor que 80 nM, menor que

70 nM, menor que 60 nM, menor que 50 nM, menor que 40 nM, menor que 30 nM, menor
gue 25 nM, menor que 20 nM, menor que 10 nM, menor que 5 nM, menor que 2 nM, de 0,1-
50 nM, 1-50 nM, 1-25 nM, 1-20 nM, 1-10 nM, 1-5 nM o0 1-2 nM.

[00139] Por ejemplo, en algunas modalidades, el dominio Fc tiene un isotipo de IgG1l
humana que tiene: a) unién reducida a FcyRIll; b) citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ATCC) reducida y/o actividad de unién al complemento reducida; c) unién
aumentada a FcyRlla; o cualquier combinacion de a), b) y/o c), con respecto al polipéptido
IgG1 de la SEQ ID NO: 142. En algunos casos, el dominio Fc comprende la SEQ ID NO:
143. En algunos casos, el dominio Fc comprende un isotipo de IgGl humana con
sustituciones N325S y L328F (NSLF). En algunos de estos casos, dicha molécula también
puede tener una mayor potencia para inducir la produccion de IFNy en presencia de MDSC
en comparacion con un ECD de Siglec-9 con la misma secuencia de aminoacidos, pero
unido en su extremo C a una molécula de Fc de tipo salvaje de higGl. En algunas
modalidades, la molécula puede aliviar la supresion de linfocitos T mediada por MDSC, por
ejemplo, segun se determina al medir un aumento en la expresion de IFNy o un aumento en
la proliferaciéon de linfocitos T. En algunos casos, dicha molécula puede aumentar la
expresion de CD86 en las MDSC y/o puede disminuir la expresion de CD206 en las MDSC.
En algunos casos, dicha molécula también puede unirse a MDSC, tales como las MDSC
humanas, con una Kd menor que la de una molécula que comprende un ECD de Siglec-9
de la misma secuencia de aminoacidos, pero unido en su extremo C a un Fc de hlgG1l de
tipo salvaje.

Composiciones y métodos para formular composiciones farmacéuticas

[00140] En la presente se proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden una
molécula de fusién del ECD de Siglec-9, tal como una molécula de fusion del ECD de Siglec-
9-Fc, de la presente descripcion y un portador farmacéuticamente aceptable. En algunas
modalidades, se proporcionan en la presente composiciones farmacéuticas que
comprenden las moléculas de fusion del ECD de Siglec-9 de la presente descripcion que
tienen el grado deseado de pureza en un portador, excipiente o estabilizador
fisioldgicamente aceptable (Remington’s Pharmaceutical Sciences (1990) Mack Publishing
Co., Easton, Pa.). Dichos portadores, excipientes o estabilizantes aceptables no son toxicos

para los receptores en las dosis y concentraciones usadas.



10

15

20

25

30

48
[00141] En diversas modalidades, las composiciones farmacéuticas que comprenden una

molécula de fusién del ECD de Siglec-9 se proporcionan en formulaciones con un portador
farmacéuticamente aceptable (véase, por ejemplo, Gennaro, Remington: The Science and
Practice of Pharmacy with Facts and Comparisons: Drugfacts Plus, 20.2 ed. (2003); Ansel
et al., Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, 7.2 ed., Lippencott
Williams y Wilkins (2004); Kibbe et al., Handbook of Pharmaceutical Excipients, 3.2 ed.,
Pharmaceutical Press (2000)). Las formulaciones adecuadas para la administracion
parenteral incluyen soluciones inyectables estériles isotonicas acuosas y no acuosas que
pueden comprender antioxidantes, amortiguadores, bacteriostaticos y solutos que
convierten a la formulacion isoténica con la sangre del receptor deseado; y suspensiones
estériles acuosas y no acuosas que pueden incluir agentes de suspension, solubilizantes,
agentes espesantes, estabilizantes y conservantes.

Usos terapéuticos

[00142] Tal como se describe en la presente, las moléculas de fusion del ECD de Siglec-9,
por ejemplo, las moléculas de fusion del ECD de Siglec-9-Fc, de la presente descripcién
pueden usarse para prevenir, reducir el riesgo o tratar enfermedades y trastornos. Ademas,
las moléculas de fusion del ECD de Siglec-9, por ejemplo, las moléculas de fusién del ECD
de Siglec-9-Fc, de la presente descripcion pueden usarse en métodos para repolarizar
células supresoras privadas de mieloide (MDSC) a un fenotipo proinflamatorio, por ejemplo,
donde el sujeto tiene cancer o una enfermedad neuroldgica o neurodegenerativa, tal como
se describe a continuacion. Las moléculas de fusion del ECD de Siglec-9, por ejemplo, las
moléculas de fusion del ECD de Siglec-9-Fc, de la presente descripcion también se pueden
usar en métodos para activar células mieloides, por ejemplo, donde el sujeto tiene cancer o
una enfermedad neurolégica o neurodegenerativa, tal como se describe a continuacién. Las
moléculas de fusion del ECD de Siglec-9, por ejemplo, las moléculas de fusion del ECD de
Siglec-9-Fc, de la presente descripcion pueden usarse adicionalmente en métodos para
repolarizar macréfagos tumorales lejos de un fenotipo M2 en un sujeto con cancer tal como
se describe en la presente.

[00143] En un aspecto de la invencion, se usa una molécula de fusion del ECD de Siglec-
9, por ejemplo, una molécula de fusién del ECD de Siglec-9-Fc, como agente terapéutico.
Se lleva a cabo un régimen terapéutico al identificar un sujeto, por ejemplo, un paciente

humano que padece (o corre el riesgo de desarrollar) una enfermedad o trastorno que se
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beneficiaria con el tratamiento con una molécula de fusién del ECD de Siglec-9.

[00144] Tal como se detalla adicionalmente a continuacion, se puede usar una molécula de
fusion del ECD de Siglec-9, por ejemplo, una molécula de fusién del ECD de Siglec-9-Fc,
en combinacion con un agente terapéutico adicional que se usa para tratar la enfermedad o
patologia proporcionada en la presente. Las expresiones “en combinacién” y “en conjunto”
se usan indistintamente en la presente descripcion. El agente terapéutico adicional que se
administra en combinacion con la molécula de fusion del ECD de Siglec-9 puede
administrarse antes, después o de manera simultanea con la molécula de fusion del ECD
de Siglec-9.

[00145] En algunas modalidades, la enfermedad o el trastorno que se debe tratar es cancer.
En determinadas modalidades, el cancer es un tumor sélido. EIl tumor sélido puede estar
asociado con un microambiente tumoral que comprende células mieloides, por ejemplo,
macrofagos, monocitos, microglia (en el SNC), células dendriticas, neutrofilos yl/o
granulocitos. En determinadas modalidades, el microambiente tumoral comprende
macréfagos y monocitos. En determinadas modalidades, las células mieloides crean un
microambiente tumoral inmunosupresor en el que un tumor puede evadir el sistema
inmunoldgico. El tratamiento con una molécula de fusion del ECD de Siglec-9 en la presente
puede aliviar esta supresion al activar las células mieloides y promover una respuesta
inmunitaria antitumoral.

[00146] En determinadas modalidades, un cancer que se va a prevenir o tratar mediante
los métodos de la presente descripcion incluye, sin limitacion, carcinoma de células
escamosas (por ejemplo, carcinoma epitelial de células escamosas), cancer de pulmon,
cancer de pulmon microcitico, cancer de pulmén no microcitico (NSCLC), cancer de pulmon
no microcitico escamoso, adenocarcinoma de pulmén, carcinoma de pulmén escamoso,
NSCLC no escamoso, glioma, cancer de peritoneo, cancer hepatocelular, cancer gastrico o
cancer de estobmago, incluidos cancer gastrointestinal y cancer del estroma gastrointestinal,
cancer renal (por ejemplo, carcinoma de células claras), cancer de ovario, cancer de higado,
cancer de colon, cancer colorrectal, cancer de endometrio, carcinoma hepatico, cancer de
rifidn (por ejemplo, carcinoma de células renales (RCC)), cancer de prostata (por ejemplo,
adenocarcinoma de proOstata refractario a hormonas), cancer de tiroides, neuroblastoma,
sarcoma, cancer de pancreas, cancer cerebral (por ejemplo, astrocitoma como glioblastoma

(glioblastoma multiforme)), cancer de cuello uterino, cancer de vejiga, hepatoma, cancer de
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mama (por ejemplo, cancer de mama triple negativo) y cancer de cabezay cuello (carcinoma

de células escamosas de cabeza y cuello), melanoma (por ejemplo, melanoma maligno
metastasico, tal como melanoma maligno cutaneo o intraocular), cancer de tiroides, cancer
0seo, cancer de piel, cancer de utero, cancer anal, cancer de testiculo, carcinoma de las
trompas de Falopio, cancer de vulva, colangiocarcinoma y cancer de esofago. En
determinadas modalidades, el cancer se selecciona de carcinoma de células renales,
sarcoma, cancer de pancreas, glioblastoma, cancer de ovario, cancer colorrectal, cancer de
pulmdn, melanoma, cancer de vejiga, cancer de cabeza y cuello, cancer de mama y cancer
de utero.

[00147] En determinadas modalidades, un cancer que se va a prevenir o tratar mediante
los métodos de la presente descripcién incluye, sin limitaciéon, un cancer hematopoyético,
tal como leucemia, linfoma o mieloma.

[00148] En algunas modalidades, el cancer puede ser cancer de etapa temprana o cancer
de etapatardia. En algunas modalidades, el cancer puede ser un tumor primario. En algunas
modalidades, el cancer puede ser un tumor metastasico en un segundo sitio derivado de
cualquiera de los tipos de cancer que anteceden.

[00149] En algunas modalidades, la presente descripcion proporciona métodos para tratar
a un individuo que tiene cancer, en los que el individuo tiene un cancer que es refractario a
la terapia con inhibidores de puntos de control, mediante la administracion al individuo de
una cantidad eficaz de una molécula de fusién del ECD de Siglec-9, por ejemplo, una
molécula de fusion del ECD de Siglec-9-Fc, de la presente descripcién. En determinadas
modalidades, el individuo tiene un cancer que es refractario a la terapia con un antagonista
de PD-1 o PD-L1, por ejemplo, un anticuerpo PD-1 o PD-L1, como los que se proporcionan
a continuacion.

[00150] En algunas modalidades, la presente descripcién proporciona métodos para tratar
a un individuo que tiene cancer, en los que el individuo tiene un cancer que recurrio tras la
terapia con inhibidores de puntos de control, mediante la administracion al individuo de una
cantidad terapéuticamente eficaz de una molécula de fusion del ECD de Siglec-9, por
ejemplo, una molécula de fusion del ECD de Siglec-9-Fc, de la presente descripcion. En
determinadas modalidades, el individuo tiene un cancer que recurrié tras la terapia con un
antagonista de PD-1 o PD-L1, por ejemplo, un anticuerpo PD-1 o PD-L1, como los que se

proporcionan a continuacion.
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[00151] En algunas modalidades, una molécula de fusién del ECD de Siglec-9, por ejemplo,

una molécula de fusion del ECD de Siglec-9-Fc, de la presente descripcion puede
administrarse junto con un antagonista de una molécula inhibidora de punto de control
inmunitario. En algunas modalidades, la molécula inhibidora del punto de control es PD-1
(proteina 1 de la muerte celular programada) o su ligando PD-L1 (ligando 1 de muerte
programada). En algunas modalidades, un antagonista de PD-1 es un anticuerpo de PD-1.
Los anticuerpos contra PD-1 incluyen, por ejemplo, OPDIVO (nivolumab), KEYTRUDA
(pembrolizumab), MEDI-0680 (AMP-514; W02012/145493), camrelizumab (SHR-1210),
tislelizumab (BGB-A317) o spartalizumab (NPVPDRO001, NVS240118, PDRO001). Una
proteina recombinante compuesta por el dominio extracelular de PD-L2 (B7-DC) fusionado
con la parte Fc de IgGl, denominada AMP-224, también puede utilizarse para antagonizar
el receptor de PD-1. En algunas modalidades, un antagonista de PD-L1 es un anticuerpo de
PD-L1. Los anticuerpos de PD-L1 incluyen, por ejemplo, TECENTRIQ (atezolizumab),
durvalumab (MEDI4736), BMS-936559 (W02007/005874), MSB0010718C
(W02013/79174) o rHigM12B7. En algunas modalidades, se administra una molécula de
fusion del ECD de Siglec-9 de la presente invencion en combinacion con radioterapia y/o un
agente quimioterapéutico.

[00152] En algunas modalidades, se proporcionan métodos para tratar un trastorno
neuroldgico o neurodegenerativo mediante la administracion a un paciente que lo necesite
de una molécula de fusién del ECD de Siglec-9, tal como una molécula de fusiéon del ECD
de Siglec-9-Fc. En algunas modalidades, el trastorno neurolégico o neurodegenerativo se
caracteriza por una microglia disfuncional (por ejemplo, hipoactiva) o deficiente. Las
microglias son células inmunitarias innatas que residen especificamente en el cerebro y que
funcionan como macroéfagos, al limpiar los desechos y las neuronas muertas a través del
proceso de fagocitosis y al proporcionar otras funciones de apoyo para mantener la salud
del cerebro. Sin limitarse por la teoria, la activacién de la microglia por una molécula de
fusion del ECD de Siglec-9 podria tratar el trastorno neurolégico o neurodegenerativo. En
algunas modalidades, el paciente tiene sintomas de un trastorno neuroldgico o
neurodegenerativo, y la molécula de fusion del ECD de Siglec-9 se administra para tratar el
trastorno neurolégico o neurodegenerativo. En algunas modalidades, el paciente tiene
riesgo de un trastorno neuroldgico o neurodegenerativo, y la molécula de fusion del ECD de

Siglec-9 se administra para reducir el riesgo, retardar el inicio o prevenir el trastorno
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neurolégico o neurodegenerativo. En algunas modalidades, el trastorno neurolégico o

neurodegenerativo se selecciona de demencia, que incluye la demencia frontotemporal,
enfermedad de Alzheimer, demencia vascular y deterioro cognitivo leve, enfermedad de
Parkinson, esclerosis lateral amiotrofica (ELA), enfermedad de Huntington, enfermedad de
tauopatia, esclerosis multiple, neuropatias inmunomediadas (tales como dolor neuropatico),
enfermedad de Nasu-Hakola, leucoencefalopatia de aparicion en pacientes pediatricos y
leucoencefalopatia de aparicibn en adultos con esferoides axonales y glia
pigmentada (ALSP).

Demencia

[00153] La demencia es un sindrome no especifico (es decir, un conjunto de signos y
sintomas) que se presenta como una pérdida grave de la capacidad cognitiva global en una
persona previamente no afectada, mas alla de lo que se podria esperar del envejecimiento
usual. La demencia puede permanecer estatica como consecuencia de una uUnica lesion
cerebral global. De manera alternativa, la demencia puede ser progresiva, o que genera un
declive a largo plazo debido a dafio o enfermedad en el cuerpo. Aunque la demencia es
mucho mas usual en la poblacion geriatrica, también se puede presentar antes de los 65
afios de edad. Las areas cognitivas afectadas por la demencia incluyen, de modo no
taxativo, memoria, lapso de atencion, lenguaje y resolucion de problemas. En general, los
sintomas se deben presentar durante al menos seis meses antes de que se diagnostique
gue un individuo tiene demencia.

[00154] Ejemplos de formas de demencia incluyen, de modo no taxativo, demencia
frontotemporal, enfermedad de Alzheimer, demencia vascular, demencia semantica y
demencia con cuerpos de Lewy.

[00155] En algunas modalidades, la administracion de una molécula de fusion del ECD de
Siglec-9 de la presente descripcion puede prevenir, reducir el riesgo de y/o tratar la
demencia. En algunas modalidades, la administracion de una molécula de fusién del ECD
de Siglec-9 puede modular una 0 mas actividades de Siglec-9 en un individuo que tiene
demencia.

Demencia frontotemporal

[00156] La demencia frontotemporal (DFT) es una afecciébn generada por el deterioro
progresivo del l6bulo frontal del cerebro. Con el transcurso del tiempo, la degeneracion

puede progresar al I6bulo temporal. En segundo lugar de prevalencia, luego de la
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enfermedad de Alzheimer (EA), la DFT representa 20 % de los casos de demencia presenil.

Los rasgos clinicos de la FTD incluyen deficiencia de memoria, anomalias de
comportamiento, cambios en la personalidad e impedimentos en el lenguaje (Cruts, M. &
Van Broeckhoven, C., Trends Genet. 24:186-194 (2008); Neary, D., et al., Neurology
51:1546-1554 (1998); Ratnavalli, E., Brayne, C., Dawson, K. & Hodges, J. R., Neurology
58:1615-1621 (2002)).

[00157] Una parte importante de los casos de FTD se heredan de forma dominante
autosomica, pero los sintomas pueden abarcar un espectro de FTD con perturbaciones de
comportamiento a afasia progresiva primaria y degeneracion ganglionar corticobasal incluso
en una familia. Al igual que la mayoria de las enfermedades neurodegenerativas, la FTD se
puede caracterizar por la presencia patologica de agregados proteicos especificos en el
cerebro enfermo. Histéricamente, las primeras descripciones de FTD reconocieron la
presencia de acumulaciones intraneuronales de proteina Tau hiperfosforilada en ovillos
neurofibrilares o cuerpos de Pick. La identificacion de mutaciones en el gen que codifica la
proteina Tau en varias familias apoya el rol causal de la proteina Tau asociada a
microtUbulos (Hutton, M., et &l., Nature 393:702-705 (1998). Sin embargo, la mayoria de los
cerebros con FTD no presentan acumulacion de Tau hiperfosforilada, pero exhiben
inmunorreactividad a ubiquitina (Ub) y proteina de unién a ADN TAR (TDP43) (Neumann,
M., et al., Arch. Neurol. 64:1388-1394 (2007)). Se demostré6 que una mayoria de dichos
casos de FTD con inclusiones de Ub (FTD-U) porta mutaciones en el gen de progranulina.
[00158] En algunas modalidades, la administracion de una molécula de fusion del ECD de
Siglec-9 de la presente descripcion puede prevenir, reducir el riesgo de y/o tratar la FTD. En
algunas modalidades, la administracion de una molécula de fusion del ECD de Siglec-9
puede modular una o mas actividades de Siglec-9 en un individuo que tiene FTD.
Enfermedad de Alzheimer

[00159] La enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma mas comun de demencia. No existe
cura para la enfermedad, la que empeora a medida que evoluciona y, eventualmente, lleva
a la muerte. En la mayoria de los casos, se diagnostica EA en individuos mayores de 65
afios. Sin embargo, la enfermedad de Alzheimer de aparicibn temprana de menor
prevalencia se puede presentar mucho antes. Los sintomas comunes de la enfermedad de
Alzheimer incluyen sintomas de comportamiento, tales como dificultad para recordar

eventos recientes, sintomas cognitivos, confusion, irritabilidad y agresién, cambios de
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humor, problemas con el lenguaje y pérdida de memoria a largo plazo. A medida que la

enfermedad evoluciona, se pierden funciones corporales, lo que lleva, en Ultima instancia,
a la muerte. La enfermedad de Alzheimer se desarrolla durante una extension de tiempo
desconocida y variable antes de ser completamente evidente y puede evolucionar sin
diagndstico durante afnos.

[00160] En la presente también se informa la observacion de que el alelo menor de
rs2075803, un SNP en el locus de Siglec-9 en el cromosoma 19, esta asociado con un
aumento en los niveles de Siglec-9 en plasma y el riesgo de enfermedad de Alzheimer.
Adicionalmente, en la presente se informa la observacion de que el alelo menor de
rs12983058, un SNP en el locus de Siglec-7 en el cromosoma 19, estd asociado con un
aumento en los niveles de Siglec-7 en plasma y el riesgo de enfermedad de Alzheimer.
[00161] Por consiguiente, en algunas modalidades, la administracién de una molécula de
fusion del ECD de Siglec-9 de la presente descripcion puede prevenir, reducir el riesgo de
ylo tratar la enfermedad de Alzheimer. En algunas modalidades, la administracion de una
molécula de fusion del ECD de Siglec-9 puede modular una o mas actividades de Siglec-9
en un individuo que tiene enfermedad de Alzheimer.

Enfermedad de Parkinson

[00162] La enfermedad de Parkinson, a la que se puede hacer referencia como
parkinsonismo primario o idiopatico, sindrome de rigidez hipocinética (HRS) o paralisis
agitante, es un trastorno cerebral neurodegenerativo que afecta el control del sistema motor.
La muerte progresiva de las células productoras de dopamina en el cerebro conduce a los
principales sintomas del Parkinson. En la mayoria de los casos, la enfermedad de Parkinson
se diagnostica en individuos mayores de 50 afios. En la mayoria de las personas, la
enfermedad de Parkinson es idiopética (no tiene causa conocida). Sin embargo, los factores
genéticos también cumplen una funcion en la enfermedad.

[00163] Los sintomas de la enfermedad de Parkinson incluyen, de modo no taxativo,
temblor de las manos, brazos, piernas, mandibula y rostro, rigidez muscular de las
extremidades y el torso, lentitud de movimiento (bradicinesia), inestabilidad postural,
dificultad para caminar, problemas neuropsiquiatricos, cambios del habla o el
comportamiento, depresion, ansiedad, dolor, psicosis, demencia, alucinaciones y problemas
para dormir.

[00164] En algunas modalidades, la administracion de una molécula de fusion del ECD de
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Siglec-9 de la presente descripcion puede prevenir, reducir el riesgo de y/o tratar la

enfermedad de Parkinson. En algunas modalidades, la administracién de una molécula de
fusion del ECD de Siglec-9 puede modular una o mas actividades de Siglec-9 en un individuo
gue tiene enfermedad de Parkinson.

Esclerosis lateral amiotréfica (ELA)

[00165] Tal como se utilizan en la presente, la esclerosis lateral amiotréfica (ELA),
enfermedad de la neurona motora o enfermedad de Lou Gehrig se emplean de forma
intercambiable y hacen referencia a una enfermedad debilitante con una etiologia variada
gue se caracteriza por el debilitamiento progresivo rapido, atrofia muscular y
fasciculaciones, espasmos musculares, dificultad para hablar (disartria), dificultad para
tragar (disfagia) y dificultad para respirar (disnea).

[00166] Se ha demostrado que la progranulina desempefa una funcion en ELA (Schymick,
JC et al., (2007) J[0343] Neurol Neurosurg Psychiatry; 78:754-6) y protege contra el dafio
provocado por proteinas que causan ELA, tales como TDP-43 (Laird, AS et al., (2010). PLoS
ONE 5: €13368). También se demostrd que pro-NGF induce la muerte de oligodendrocitos
y neuronas corticoespinales mediada por p75 luego de una lesion de médula espinal (Beatty
et al., Neuron (2002),36, pags. 375-386; Giehl et &l., Proc. Natl. Acad. Sci USA (2004), 101,
pp 6226-30).

[00167] En algunas modalidades, la administracion de una molécula de fusién del ECD de
Siglec-9 de la presente descripcién puede prevenir, reducir el riesgo de y/o tratar la ELA. En
algunas modalidades, la administracion de una molécula de fusion del ECD de Siglec-9
puede modular una o mas actividades de Siglec-9 en un individuo que tiene esclerosis lateral
amiotrofica.

Enfermedad de Huntington

[00168] La enfermedad de Huntington (HD) es una enfermedad neurodegenerativa
heredada provocada por una mutacién dominante autosémica en el gen de Huntington
(HTT). La expansion de una repeticion del triplete citocina-adenina-guanina (CAG) en el gen
de Huntington genera la produccién de una forma mutante de la proteina de Huntington (Htt)
codificada por el gen. Dicha proteina de Huntington con mutacion (mHtt) es tdxica y
contribuye a la muerte celular. Los sintomas de la enfermedad de Huntington suelen
aparecer entre los 35y los 44 afos de edad, aunque pueden aparecer a cualquier edad.
[00169] Los sintomas de la enfermedad de Huntington incluyen, de modo no taxativo,
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problemas de control motor, brusquedad, movimientos aleatorios (corea), movimientos

oculares anormales, impedimentos de equilibrio, convulsiones, dificultad para masticar,
problemas cognitivos, alteraciones del habla, déficits de memoria dificultades para razonar,
insomnio, fatiga, demencia, cambios de la personalidad, depresion, ansiedad vy
comportamiento compulsivo.

[00170] En algunas modalidades, la administracion de una molécula de fusion del ECD de
Siglec-9 de la presente descripcion puede prevenir, reducir el riesgo de y/o tratar la
enfermedad de Huntington (EH). En algunas modalidades, la administracion de una
molécula de fusion del ECD de Siglec-9 puede modular una o mas actividades de Siglec-9
en un individuo que tiene enfermedad de enfermedad de Huntington.

Tauopatia

[00171] Las tauopatias representan una clase de enfermedades neurodegenerativas
provocadas por agregado de la proteina tau asociada a microtibulos en el cerebro. La
enfermedad de Alzheimer (EA) es la tauopatia mas conocida e implica una acumulacion de
proteina tau dentro de las neuronas en forma de ovillos neurofibrilares insolubles (NFT).
Otras tauopatias incluyen pardlisis supranuclear progresiva, demencia pugilistica
(encefalopatia traumética crénica), demencia frontotemporal y parkinsonismo vinculado al
cromosoma 17, enfermedad de Lytico-Bodig (complejo de demencia y Parkinson de Guam),
demencia predominante de ovillos, ganglioglioma y gangliocitoma, meningioangiomatosis,
panencefalitis esclerosante subaguda, encefalopatia principal, esclerosis tuberosa,
enfermedad de Hallervorden-Spatz, lipofuscinosis, enfermedad de Pick, degeneracion
corticobasal, argirofilia granulosa (AGD), enfermedad de Huntington y degeneracion lobular
frontotemporal.

[00172] En algunas modalidades, la administracion de una molécula de fusion del ECD de
Siglec-9 de la presente descripcion puede prevenir, reducir el riesgo de y/o tratar la
enfermedad de tauopatia. En algunas modalidades, la administracién de una molécula de
fusion del ECD de Siglec-9 puede modular una o mas actividades de Siglec-9 en un individuo
que tiene enfermedad de enfermedad de tauopatia.

Esclerosis multiple

[00173] También se puede hacer referencia a la esclerosis multiple (EM) como esclerosis
diseminada o encefalomielitis diseminada. La EM es una enfermedad inflamatoria en la cual

se dafan las vainas de mielina grasa alrededor de los axones del cerebro y la médula
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espinal, lo que lleva a la desmielinacion y la cicatrizacion, asi como a un amplio espectro de

sefiales y sintomas. La EM afecta la capacidad de las células nerviosas en el cerebro y la
médula espinal para comunicarse entre si de forma eficaz. Las células nerviosas se
comunican mediante el envio de sefales eléctricas llamadas potenciales de accion a través
de fibras largas, conocidas como axones, contenidas en una sustancia aislantes llamada
mielina. En la EM, el sistema inmunitario del cuerpo ataca y dafia la mielina. Cuando se
pierde la mielina, los axones pierden la capacidad de conduccion eficaz de sefales.
Usualmente, la aparicion de la EM se produce en adultos jévenes y es mas comun en
mujeres.

[00174] Los sintomas de la EM incluyen, de modo no taxativo, cambios en la percepcion,
tales como pérdida de sensibilidad o cosquilleo; punzadas o insensibilidad, tal como
hipoestesia y parestesia; debilidad muscular; clono; espasmos musculares; dificultad de
movimiento; dificultades de coordinacion y equilibrio, tales como ataxia; problemas para
hablar, tales como disartria, o para tragar, tales como disfagia; problemas visuales, tales
como nistagmo, neuritis éptica que incluye fosfenos y diploscopia; fatiga; dolor agudo o
cronico; problemas de vejiga e intestino; impedimento cognitivo de varios grados; sintomas
emocionales de depresion y humor inestable; fendmeno de Uhthoff, el que implica exacerbar
los sintomas existentes debido a una exposicion a temperaturas ambientales mayores que
las usuales y la sefial de Lhermitte, la que es una sensacion eléctrica a lo largo de la espalda
cuando se flexiona el cuello.

[00175] En algunas modalidades, la administracion de una molécula de fusion del ECD de
Siglec-9 de la presente descripcidon puede prevenir, reducir el riesgo de y/o tratar la EM. En
algunas modalidades, la administracion de una molécula de fusion del ECD de Siglec-9
puede modular una o mas actividades de Siglec-9 en un individuo que tiene EM.
Administracion

[00176] Una molécula de fusién del ECD de Siglec-9, tal como una molécula de fusion del
ECD de Siglec-9-Fc, proporcionada en la presente (y cualquier agente terapéutico adicional)
se puede administrar por cualquier medio adecuado, incluida la administracion parenteral,
intrapulmonar, intranasal, intratumoral, intralesional, intracerobroespinal, intracraneal,
intraespinal, intrasinovial, intratecal, oral, tépica o por inhalacion. Las infusiones
parenterales incluyen la administracion intramuscular, administracion intravenosa como un

bolo o mediante infusion continua durante un periodo de tiempo, intraarterial, intraperitoneal
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0 subcutanea. En algunas modalidades, la administracion es administracion intravenosa. En

algunas modalidades, la administracion es subcutanea. La dosificacion puede ser mediante
cualquier via adecuada, por ejemplo, mediante inyecciones, tal como por via intravenosa o
subcutanea, dependiendo en parte de si la administracion es breve o cronica. En este
documento se contemplan diversos programas de dosificacion que incluyen, pero no se
limitan a, administraciones Gnicas o mdultiples durante varios puntos de tiempo,
administracion de bolo e infusion de pulso.

[00177] Para la prevencién o el tratamiento de enfermedades, la dosis apropiada de una
molécula de fusion del ECD de Siglec-9 de la invencion, tal como una molécula de fusion
del ECD de Siglec-9-Fc, cuando se usa sola o en combinacion con uno o mas agentes
terapéuticos adicionales diferentes, dependera del tipo de enfermedad a tratar, el tipo de
molécula de fusion, la gravedad y el curso de la enfermedad, si la molécula de fusion se
administra con fines preventivos o terapéuticos, la terapia previa, la historia clinica del
paciente y la respuesta a la molécula de fusion, y el criterio del médico tratante. La molécula
de fusion se administra adecuadamente al paciente de una vez o durante una serie de
tratamientos.

Usos para diagnéstico

[00178] En algunas modalidades, las moléculas de fusion del ECD de Siglec-9
proporcionadas en la presente son Utiles para detectar la presencia de un ligando de Siglec,
por ejemplo, acido sialico, en una muestra o un individuo. El término “detectar”, tal como se
usa en la presente, abarca la deteccién cuantitativa o cualitativa. En la presente se
proporcionan métodos para usar las moléculas de fusion del ECD de Siglec-9 de esta
descripcién con fines de diagnéstico, tales como la deteccion de &cido sialico en un individuo
0 en muestras de tejido derivadas de un individuo. En algunas modalidades, el individuo es
un ser humano.

[00179] El método de deteccion puede implicar la cuantificacion de la molécula de fusion
del ECD de Siglec-9 unida al 4cido sialico. Tal deteccion en muestras bioldgicas se puede
producir con cualquier método conocido en la técnica, lo que incluye microscopia con
inmunofluorescencia, inmunocitoquimica, inmunohistoquimica, ELISA, andlisis FACS,
inmunoprecipitacion o tomografia por emision de micropositrones. En determinadas
modalidades, la molécula de fusion del ECD de Siglec-9 se radiomarca, por ejemplo, con

18F y posteriormente se detecta mediante el uso de un analisis de tomografia por emision
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de micropositrones. También es posible cuantificar la unién al acido sialico en un paciente

mediante técnicas no invasivas, tales como tomografia por emision de positrones (PET),
tomografia computarizada con rayos X, tomografia computarizada por emisién de foton
unico (SPECT), tomografia computarizada (TC) y tomografia axial computarizada (TAC).
Articulos de manufactura

[00180] En la presente se proporcionan articulos de fabricacién (por ejemplo, kits) que
comprenden una molécula de fusion del ECD de Siglec-9, por ejemplo, una molécula de
fusion del ECD de Siglec-9-Fc, tal como se describe en la presente. El articulo de fabricacion
puede incluir uno o mas recipientes que comprenden una molécula de fusion del ECD de
Siglec-9 descrita en la presente. Los recipientes pueden ser cualquier envase adecuado que
incluye, de modo no taxativo, viales, botellas, frascos, envases flexibles (por ejemplo, bolsas
Mylar o de plastico selladas) y similares. Los recipientes pueden ser dosis unitarias,
paguetes a granel (por ejemplo, paquetes de multiples dosis) o dosis subunitarias.

[00181] En algunas modalidades, los kits pueden incluir ademas un segundo agente. En
algunas modalidades, el segundo agente es un amortiguador o agente de dilucién
farmacéuticamente aceptable que incluye, de modo no taxativo, tal como agua
bacteriostatica para inyeccién (BWFI), solucion salina amortiguada con fosfato, solucion de
Ringer y solucién de dextrosa. En algunas modalidades, el segundo agente es un agente
farmacéuticamente activo como se describi6é anteriormente.

[00182] En algunas modalidades de cualquiera de los articulos de fabricacion, el articulo de
fabricacion incluye ademas instrucciones de uso de acuerdo con los métodos de esta
descripcion. Las instrucciones generalmente incluyen informacion sobre la dosificacion, el
cronograma de dosificacion y la via de administracion para el tratamiento previsto. En
algunas modalidades, estas instrucciones comprenden una descripcion de la administracién
de la molécula de fusién del EDC de Siglec-9 de la presente descripcion para prevenir,
reducir el riesgo de o tratar a un individuo que tiene una enfermedad, trastorno o lesion
seleccionada de carcinoma de células escamosas (por ejemplo, carcinoma epitelial de
células escamosas), cancer de pulmon, cancer de pulmon microcitico, cancer de pulmoén no
microcitico (NSCLC), cancer de pulmén no microcitico escamoso, adenocarcinoma de
pulmén, carcinoma de pulmén escamoso, NSCLC no escamoso, glioma, cancer de
peritoneo, cancer hepatocelular, cancer gastrico o cancer de estomago, incluidos cancer

gastrointestinal y cancer del estroma gastrointestinal, cancer renal (por ejemplo, carcinoma
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de células claras), cancer de ovario, cancer de higado, cancer de colon, cancer colorrectal,

cancer de endometrio, carcinoma hepatico, cdncer de riidn (por ejemplo, carcinoma de
células renales (RCC)), cancer de préstata (por ejemplo, adenocarcinoma de prostata
refractario a hormonas), cancer de tiroides, neuroblastoma, cancer de pancreas, cancer
cerebral (por ejemplo, astrocitoma como glioblastoma (glioblastoma multiforme)), cancer de
cuello uterino, cancer de vejiga, hepatoma, cancer de mama (por ejemplo, cancer de mama
triple negativo) y cancer de cabeza y cuello (carcinoma de células escamosas de cabezay
cuello), melanoma (por ejemplo, melanoma maligno metastasico, tal como melanoma
maligno cutaneo o intraocular), cancer de tiroides, cancer 6seo, cancer de piel, cancer de
Gtero, cancer anal, cancer de testiculo, carcinoma de las trompas de Falopio, cancer de
vulva, colangiocarcinoma, cancer de esofago, demencia, que incluye la demencia
frontotemporal, enfermedad de Alzheimer, demencia vascular y deterioro cognitivo leve,
enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral amiotrofica (ELA), enfermedad de Huntington,
enfermedad de tauopatia, esclerosis multiple, neuropatias inmunomediadas (tales como
dolor neuropatico), enfermedad de Nasu-Hakola, leucoencefalopatia de aparicion en
pacientes pediatricos y leucoencefalopatia de aparicion en adultos con esferoides axonales
y glia pigmentada (ALSP), de acuerdo con cualquiera de los métodos de la presente
descripcion. En algunas modalidades, las instrucciones incluyen instrucciones para el uso
de la molécula de fusion del ECD de Siglec-9 y el segundo agente (por ejemplo, segundo
agente farmacéuticamente activo).

[00183] Se comprendera de forma mas detallada la presente descripcidon con referencia a
los siguientes Ejemplos. Sin embargo, no deberia interpretarse que limitan el alcance de la
presente descripcién. Todo el material citado en la descripcion se incorpora a la presente

en forma expresa mediante esta referencia.

EJEMPLOS
[00184] Los siguientes ejemplos se proporcionan a modo ilustrativo y no limitativo. Los
expertos en la técnica reconoceran facilmente diversos parametros que podrian cambiarse
o modificarse para producir resultados esencialmente similares.
Ejemplo 1: Siglec-9 se expresa en la superficie de células mieloides en tumores
humanos

[00185] Para examinar la expresion de Siglec-9 en células inmunitarias en tumores
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humanos, se procesaron tumores humanos primarios recién resecados mediante digestion

enzimatica, seguida de andlisis de citometria de flujo. Tal como se muestra en la Fig. 1, en
una muestra representativa de adenocarcinoma de pulmon, se detectd Siglec-9 en la
superficie de macrofagos y granulocitos que se infiltran en el tumor, pero no en los linfocitos
T. Se observaron perfiles de expresion de Siglec-9 similares en muestras de canceres
colorrectal, de higado, de ovario y de cabeza y cuello. La caracterizacion adicional de la
expresion de las células mieloides de Siglec-9 reveld que la expresion de Siglec-9 es mayor
en las células HLA-DRIo, que pueden caracterizarse como células supresoras derivadas de
mieloides (MDSC).

Ejemplo 2: los dominios ECD de Siglec-9 muestran unidon y expresion recombinante
eficaz

[00186] Se evaluaron variantes de truncamiento de Siglec-9-higGl para determinar la
eficacia de expresion y union a células de melanoma A375. EI ECD de Siglec-9 consta de 3
dominios: el dominio IgV de union al ligando se encuentra en el extremo N, seguido de los
dominios C2T1 y C2T2. De los tres dominios, el dominio C2T2 se encuentra mas cerca de
la membrana plasmatica. Tal como se muestra en la Tabla 1, solo la variante del ECD de
Siglec-9-Fc que contiene los 3 dominios se expresé eficazmente en células Expi293. Para
detectar la unién de Siglec-9-hlgG1, las células A375 se incubaron con 250 pug/ml de las
variantes del ECD de Siglec-9-Fc durante 2 horas en hielo en la oscuridad, seguido de una
incubacion de 30 minutos con anti-lgG humana conjugado por fluorescencia (Jackson
Immunoresearch). La union se evalué mediante citometria de flujo con un BD FACS Canto
y se analizé mediante el software FlowJo. Los datos de la Tabla 1 muestran que el dominio
de IgV es necesario para unirse a las células A375, de acuerdo con el dominio de IgV que
funciona como el principal dominio de reconocimiento del ligando en el ECD de Siglec-9.

Tabla 1: expresion y union celular de variantes del ECD de Siglec-9-Fc

Variante Rendimiento (mg) por 250 | Unién
ml celular
IgV-C2T1-C2T2-Fc 37,6 +
IgV-Fc 0,2 +
IgV-C2T1-Fc 1,7 +
C2T1-C2T2-Fc 0,4 -
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Ejemplo 3. modificacion genética de proteinas de fusion Siglec9-Fc: modelado de

homologia

[00187] La proteina de fusion de Siglec9-Fc se modificé genéticamente mediante la
creacion de un modelo de homologia de Siglec9-IgV, que permite el disefio de mutaciones
para mejorar la solubilidad y reequilibrar la distribucién de carga. Se utilizaron céalculos de
estabilidad y modelado de homologia de proteinas basado en la estructura para disefar
variantes de Siglec-9 con una mejor solubilidad y redistribucion de carga superficial,
mediante el uso de modelado de proteinas y los modulos de disefio de proteinas de MOE
(Molecular Operating Environment, Chemical Computing Group, Montreal, Canada).
[00188] Brevemente, se cre6 un modelo de homologia del dominio IgV de Siglec9
("HM_S9”) mediante el uso de la aplicacion Protein Modeler en MOE 2019.01 (Molecular
Operating Environment (MOE). Montreal (QC, Canadd): Chemical Computing Group ULC.;
enero de 2019). La secuencia de aminoacidos primaria de Siglec9-lgV (SEQ ID NO: 7) se
utiliz6 como secuencia de consulta y se describe en la Fig. 2. Se realiz6 una busqueda de
homologiay PDB_ID 107V (estructura de alta resolucion de Siglec-7) del Protein Data Bank
(www (punto) rcsb (punto) org/) se utiliz6 como plantilla para la consulta, que es
aproximadamente 73% idéntica a la plantilla. La minimizacion de energia en todo el
modelado de homologia de proteinas se realizé con el campo de fuerza Amberl10: EHT en
MOE 2019.01 para generar un modelo refinado.

[00189] A continuacion, se calcularon los parches superficiales electrostaticos e
hidrofobicos mediante el uso del modelo HM_S9 refinado para identificar residuos asociados
con interacciones entre proteinas potencialmente problematicas. Este andlisis in silico se
puede utilizar para predecir la agregacion reversible, que normalmente surge de
interacciones no covalentes relativamente débiles. Las interacciones hidrofébicas pueden
contribuir a interacciones no especificas de alta afinidad entre macromoléculas (Wildman,
S.A., Crippen, G.M.; Prediction of Physiochemical Parameters by Atomic Contributions; J.
Chem. Inf. Comput. Sci. 39 (1999) 868—-873). Ademas, en muchas proteinas, incluidos los
anticuerpos, las interacciones electrostaticas se han implicado en la formacion de agregados
autoasociados (Sharp K., Honig B.; Electrostatic Interactions in Macromolecules: Theory and
Applications. Ann. Rev. Biophys. Biophys. Chem. 19 (1990) 301-332).

[00190] Se identificaron varios parches superficiales hidrofébicos y con carga positiva. La

mutagénesis dirigida al sitio in silico se realizo mediante el uso de la funcion de escaneo de
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residuos en parches hidrofébicos dirigidos a MOE, parches con carga positiva o parches

hidrofobicos més parches con carga positiva simultaneamente en el dominio IGV. Se
introdujeron mutaciones simples, dobles, triples o cuadruples en cada variante. Las
mutaciones se seleccionaron entre alanina, arginina, asparagina, acido aspartico,
glutamina, acido glutamico, glicina, histidina, lisina, serina, treonina, tirosina y valina.
[00191] Se tomaron muestras de aproximadamente 50 000 mutantes y se calcularon los
cambios de estabilidad. Los mutantes que se construiran y probaran adicionalmente en
cuanto a funciones, expresion, solubilidad y estabilidad se seleccionaron basandose en una
estabilidad mejorada, parches con carga positiva reducidos y parches hidrofobicos
reducidos. La Siglec-9-Fc original se muestra en la SEQ ID NO: 10. La secuencia “WIYP”
en los aminoacidos 50-53 se reemplaza con los cuatro amino&cidos indicados en S9.2-S9.7
(SEQ ID NO: 11-16, respectivamente; DIEG, SEQ ID NO: 11; SIET, SEQ ID NO: 12; SIEP,
SEQ ID NO: 13; DIEP, SEQ ID NO: 14; YQES, SEQ ID NO: 15; THET, SEQ ID NO: 16). En
S9.8-S9.22 (SEQ ID NO: 17-31), se realizan las sustituciones indicadas. Véase la Tabla de
determinadas secuencias. (La numeracién de los residuos mutados se ajusta como
resultado del modelado molecular por MOE. El primer aminoacido de la secuencia de
polipéptidos madura (S de SKLL...) es el residuo numero 8.)

Ejemplo 4: Modificacion genética de proteinas de fusién de Siglec9-Fc: reemplazo de
residuos de bucle

[00192] Se compar6 una estructura cristalina de alta resolucion de Siglec-7 con un modelo
de Siglec-9 (Alpheny, M.S., et al.; High Resolution Crystal Structures of Siglec-7, Insights
into Ligand Specificity in the Siglec Family; J. Biol. Chem. 278 (2003) 3372-3377). Cuando
se compara con el bucle de Siglec-7 con carga negativa compuesto de VDSQTDSD (SEQ
ID NO: 8), el bucle de Siglec-9 isostérico compuesto de SHGWIYPG (SEQ ID NO: 9)
produce una superficie hidrofébica mas grande. Por lo tanto, se aplic6 una ingenieria
sistemética de proteinas de intercambio de bucles in silico; cada aminoacido del bucle de
Siglec-7 se reemplazo por el residuo de Siglec-9 o se retuvo con el residuo de Siglec-7 hasta
8 residuos, lo que dio como resultado un total de 256 variantes que incluyen 255 mutantes
y una variante de tipo salvaje. Se calcul6 el cambio de estabilidad para las 256 variantes.
Se seleccionaron mutantes para una caracterizacion adicional basada en una estabilidad
mejorada, parches con carga positiva reducidos y parches hidrofobicos reducidos. Las
secuencias de aminoacidos de estos mutantes, S9.23-S9.39, se muestran en las SEQ ID
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NO: 32-39.

Ejemplo 5: Propiedades in silico mejoradas de las variantes de Siglec9-lgV
modificadas genéticamente

[00193] Se calcularon propiedades biofisicas in silico que incluyen el cambio de estabilidad
(el valor mas negativo, mas estable), area de parches de proteinas hidrofobicas, area de
parches de proteinas con carga positiva, area de parches de proteinas con carga negativa,
punto isoeléctrico y cargas netas a pH 7,4, concentracion de 100 mM de NaCly 298 Ky se
compararon con la construccion original. Los resultados se muestran en la Fig. 3. Los
valores negativos en la columna “Cambio de estabilidad” indican una mayor estabilidad. La
mejora del cambio de estabilidad se debe principalmente a la redistribucion de la carga y la
reduccion de las areas superficiales hidrofobicas expuestas. Dichos cambios generalmente
dan como resultado una mayor expresion y produccion de proteinas.

Ejemplo 6: Siglec-9-Fc se une a lineas celulares FcR negativas con afinidad moderada
[00194] Se uso la variante S9.1-hlgG1 (SEQ ID NO: 10) para evaluar la unién de Siglec-9-
Fc a un panel de lineas celulares de cancer. S9.1-hilgG1 contiene un ECD de Siglec-9 de
secuencia nativa, con delecion de los residuos de aminoacidos LQSKATSGVTQG (SEQ ID
NO: 147), que se producen después del dominio C2T2 y antes del dominio transmembrana,
y con la secuencia sefial que se escinde durante la produccién. Se incubaron cantidades de
titulacion de S9.1-hlgG1 con las lineas de células cancerosas enumeradas en la Tabla 2
sustancialmente como se describe en el Ejemplo 2. Se calcul6 sustancialmente la Kd FACS
como se describe en Drake y Klakamp, Journal of Immunological Methods, 2007.

Tabla 2: Afinidad de S9.1-hlgG1 para diversas lineas celulares

Tipo celular Fuente de tejido S9.1-higG1 Kd (nM)
A375 Melanoma 220
A549 Adenocarcinoma 193
pulmonar
K562 Leucemia 12,9
293T Rifibn embrionario 175

[00195] Tal como se muestra en la Tabla 2, S9.1-hlgG1 se unié con mayor afinidad a las
células de leucemia K562 en comparacion con las otras lineas celulares de cancer. Dado

gue las células K562 se derivan de células del linaje mieloide, expresan FcR en la superficie,
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mientras que las otras lineas de células cancerosas no lo hacen. Por lo tanto, y sin limitarse

por la teoria, la union de S9.1-higG1 tanto a FCR como al acido sialico en células de
leucemia parece dar como resultado un efecto de union cooperativo (véase el Ejemplo 7),
en comparacion con la unién de S9.1-hlgG1 solo a acido sialico en células cancerosas que
no expresan FcR. Esto puede explicar parcialmente la mayor afinidad de S9.1-hlgG1 por las
células K562 en comparacion con las otras células cancerosas que se probaron.

Ejemplo 7: Siglec-9-Fc se une con alta afinidad a las células supresoras derivadas de
mieloides

[00196] Para examinar la union de Siglec-9-Fc en células humanas primarias, se uso S9.A-
mIgG1l para evaluar la afinidad de Siglec-9-Fc por las células supresoras derivadas de
mieloides (MDSC). S9.A-mlgG1 (SEQ ID NO: 43) contiene el ECD de Siglec-9 de longitud
completa (residuos de amino&cidos 1-348 de la SEQ ID NO: 1) fusionado mediante un
enlazador de siete aminoacidos a un dominio Fc de IgG1 murina, donde la secuencia sefal
se escinde durante la produccion. Las MDSC se generaron sustancialmente de la siguiente
manera: los monocitos CD14+ se aislaron de donantes humanos sanos mediante el uso de
un kit de enriquecimiento de monocitos humanos RosetteSep (StemCell) y se diferenciaron
a 37 °C y CO2 al 5% durante 7 dias en medio RPMI que contiene 10 ng/ml de hGM-CSF
(R&D) y 10 ng/ml de hIL-6 (R&D). La unién celular se evalu6é al incubar MDSC con
cantidades tituladas de S9.A-mlgG1 durante 2 horas en hielo en la oscuridad, seguido de
una incubacién de 30 minutos con anti-lgG de ratén conjugado por fluorescencia (Jackson
Immunoresearch). La union se evalué mediante citometria de flujo con un BD FACS Canto
y se analiz6 mediante el software FlowJo. Se utilizé la variante S9.A-mlgG1, que tiene un
Fc murino, porque la deteccién antihumana en las MDSC da como resultado una union de
fondo prohibitivamente alta. Tal como se muestra en la Tabla 3, la Kd FACS calculada en
las MDSC para S9.A-mIgG1 estaba en el intervalo nM bajo para 3 donantes independientes,
y fue ~10-100 veces mas débil en la linea celular de cancer de referencia, A549, que es una
linea de células epiteliales de carcinoma de pulmon. Estos estudios muestran que Siglec-9-
Fc se une con mayor afinidad a las células mieloides, como las MDSC, que a las células
cancerosas. En consecuencia, estos estudios proporcionan mas evidencia de un
mecanismo de unidn cooperativo, en el que Siglec-9-Fc se une tanto al FcR como al acido
sialico en las células mieloides, en comparacion con la union de Siglec-9-Fc solo al acido

sialico en las células cancerosas que no expresan FcR. Esto explicaria la afinidad mejorada
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de S9.A-mIigG1 por MDSC en comparacion con la linea celular de cancer de pulmén A549,

gue no expresa FcR.

[00197] La Figura 15 muestra un modelo ilustrativo del mecanismo de accién de una
molécula de fusion del ECD de Siglec-9-Fc (Siglec-9-Fc). Siglec-9-Fc se une al ligando
(acido sialico) en las células cancerosas a través de su resto del ECD de Siglec-9 (panel
izquierdo). Basandose en los estudios de la presente, y sin limitarse a ninguna teoria, se
cree gque Siglec-9-Fc se une tanto a FcR como al ligando (acido sialico) expresado en células
mieloides (panel derecho). La unién se produce a través del resto Fc y el resto del ECD de
Siglec-9, respectivamente, de la molécula Siglec-9-Fc mediante una interaccion de unidn
cooperativa (o cis). En consecuencia, Siglec-9-Fc se une con mayor afinidad a las células
mieloides en comparacion con las células que no expresan FcR, lo que da como resultado
un direccionamiento preferencial a las células mieloides in vivo.

Tabla 3: afinidad de S9.A-mIgG1 por MDSC de tres donantes y células A549

Tipo celular S9.A-migG1l Kd
(nM)

Donante de MDSC n.° | 4,2

1

Donante de MDSC n.° | 19,4

2

Donante de MDSC n.° | 1,9

3

A549 228

Ejemplo 8: Siglec-9-Fc repolariza de forma potente las MDSC.

[00198] Se evalud la capacidad de S9.A-hlgG1l (SEQ ID NO: 40) y S9.A-higG1 LALAPS
(SEQ ID NO: 42) para repolarizar las MDSC. S9.A-hlgG1 (SEQ ID NO: 40) y S9.A-higG1
LALAPS (SEQ ID NO: 42) contienen el ECD de Siglec-9 de longitud completa (residuos de
aminoacidos 1-348 de la SEQ ID NO: 1) fusionado mediante un enlazador de siete
aminoacidos a un dominio Fc de IgG1 humana, donde la secuencia sefial se escinde durante
la produccion. Para S9.A-hlgG1, el dominio Fc de IgG1 humana es un higG1 de secuencia
natural, y para LALAPS S9.A-hlgG1l, el dominio Fc de IgGl humana contiene las

sustituciones “LALAPS”. Como se describio anteriormente, LALAPS suprime
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sustancialmente las interacciones Fc-FcR.

[00199] Se generaron MDSC humanas a partir de monocitos CD14+ como se describe en
el Ejemplo 7, y luego se incubaron con 10 pg/ml de S9.A-higGl o S9.A-higG1l LALAPS
durante 48 horas a 37 °C y CO:2 al 5%. Los sobrenadantes se recogieron y las quimiocinas
secretadas se analizaron mediante el uso del kit de panel de quimiocina proinflamatoria
humana LEGENDplex (Biolegend). Tal como se muestra en la Tabla 4, S9.A-higG1
repolariz6 de forma potente las MDSC hacia un fenotipo proinflamatorio, mientras que S9.A-
higG1 LALAPS fue mucho menos eficaz. Esto muestra que la union a FcR, ademas de la
unién al ligando (acido sialico), mejora significativamente la capacidad de Siglec-9-Fc para
repolarizar las MDSC.

Tabla 4: expresion de quimiocinas de MDSC incubadas con S9.A-hlgG1 o S9.A-higG1l
LALAPS

Analito S9.A-hlgG1 S9.A-hlgG1 LALAPS | higG1l
CCL3 68780 + 25341 | 355 + 295 207 £176
CCL4 16112 + 4690 | 3505 + 1371 792 + 382
CCL5 1081 + 294 23+8 16 +4
CCL17 4585 + 1429 401 + 167 188 + 41
CXCL1 11801 +1235 | 1135+ 282 154 =77
CXCL9 306 =190 57 + 26 68 + 58
IL-8 280552 + | 181326 + 36223 11551 *
18324 5418

La unidad para la Tabla 4 es pg/ml. Los resultados se representan como media + SEM,
agrupados de 4 donantes. Los numeros en cursiva indican p < 0,05 cuando se comparan
las variantes Siglec-9-Fc con el control del isotipo de higG1 en una prueba t de dos lados.
Ejemplo 9: Siglec-9 alivia la supresion de linfocitos T mediada por MDSC

[00200] El efecto del tratamiento con S9.1-hlgG1 (SEQ ID NO: 10) se evalud en un sistema
de cocultivo de MDSC-linfocitos T humanos. Brevemente, se generaron MDSC humanos
como se describe en el Ejemplo 7. Se aislaron linfocitos T CD8+ autélogos de la sangre
mediante el uso de un kit de céctel de enriquecimiento de linfocitos T CD8+ humanos
RosetteSep™ (StemCell). Las MDSC se trataron durante 48 horas con 10 ug/ml de S9.1-
higG1 o IgG de control a 37 °C y CO:2 al 5%, seguido de cocultivo con linfocitos T CD8+



10

15

20

25

30

68
autélogos en presencia de CD3/CD28 activadores T humanos Dynabeads® en una

proporcion de 1:2:2 MDSC:linfocitos T:Dynabeads®. En algunas condiciones, los linfocitos
T CD8+ incubados con CD3/CD28 Dynabeads® solo se trataron con S9.1-hlgG1. Todas las
condiciones celulares se cultivaron durante 4 dias a 37 °C y CO2 al 5%, seguida de
cuantificacion de IFNy en el sobrenadante del cultivo mediante ELISA (Thermo Fisher).
[00201] Tal como se muestra en la Fig. 4, S9.1-hlgG1 (denominado “S9-hlgG1” en la Fig.
4) alivio fuertemente la supresion de linfocitos T mediada por MDSC. S9.1-higG1 también
tuvo un efecto sobre los linfocitos T CD8+ cultivados en presencia de CD3/CD28
Dynabeads® pero no MDSC. Las MDSC tratadas con S9.1-hlgG1 cultivada sola produjeron
< 20 pg/ml de IFNy (datos no mostrados). Se muestra la media + SEM. Estos estudios
muestran que, si bien Siglec-9-Fc puede mejorar la activacion de los linfocitos T en ausencia
de MDSC, puede mejorar de forma mas potente la activacion de los linfocitos T en presencia
de MDSC al aliviar las sefiales inmunosupresoras de las células mieloides, por ejemplo, al
bloquear el contacto de los ligandos de Siglec con las células mieloides.

Ejemplo 10: Siglec-9-Fc, pero no los anticuerpos de Siglec, alivia la supresion de
linfocitos T mediada por MDSC

[00202] La capacidad de S9.A-hlgG1 (SEQ ID NO: 40) para aliviar la supresion de linfocitos
T mediada por MDSC se comparé directamente con un panel de anticuerpos anti-Siglec
funcionales. Las MDSC vy los linfocitos T CD8+ aut6logos se prepararon para el cultivo
conjunto como se describe en el Ejemplo 9. Las MDSC se trataron con 15 pg/ml de S9.A-
higG1 o anticuerpos dirigidos contra Siglec-3, Siglec-7 o Siglec-9 que inducen la regulacion
por disminucién del receptor objetivo o bloquean la unién del ligando cognado, durante 48
horas seguido de cocultivo con linfocitos T CD8+ y CD3/CD28 Dynabeads® durante 4 dias.
Se evalud IFNy en el sobrenadante del cultivo mediante ELISA.

[00203] Tal como se muestra en la Fig. 5, los anticuerpos anti-Siglec solos o en
combinacion fueron incapaces de aliviar la supresién de linfocitos T mediada por MDSC tan
eficazmente como S9.A-higG1l. Se muestra la media £+ SEM. El aS9-1 y aS9-2 son dos
anticuerpos Siglec-9 diferentes. El valor p se determind al comparar S9.A-higG1 con la
condicion de combinacion de triple anticuerpo. Este estudio proporciona mas pruebas del
mecanismo de union cooperativa que se muestra en la Figura 15. Siglec-9-Fc es capaz de
lograr este mecanismo, mientras que los anticuerpos anti-Siglec, incluidos los anticuerpos

anti-Siglec-9, no pueden. De manera adicional, se obtuvo una proteina de fusion de Siglec-
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9-Fc humana disponible comercialmente (R&D Systems, n.° de catadlogo 1139-SL-05,

“‘Recombinant Human Siglec-9 Fc Chimera Protein, CF,” en www (punto) rndsystems (punto)
com) y se evalud en el ensayo anterior. No mostré ninguna actividad significativa (no se
muestran los datos).

Ejemplo 11: Siglec-9-Fc con union intacta de FcR alivia de manera potente la
supresioén de linfocitos T mediada por MDSC

[00204] La potencia de S9.1-higG1 (SEQ ID NO: 10) se comparé con S9.A-higG1 LALAPS
(SEQ ID NO: 42) en el sistema de cocultivo de MDSC-linfocitos T humanos. Se prepararon
MDSC vy linfocitos T CD8+ autblogos para cocultivar como se describe en el Ejemplo 9. Las
MDSC se trataron con las cantidades indicadas de S9.1-higG1, S9.A-hlgG1l LALAPS, o
controles de isotipo durante 48 horas, seguido de cocultivo con linfocitos T CD8+ y
CD3/CD28 Dynabeads® durante 4 dias. Se evalué IFNy en el sobrenadante del cultivo
mediante ELISA.

[00205] Tal como se muestra en la Fig. 6, S9.1-higG1, que tiene un acoplamiento a FcR
intacto, es mucho mas potente para aliviar la supresion de linfocitos T mediada por MDSC
en comparacion con la variante LALAPS. Se calcul6 que la EC50 para S9.1-hlgG1 en este
ensayo era 17,5 nM, que esta en el intervalo de Kd FACS en las MDSC descrito en la Tabla
3. Ademas, estos resultados son congruentes con los datos de la Tabla 4, que mostraron
gue Siglec-9-Fc con acoplamiento intacto a FCR es mas potente en la repolarizacion de
MDSC segun lo medido por la produccién de quimiocinas en comparacion con una variante
de Siglec-9-Fc con la mutacion LALAPS.

Ejemplo 12: Siglec-9-hlgG1l y Siglec-9-hlgG1 NSLF repolarizan MDSC de manera
equivalente de una manera dependiente de la dosis

[00206] Se evalu6 una variante de Siglec-9-Fc que contenia la mutacién NSLF en la parte
de Fc de la proteina de fusién para determinar la capacidad de repolarizar MDSC humanas.
La mutacion NSLF altera la interaccion entre IgG1 Fc humana y C1g humano (componente
del complemento 1q) y CD16/FcRIIl humano, que induce citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpos (ADCC). Se generaron MDSC a partir de monocitos CD14+ como se
describié anteriormente. El dia 7, las MDSC se trataron con las cantidades indicadas de
S9.A-hlgG1 (SEQ ID NO: 40) o S9.A-hlgG1 NSLF (SEQ ID NO: 41) durante 48 horas a 37
° Cy CO:2 al 5%. Los sobrenadantes se recogieron y las quimiocinas secretadas se

analizaron mediante el uso del kit de panel de quimiocina proinflamatoria humana
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LEGENDplex™ (Biolegend).

[00207] La Fig. 7 muestra que S9.A-hlgG1l y S9.A-hlgG1l NSLF repolarizaron MDSC de
manera equivalente, como se demuestra por un aumento similar en las quimiocinas CCL5
y CCL17 representativas. Estos estudios muestran que la fijacion del complemento y la
ADCC no son necesarias para la actividad de Siglec-9-Fc. Ademas, la capacidad de usar
un NSLF que contiene hlgG1l para lograr los efectos deseados en las células mieloides
reduce la posibilidad de efectos perjudiciales que de otro modo podrian surgir de la
activacion del complemento y ADCC.

Ejemplo 13: Siglec-9-higG1l y Siglec-9-higG1l NSLF aumentan la expresion de CD86 y
disminuyen la expresion de CD163 en las MDSC.

[00208] Se generaron MDSC humanas a partir de monocitos CD14+ como se describio
anteriormente. El dia 7, las MDSC se trataron con las cantidades indicadas de S9.A-higG1
(SEQ ID NO: 40) o0 S9.A-hlgG1 NSLF (SEQ ID NO: 41) durante 48 horas a 37 ° Cy CO: al
5%, después de lo cual se cuantifico la expresion de CD86, un marcador proinflamatorio, y
CD163, un marcador de macréfagos M2, mediante el uso de anticuerpo anti-CD86 (clon
IT2.2, Biolegend) y anticuerpo anti-CD163 (clon GHI/61, BD).

[00209] Tal como se muestra en la Fig. 8, el tratamiento con cualquiera S9.A-hlgG1 o S9.A-
higG1 NSLF condujo a un aumento dependiente de la dosis en CD86 y una disminucion de
CD163, lo cual es congruente con una repolarizacion de los MDSC hacia un fenotipo
proinflamatorio (por ejemplo, de un fenotipo inmunosupresor M2 a un fenotipo activador M1).
Se muestra la media £ SEM.

Ejemplo 14: Siglec-9-higG1ly Siglec-9-hlgG1 NSLF repolarizan macréfagos tumorales
in vivo en ratones humanizados.

[00210] El efecto del tratamiento con Siglec-9-Fc in vivo se evalué mediante el uso de un
modelo de ratén humanizado. Se les injertaron a ratones HUNOG-EXL inmunodeficientes
gue expresan transgenes humanos de IL-3 y GM-CSF células progenitoras
hematopoyéticas CD34+ humanas (Taconic) para reconstituir eficazmente la respuesta
inmunitaria humana. Se les implanté a los ratones por via subcutanea 3x10° células de
melanoma humano A375. 16 dias después, cuando los tumores tenian aproximadamente
300 mm3, los ratones fueron tratados dos veces, con 3 dias de diferencia, con una inyeccion
intraperitoneal (i.p.) de 10 mg/kg de S9.1-hlgG1 (SEQ ID NO: 10), S9.A-hilgG1 NSLF (SEQ
ID NO: 41) o control de isotipo higG1. El tejido se analiz6 24 horas después de la 2. dosis.
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[00211] Tal como se muestra en las Fig. 9A-9C, el tratamiento in vivo con S9.1-higG1 o

S9.A-hlgG1l NSLF confirmd los resultados in vitro observados con MDSC humanas. Los
porcentajes de los macrofagos CD14+CD163+ tipo M2 en relacion con las células CD45+
humanas disminuyeron en los tumores de los ratones tratados con Siglec-9-Fc en
comparacion con los controles de isotipo. Véase la Fig. 9A. (S9.1-higG1 generd un efecto
in vivo mas potente que S9.A-hlgG1 NSLF en el experimento que se muestra en la Fig. 9A;
sin embargo, S9.A-hlgG1 NSLF gener6 un efecto in vivo mas potente que S9.1-hlgG1 en
un experimento repetido (datos no mostrados)). Los macrofagos M2 identificados por el
marcador de superficie CD206 también se redujeron en tumores de ratones tratados con
Siglec -9-Fc. Véase la Figura 9B. Ademas, se redujo la expresion en la superficie de CD206
en macrofagos CD14+ en el tumor. Véase la Figura 9C. Con respecto a la Fig. 9B y la Fig.
9C, S9.1-higG1 generd un efecto in vivo mas potente que S9.A-hlgG1l NSLF. La media se
muestra en cada panel de la Fig.9.

Ejemplo 15: Siglec-9-Fc no da como resultado el agotamiento de las células
sanguineas in vivo en ratones humanizados

[00212] Los ratones HUNOG-EXL portadores de tumores tratados con S9.1-higG1 o S9.A-
higG1 NSLF también se evaluaron para verificar el agotamiento de células sanguineas con
un recuento sanguineo completo estandar. Se extrajo sangre el dia de la extraccion de tejido
(24 horas después de la segunda dosis de 10 mg/kg) mediante puncidn cardiaca y se coloco
en tubos de extraccion de sangre que contenian heparina.

[00213] La Fig. 10 muestra que ni S9.1-hlgG1 ni S9.A-hlgG1 NSLF dieron como resultado
cambios significativos en la composicion de las células sanguineas en comparacion con los
controles de isotipo. (Se muestra la media.) Si bien S9-higG1 se acopla con CD16/FcRIll y,
por lo tanto, es capaz de inducir ADCC, sorprendentemente no se observé disminucion de
los principales tipos de células sanguineas.

Ejemplo 16: los ratones transgénicos Siglec-3/7/9 BAC responden menos al
tratamiento anti-PD-L1 en el contexto del crecimiento tumoral MC38.

[00214] Se crearon ratones C57BL/6 transgénicos del cromosoma artificial bacteriano
(BAC) que expresaban Siglec-3, Siglec-7 y Siglec-9 humana y se evalud el crecimiento
tumoral singénico MC38 en estos ratones. A los ratones S3/7/9 BAC se les implantaron por
via subcutanea células MC38 (linea celular de adenocarcinoma de colon murino), y una vez

que los tumores alcanzaron un promedio de 100 mm?, los ratones se trataron por via i.p.
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con 3 mg/kg de anticuerpo anti-PD-L1 (BM1) 2 veces por semana durante 3 semanas.

[00215] Tal como se muestra en la Fig.11, los ratones S3/7/9 BAC respondieron menos al
tratamiento anti-PD-L1 en comparacion con los controles WT. Se muestra la media + SEM.
Estos estudios muestran que el bloqueo de la funcién de la proteina Siglec puede mejorar
la respuesta a los tratamientos que inhiben PD-1 o PD-L1, como la terapia con anticuerpos
anti-PD-1 o anti-PD-L1.

Ejemplo 17: la monoterapia con Siglec-9-Fc retrasa el crecimiento del tumor MC38.
[00216] Se produjo Siglec-9-mlgG2a (S9.B-mlgG2a; SEQ ID NO: 44) para analizar el efecto
de Siglec-9-Fc en un modelo de tumor singénico de ratdon con un Fc que maximizaria una
interaccion Fc-FcR. A ratones S3/7/9 BAC se les implantaron células MC38 por via
subcutanea. Una vez que los tumores alcanzaron un promedio de 100 mm?2, los ratones se
trataron por via i.p. con 10 mg/kg de S9.B-mlgG2a 2 veces por semana durante 3 semanas.
[00217] Tal como se muestra en la Fig. 12, S9.B-mIgG2a retrasa el crecimiento del tumor
MC38 en comparacion con el control del isotipo, con un 20% de inhibicidén del crecimiento
del tumor el dia 22 después de la implantacién. Se muestra la media + SEM.

Ejemplo 18: Siglec-9-Fc se combina con anti-PD-L1 para reducir el crecimiento del
tumor MC38.

[00218] A los ratones S3/7/9 BAC se les implantaron células MC38 por via subcutanea. Una
vez que los tumores alcanzaron un promedio de 100 mm?3, los ratones se trataron por via
i.p. con 10 mg/kg de S9.B-mlgG2ay 3 mg/kg de anticuerpo anti-PD-L1 2 veces por semana
durante 3 semanas.

[00219] Tal como se muestra en la Fig. 13, la combinacion de Siglec-9-Fc con anticuerpo
anti-PD-L1 disminuyé el crecimiento del tumor MC38 en mayor medida que el tratamiento
con anticuerpo anti-PD-L1 solo. El dia 20 después de la implantacion, se logré una inhibicion
del crecimiento tumoral del 41% en comparacion con la monoterapia con anticuerpos anti-
PD-L1. Se muestra la media + SEM. Estos estudios muestran que la combinacién de Siglec-
9-Fc con un inhibidor de PD-1 o PD-L1, tal como un anticuerpo anti-PD-1 o anti-PD-L1,
puede mejorar la respuesta antitumoral.

Ejemplo 19: Siglec-9-Fc puede bloquear la uniéon celular de varios miembros de la
familia Siglec

[00220] Se generaron MDSC humanas a partir de monocitos CD14+ como se describio
anteriormente. El dia 7, las MDSC se incubaron primero con cantidades de titulacion de
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S9.1-hlgG1 durante 20 minutos en hielo en la oscuridad seguido de incubacion con los

miembros de la familia Siglec indicados como proteinas de fusion de IgG1 de raton durante
2 horas adicionales en hielo en la oscuridad. La unién se detecté con un anti-IgG de raton
conjugado de forma fluorescente (Jackson Immunoresearch) y se analizd mediante
citometria de flujo. La unién celular de cada miembro de la familia Siglec se normalizé al
control sin blogueo (no se afiadié S9.1-higG1).

[00221] Tal como se muestra en la Fig. 14, S9.1-hlgG1 bloqued la union de Siglec-3, Siglec-
5, Siglec-7, Siglec-9 y Siglec-10 a la superficie de las MDSC. Estos estudios muestran que
Siglec-9-Fc es ventajosa por ser un potente inhibidor de la actividad de multiples proteinas
Siglec.

[00222] Se realizaron experimentos de repolarizacién similares a los descritos en los
Ejemplos 13 y 14 mediante el uso de S.9A-mlgG1 y otras fusiones de dominio Fc de proteina
Siglec-mlgGL1. Tal como se muestra en la Fig. 16A y la Fig. 16B, Siglec-9-Fc repolariza de
forma Unica las MDSC en comparacién con otras fusiones de Siglec-Fc. Los marcadores
CD40 y CD86 aumentaron y CD163 y CD206 disminuyeron, lo que indica la repolarizacion
de las MDSC a un fenotipo més proinflamatorio.

Ejemplo 20: Analisis de variantes de Siglec-9-Fc para determinar la estabilidad,
afinidad de union, funcién y propiedades farmacocinéticas.

[00223] Las variantes de Siglec-9-Fc se evallan para determinar la estabilidad con un
ensayo de desplazamiento térmico de proteinas y una incubacion prolongada a 40 °C. Para
el ensayo de desplazamiento térmico, se determina una temperatura de fusion mediante el
uso de una maquina de PCR en tiempo real. La afinidad de union de las variantes de Siglec-
9-Fc se mide mediante citometria de flujo en células de melanoma humano A375, como se
describe en el Ejemplo 2. La funcién biolégica se evalia como la capacidad para aliviar la
supresion mediada por MDSC en el ensayo de cocultivo de MDSC-linfocitos T, como se
describe en el Ejemplo 9. Las propiedades farmacocinéticas (PK) se evallan in vitro
mediante el uso de un ensayo de union a matriz extracelular con placas Matrigel, o in vivo
con una evaluacion estandar de PK en ratones.

Ejemplo 21: Evaluacion de marcadores farmacodindmicos en ratones humanizados
después del tratamiento con Siglec-9-Fc.

[00224] Los ratones humanizados se generan como se describe en el Ejemplo 14. Se les

implanté a estos ratones por via subcutanea 3x10° células de melanoma humano A375. 2-
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3 semanas después, cuando los tumores tenian aproximadamente 300 mm?3, los ratones se

tratan dos veces, con 3 dias de diferencia, con una inyeccion i.p. de 10 mg/kg de Siglec-9-
Fc o control de isotipo hlgG1. El tejido se analiza 24 horas después de la 2. dosis. Se evalla
un efecto farmacodinamico (PD) en el suero mediante el uso de kits de panel de citocinas 'y
guimiocinas LEGENDplex (Biolegend) o un ELISA sandwich estandar. Por separado, las
células CD45+ humanas en el bazo y tumor se aislan mediante el uso de microesferas CD45
humanas (Miltenyi) y se genera un perfil de expresion transcripcional mediante el uso de un
panel de inmunidad innata mieloide de nanocadena.

Ejemplo 22: Analisis de un efecto de combinacion de Siglec-9-Fc con anti-PD-L1 o
anti-TRP1 en estudios de modelos de tumores singénicos.

[00225] Las lineas celulares de tumores singénicas se inyectan por via intravenosa o se
implantan subcutdneamente en ratones S3/7/9 BAC. En el entorno subcutaneo, una vez que
los tumores alcanzan un promedio de 100 mm?, los ratones se tratan por via i.p. con 10
mg/kg de Siglec-9-Fc sola o en combinacién con 3 mg/kg de anticuerpo anti-PD-L1 2 veces
por semana durante 3 semanas. Se mide el crecimiento tumoral 2-3 veces por semana con
calibres. El criterio de valoracién experimental es 50 dias o cuando los tumores alcanzan
los 2000 mm3. La reducciéon del crecimiento tumoral, el aumento de la supervivencia, la
mayor afluencia de linfocitos T en los tumores y la reduccion de CD163 o CD206 en los
macréfagos tumorales son algunos de los indicadores de un efecto anticanceroso de Siglec-
9-Fc.

[00226] En el entorno intravenoso, las células de melanoma de ratén B16F10 se inyectan a
través de la vena de la cola. 24 horas después de la implantacion, los ratones se tratan por
via i.p. con un anticuerpo anti-TRP1, que reconoce un antigeno tumoral altamente
expresado en las células B16F10 y conduce a la muerte de las células tumorales mediante
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) y fagocitosis celular dependiente
de anticuerpos (ADCP). Dos veces por semana hasta el final del estudio, los ratones
también seran tratados por via i.p. con Siglec-9-Fc solo o en combinacién con anticuerpo
anti-TRP1. La duracion tipica del estudio es de aproximadamente 2 semanas. Al final del
estudio, se recolectan los pulmones de los ratones y se cuentan los nédulos tumorales. Una
reduccion de los nédulos tumorales seria indicativa de un efecto anticanceroso con el
tratamiento con Siglec-9-Fc.

Ejemplo 23: Efecto de Siglec-9-Fc sobre marcadores de la superficie celular de
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macrofagos

[00227] Las células mieloides tanto del SNC como de los érganos periféricos son
inherentemente plasticas en su fenotipo y funcion. Esto puede ser modelado por macrofagos
in vitro, que pueden dividirse en macréfagos de tipo M1 y M2, que muestran diferentes
potenciales, fenotipos y actividades fagociticas e inflamatorias. En los érganos periféricos,
se cree que los macrofagos asociados con el fenotipo M1 son mas proinflamatorios y
antimicrobianos, mientras que los macréfagos similares a M2 son mas homeostéticos y
antiinflamatorios. Dentro del SNC, la microglia en condiciones homeostaticas también
expresa marcadores M2 como CD200R, CD163, lo que sugiere funciones reguladoras en
este tipo de células.

[00228] El efecto de Siglec-9-Fc sobre varios marcadores de la superficie celular de
macréfagos M1 y M2 se examina de la siguiente manera. Los macréfagos primarios
humanos se tratan con Siglec-9-Fc (por ejemplo, 10 ug/ml) en RPMI1640 completo durante
48 horas. Luego, las células se recolectan y se someten a citometria de flujo, mediante el
uso de anticuerpos especificos para marcadores M1 (como CD16, MHC Clase Il, CD86),
marcadores M2 (como CD200R, Dectin-1, CD163) y un marcador pan-macréfago que
incluye CD14 y otros.

Ejemplo 24: Expresion de acido sialico en células tumorales

[00229] La expresion de &cido sialico en varios tipos de tumores Fc se evalué mediante
inmunohistoquimica. Un tumor de matriz multiple (Pantomics) que contiene muestras
humanas de cancer suprarrenal, de vejiga, mama, 6seo, cerebral, de es6fago, de estbmago,
de intestino delgado, de colon, de recto, renal, de higado, de pulmén, linfoma, de ovario, de
pancreas, de prostata, de piel, testicular, de tiroides y Utero se tifieron con 0,1 pg/ml de
S9.A-mIgG1l y se visualizaron por deteccion colorimétrica. Las muestras de tumor se
puntuaron cualitativamente segun la intensidad y la prevalencia de la tincién (1+ de baja
intensidad y/o prevalencia, 2+ intensidad o prevalencia media, y 3+ alta intensidad o
prevalencia) como se muestra en la Fig.17. Las puntuaciones de varios tipos de tumores se
resumen en la Tabla 5.

Tabla 5: intensidad de tincién con acido sialico en varios canceres humanos

Intensidad de Intensidad de
Sitio de 6rganos [tincion Sitio de 6rganos [tincion
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Céncer suprarrenal 3+ Céancer hepético 2+ a 3+
Cénceres de

Céancer de vejiga 2+ a 3+ pulmén 2+ a 3+

Cancer de mama 2+ a 3+ Linfoma 2+ a 3+

Cancer de cabeza

Céancer 0seo 2+ y cuello 1+ a2+

Cancer cerebral 2+ a 3+ Céancer de ovario 2+ a3+
Céancer

Cancer de esofago 2+ pancreatico 2+

Estbmago 2+ Céancer de prostata 2+ a3+

Céancer de intestino

delgado 2+ Cancer de piel 2+
Céancer de colon 2+ Céancer testicular 1+ a2+
Cancer de recto 2+ Céancer de tiroides 2+
Céancer renal 2+ Céancer de utero 2+

[00230] Se observé union de Siglec-9-Fc en todos los tipos de tumores, lo que indica la
presencia de células que expresan acido sialico en las muestras de tumores. Por lo tanto,
Siglec-9-Fc puede atacar estos tipos de tumores. Los tipos de tumores que alcanzan una
intensidad de tincion de 2+ o mayor puede mostrar un direccionamiento mas eficaz de
Siglec-9-Fc.

Ejemplo 25: unién de variantes de Siglec-9-Fc a células tumorales

[00231] Las variantes de S9.1 Fc se expresaron y evaluaron para determinar la union a las
células tumorales y la actividad funcional en las MDSC, mediante el uso de métodos
similares a los descritos en el Ejemplo 6 (unién) y el Ejemplo 13 (actividad/expresion de
marcador de MDSC). Las variantes también se evaluaron para determinar el contenido de
monomeros mediante el uso de cromatografia de exclusién por tamafio y para determinar
la estabilidad con un ensayo de desplazamiento térmico de proteinas e incubacion
prolongada a 40 °C. Para el ensayo de desplazamiento térmico, se determind una
temperatura de fusion mediante el uso de PCR en tiempo real.

[00232] Los datos se resumen en la Figura 18. Las variantes de S9.1 Fc mostraron una
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unién reducida a las células tumorales A375 y una actividad funcional reducida en las

MDSC, segun se midié mediante la induccion de CD86 o la regulacion por disminucion de
CD163. Un analisis de correlacion mostré que la unién a células tumorales se correlacion6
directamente con la induccién de CD86 (Fig. 19A). Se observo una tendencia similar para
CD163 (datos no mostrados). Las variantes de S9.1 Fc generalmente tuvieron un impacto
neutro o positivo sobre el rendimiento de produccién y la estabilidad de la proteina. Sin
embargo, los aumentos en el rendimiento o la estabilidad térmica se correlacionaron
inversamente con la union a células tumorales (Fig. 19B, Fig. 19C). Estos datos demuestran
gue determinadas variantes de S9.1 Fc mejoraron la expresion o la estabilidad de la
proteina, pero redujeron la potencia farmacoldgica.

Ejemplo 26: Siglec-9-Fc reduce los nédulos pulmonares en un modelo de metastasis
tumoral intravenoso

[00233] Para analizar el efecto de Siglec-9-migG2a en un entorno tumoral intravenoso, se
inyectaron células de melanoma de raton B16F10 a través de la vena de la cola en ratones
S3/7/9 BAC o WT. 24 horas después de la implantacién, todos los ratones se trataron por
via i.p. con 27 pg de anti-TRP1, que reconoce un antigeno tumoral altamente expresado en
las células B16F10 y conduce a la muerte de las células tumorales mediante citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos (ADCC) y fagocitosis celular dependiente de anticuerpos
(ADCP). Ademés, comenzando 24 horas después de la implantacion, los ratones fueron
tratados por via i.p. una vez cada 3 dias con 10 mg/kg de control de isotipo S9.B-mlgG2a o
mlgG2a hasta el final del estudio. 15 dias después de la implantacion, se recolectaron los
pulmones de los ratones y se contaron los nédulos tumorales.

[00234] Tal como se muestra en la Fig.20, los ratones S3/7/9 BAC tratados con S9.B-
migG2a (S9-Fc) tuvieron una reduccion significativa en los nodulos pulmonares en
comparacién con ratones S3/7/9 BAC tratados con control de isotipo. Se muestra la media.
**p<0,01, prueba t de dos lados. Estos resultados sugieren que Siglec-9-Fc puede ser eficaz
en el tratamiento del cancer metastasico. Ademas, los resultados también sugieren que
Siglec-9-Fc mejora la actividad ADCC y/o ADCP de anti-TRP1.

Ejemplo 27: la monoterapia con Siglec-9-Fc inhibe significativamente el crecimiento
del tumor EO771

[00235] La capacidad de Siglec-9-Fc para reducir el crecimiento de tumores solidos se
probé en el modelo de cancer de mama singénico EO771. Este modelo de tumor es
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relativamente rico en contenido de células mieloides. A ratones S3/7/9 BAC se les

implantaron células E0771 por via subcutanea. Una vez que los tumores alcanzaron un
promedio de 100 mm?3, los ratones se trataron por via i.p. con 20 mg/kg de S9.B-mlgG2a o
control de isotipo 2 veces por semana durante 3 semanas.

[00236] Tal como se muestra en la Fig. 21, la monoterapia con S9.B-migG2a inhibe el
crecimiento tumoral en comparacion con el control de isotipo. Se muestra la media £ SEM.
*p<0,05, prueba t de dos lados en todos los puntos de tiempo mostrados. Estos datos
indican que Siglec-9-Fc tiene eficacia en el tratamiento de tumores en los que estan
presentes células mieloides.

Ejemplo 28: Siglec-9-hlgG1 NSLF muestra union cooperativa entre el acido sialico y
los receptores Fcy

[00237] Para determinar el efecto de la participacion del receptor Fcy en la union de Siglec-
9-Fc, se evaluaron S9-hlgG1l NSLF (SEQ ID NO: 48, con la secuencia sefial escindida
durante la produccion) y S9.A-hlgG1l LALAPS (SEQ ID NO: 42, con la secuencia sefal
escindida durante la produccion) para determinar la unién a las MDSC. Se generaron MDSC
como se describi6 anteriormente y se incubaron con cantidades tituladas de S9-hlgG1 NSLF
durante 2 horas en hielo en la oscuridad, seguido de una incubacion de 30 minutos con anti-
IgG de ratén conjugado por fluorescencia (Jackson Immunoresearch). La union se evalu6
mediante citometria de flujo con un BD FACS Canto y se analiz6 mediante el software
FlowdJo™. Tal como se muestra en la Fig. 22, la Kd FACS calculada en las MDSC para S9-
higG1 NSLF estaba en el intervalo nM bajo (Fig. 22A) y fue ~75 veces mas débil con S9.A-
higG1 LALAPS (Fig. 22B). La Kd FACS calculada para S9.A-hlgG1 LALAPS fue mas similar
a la Kd FACS calculada previamente para S9.A-hlgG1 (SEQ ID NO: 40) en la linea celular
de cancer de referencia, A549, que no expresa receptores Fcy (Fig. 22C). Estos estudios
muestran que Siglec-9-Fc se une con mayor afinidad a las células mieloides primarias
humanas cuando la union del receptor Fc-Fcy esta intacta y proporcionan evidencia
adicional de un mecanismo de union cooperativo.

Ejemplo 29: Siglec-9-Fc muestra una amplia unién de restos de acido sialico

[00238] Para evaluar la union de varias Siglec a distintos glicanos de acido sidlico, se tifid
una matriz de glicanos compuesta por 300 restos de glicanos diferentes, incluidos glicanos
gue contienen acido sialico y glicanos sin acido sialico, con Siglec-3-Fc, Siglec-5-Fc, Siglec-
7-Fc, Siglec-10-Fc y Siglec-15-Fc de R&D systems; Siglec-9-higG1 (SEQ ID NO:40, con la
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secuencia sefial escindida durante la produccion); o un control de isotipo. La union se evalué

mediante el uso de un anticuerpo antihumano marcado con fluorescencia. Los datos se
normalizaron y se calcularon los valores de fluorescencia normalizados. La tincion de un
subconjunto de acido sialico que contiene glicanos se muestra en la Fig.23. Siglec-9-hlgG1
mostré union potente a muchos, pero no a todos los tipos de restos de acido sialico. La
union de Siglec-3-Fc, Siglec-5-Fc, Siglec-7-Fc, Siglec-10-Fc y Siglec-15-Fc fue
generalmente mas restringida. Siglec-9-hlgG1 se uni6 a todos los ligandos de Siglec 10 y
15, la mayoria de los ligandos de Siglec 3 y 7 y alrededor de la mitad de los ligandos de
Siglec 5. Estos resultados muestran que Siglec-9-higG1 es un bloqueador eficaz de
multiples ligandos de Siglec diferentes en comparacion con otras construcciones de Siglec-
Fcy, por lo tanto, puede tener ventajas en un entorno terapéutico.

Ejemplo 30: Siglec-9-higG1 NSLF muestra una unién mejorada a células inmunitarias
innatas en comparacion con Siglec-9-hlgG1 en sangre humana

[00239] Para demostrar adicionalmente que la unién cooperativa de Siglec-9-Fc puede
ocurrir en sangre entera, se evalud la unién de Siglec-9-Fc en la sangre de donantes
humanos sanos. Se incubaron 100 pl de sangre entera con diluciones en serie de S9-higG1
conjugada con Alexa 647 (SEQ NO. 48, con la secuencia sefial escindida durante la
produccion) o S9-hlgG1l NSLF (SEQ NO. 45, con la secuencia sefal escindida durante la
produccién). Se lisaron glébulos rojos (RBC) y todas las muestras se adquirieron en BD
Fortessa™. Se calcularon la intensidad de fluorescencia media (MFI) y % de unién relativa
a lgG. La S9-hlgG1l NSLF mostré una unién mejorada a los monocitos sanguineos en
comparacion con S9-hlgG1 (Fig. 24A). Esto es congruente con el aumento deseado en la
afinidad de S9-hlgG1 NSLF por FcyRIla en comparacion con higG1 de tipo salvaje. La unién
mas alta de S9-hlgG1l NSLF se observé en monocitos, con un grado mas bajo de unién
observado en granulocitos, células NK vy linfocitos B, y uniébn minima a linfocitos T y
plaquetas (Fig. 24B). Estos datos demuestran que Siglec-9-Fc se une a células inmunitarias
en presencia de inmunoglobulinas séricas, en particular a monocitos, granulocitos y células
NK.

Ejemplo 31: Siglec-9-hlgG1 NSLF restaura la proliferacion de linfocitos T

[00240] El efecto de Siglec-9-hlgG1 NSLF (SEQ ID NO:45, con la secuencia sefial escindida
durante la produccion) se determind mediante el uso de una metodologia similar a la descrita

en el Ejemplo 10y la Figura 5. Se generaron MDSC a partir de monocitos humanos mediante
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cultivo con GM-CSF e IL-6 durante 5-6 dias. Las MDSC se recolectaron y se cultivaron

conjuntamente con linfocitos T CD8* aut6logos en presencia de anticuerpos anti-CD3 y anti-
CD28y ya sea Siglec-9-hlgG1 NSLF o IgG de control. Se evalué la proliferacion de linfocitos
T después de 3-5 dias. Tal como se muestra en la Fig. 25A, la presencia de MDSC inhibi6
la proliferacion de linfocitos T, que fue restaurada por Siglec-9-higG1 NSLF. La potencia de
Siglec-9-hlgG1 NSLF se evalu6 en una respuesta a la dosis, tal como se muestra en la Fig.
25B. Se observé una EC50 nM de un sélo digito (~1-2 nM) en la restauracion de la
proliferacion de linfocitos T.

Ejemplo 32: Siglec-9-hilgG1l NSLF muestra una mayor potencia en comparacién con
Siglec-9-hlgG1

[00241] Siglec-9-hlgG1 NSLF (SEQ ID NO:45, con la secuencia sefial escindida durante la
produccién) se comparé directamente con Siglec-9-hlgG1 (SEQ NO. 48, con la secuencia
sefal escindida durante la produccién) en el ensayo de linfocitos T MDSC descrito en el
Ejemplo 10. Tal como se muestra en la Fig. 26, Siglec-9-hlgG1 NSLF demostrd potencia
mejorada, en ~10 veces, en comparacion con Siglec-9-higG1. Tomados en conjunto, estos
datos demuestran un efecto potente para Siglec-9-hlgG1 NSLF en el alivio de la supresiéon
mieloide de linfocitos T.

Ejemplo 33: Siglec-9-hlgG1 NSLF induce la expresidn de citocinas congruente con la
repolarizacion

[00242] La induccién de diferentes citocinas, quimiocinas y moléculas coestimuladoras por
Siglec-9-hlgG1 NSLF (SEQ NO. 45, con la secuencia sefial escindida durante la produccion)
se analizé por RNAseq en las MDSC. Tal como se muestra en la Fig. 27, Siglec-9-hlgG1
NSLF indujo un perfil de expresién génica potente cuando se incub6 con MDSC, y este peffil
fue congruente con la repolarizacibn. También se observaron perfiles similares con
macrofagos y células dendriticas (datos no mostrados).

Ejemplo 34: Siglec-9-higG1l NSLF repolariza las células mieloides supresoras mejor
gue otras vias de puntos de control

[00243] Siglec-9-hlgG1 NSLF (SEQ NO. 45, con la secuencia sefal escindida durante la
produccion) se compar6 directamente con anticuerpos dirigidos a otras vias de puntos de
control inmunitarios para determinar la capacidad de repolarizar células mieloides
supresoras. Tal como se muestra en la Fig. 28, Siglec-9-higG1 NSLF es muy eficaz para
repolarizar las MDSC en comparacion con esos anticuerpos. Anti-Siglec-15, anti-LILRB2 y
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anti-PD-L1 no pueden inducir una regulacion por incremento de CD86 o una regulacion por

disminucion de CD206 en la superficie de las MDSC en la medida de Siglec-9-higG1 NSLF.
Estos resultados demuestran el potencial de Siglec-9-higG1 NSLF para ser una terapia
altamente eficaz, potencialmente mas eficaz que los inhibidores de puntos de control.
Ejemplo 35: Siglec-9-Fc se combina con anti-PD-L1 para reducir el crecimiento del
tumor EO771

[00244] Mediante el uso de la metodologia descrita en el Ejemplo 27, se determiné el efecto
de Siglec-9-Fc en combinacion con anti-PD-L1. A ratones S3/7/9 BAC se les implantaron
células EQ771 por via subcutanea. Una vez que los tumores alcanzaron un promedio de 100
mm?3, los ratones se trataron por via i.p. con 20 mg/kg de S9.B-mlgG2a y 10 mg/kg de
anticuerpo anti-PD-L1 2 veces por semana durante 3 semanas. Tal como se muestra en la
Fig. 29, la combinacion de Siglec-9-Fc con anticuerpo anti-PD-L1 disminuyd el crecimiento
del tumor EO771 en mayor medida que el tratamiento con ya sea Siglec-9-Fc o anticuerpo
anti-PD-L1 solo. El dia 25 después de la implantacién, se logré una inhibicién del crecimiento
tumoral del 58% en comparacion con la monoterapia con Siglec-9-Fc. Se muestra la media
+ SEM. Estos estudios muestran que la combinacién de Siglec-9-Fc con un inhibidor de PD-
1 o PD-L1, tal como un anticuerpo anti-PD-1 o anti-PD-L1, puede mejorar la respuesta
antitumoral.

Ejemplo 36: posibles marcadores farmacodinamicos de Siglec-9-Fc

[00245] Para dilucidar el mecanismo de accion e identificar posibles marcadores
farmacodinamicos (PD) de respuesta, se realizé un estudio de monitoreo inmunolégico. Los
ratones se inocularon con células tumorales EQ771, se aleatorizaron en 2 grupos a un
volumen promedio de 100 mm? y se dosificaron 3 veces con S9.B-migG2a (SEQ ID NO. 44,
con la secuencia sefial escindida durante la produccion) o control de isotipo cada 3-4 dias.
Veinticuatro horas después de la tltima dosis, se sacrificaron los ratones y se extrajeron el
bazo y tumor para el analisis de citometria de flujo. CD11b es un regulador pleiotropico de
la funcion de las células mieloides, que incluye la regulaciéon de la adhesion, la migracion, la
fagocitosis y la activacion celular. S9.B-mIgG2 indujo un aumento significativo de la
expresion de CD11b y CD86 en células mieloides esplénicas (Fig. 30). Estos cambios en
las células mieloides esplénicas son congruentes con los observados en las MDSC
humanas y representan marcadores farmacodinamicos potenciales de Siglec-9-Fc.

Ejemplo 37: variantes de Siglec-9 adicionales dentro y fuera del dominio IgV
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[00246] Se hicieron mas variantes de Siglec-9-Fc que potencialmente mejorarian

propiedades como la estabilidad y/o PK. Determinadas variantes que se hicieron se
muestran en la Fig. 31 y todas las variantes contempladas se incluyen en la Tabla de
secuencias mas adelante. En las variantes denominadas S9.32-S9.38, se sustituy6 un unico
triptéfano (W38) en un parche hidrofébico no deseado en el dominio IgV por un residuo
menos hidrofobico. Las variantes denominadas S9.39 y S9.41-S9.45 contienen
sustituciones adicionales en el dominio IgV para potencialmente reducir de manera adicional
el efecto de parches hidrofébicos no deseados. Las variantes denominadas S9.47-S9.53
contienen sustituciones fuera del dominio IgV para conferir potencialmente estabilidad. Se
evaluaron algunas variantes para determinar ciertas propiedades, tal como se muestra en
la Fig.31. Ademas, se evaluaron determinadas variantes en ensayos similares a los
descritos en el Ejemplo 13 para examinar los efectos sobre los marcadores de repolarizacién
en las MDSC. Tal como se muestra en la Fig. 32, las variantes S9.36, S9.37 y S9.38 se
comportaron de manera similar a Siglec-9-Fc-hlgG1l, al presentar una disminucion de
CD163 (Fig. 32A) y una disminucién de CD206 (Fig. 32B) y un aumento de CD86 (Fig.
32C).

Ejemplo 38: variantes de Fc para mejorar la union y la semivida de FCRn

[00247] Se realizaron mas sustituciones y variaciones en la regién Fc de Siglec-9-higG1
NSLF (SEQ ID NO:45) para mejorar potencialmente su semivida. Se predice que la regién
Fc de Siglec-9-hlgG1 NSLF esté unida por el receptor de Fc neonatal (FCRn) en el entorno
acido del endosoma cuando las células in vivo absorben Siglec-9-hlgG1l NSLF. Como
resultado de esta union, Siglec-9-hlgG1 NSLF se dirigiria de regreso a la superficie celular
y se liberaria al ambiente extracelular en condiciones de pH fisiologico, en lugar de
degradarse dentro del endosoma acido. Al “reciclar” Siglec-9-hlgG1l NSLF de vuelta al
entorno extracelular después de la internalizacion, este proceso puede aumentar la cantidad
de Siglec-9-hlgG1 NSLF en la circulacion, lo que resulta en una semivida mejorada. Esto, a
su vez, puede permitir dosis mas bajas o dosis menos frecuentes.

[00248] Por consiguiente, se realizaron sustituciones y variaciones en la regiéon Fc de un
Siglec-9-hlgG1 NSLF (SEQ ID NO:45) para mejorar su unién a FcRn in vitro y, por lo tanto,
mejorar potencialmente su capacidad para ser reciclado in vivo. Esas sustituciones y
variaciones ilustrativas incluyen las sustituciones “YTE” y “LS”, y las inserciones de bucle

que contienen cisteina, tal como se describe en DallAcqua et al. (2002) J. Immunol.



10

15

20

25

30

83
169:5171-5180; Zalevsky et al. (2010) Nat. Biotechnol. 28:157-159; y la patente

estadounidense n.° 9,688,756, que se incorporan en la presente mediante esta referencia
en su totalidad. Las secuencias de las construcciones modificadas resultantes se muestran
en las SEQ ID NO: 228-230 (las sustituciones y variaciones se indican mediante residuos
con subrayado doble en la tabla de secuencias mas adelante). Las construcciones
modificadas se evallan para mejorar la union a FcRn in vitro, por ejemplo, mediante
resonancia de plasmones de superficie, y luego examinarse para determinar PK y PD
mejoradas in vivo. También se contemplan construcciones modificadas que contienen la
sustitucion “YTE” 0 “LS”, o la insercion de bucle que contiene cisteina, pero no la sustitucion
NSLF, en el Fc. Esas construcciones se muestran en las SEQ ID NO: 231-233.

Ejemplo 39: Siglec-9-hlgG1 NSLF tiene una PK sérica mejorada en comparacion con
Siglec-9-hlgG1

[00249] Se compararon las propiedades farmacocinéticas de Siglec-9-hlgG1l NSLF (SEQ
ID NO:45, con la secuencia sefial escindida durante la produccion) y Siglec-9-hlgG1 (SEQ
IDNO:48, con la secuencia sefial escindida durante la produccion). Los monos Cynomolgus
fueron tratados con una dosis Unica de inyecciones intravenosas de 80 mg/kg de Siglec-9-
higG1 o Siglec-9-higG1 NSLF. Se determinaron los perfiles de tiempos de concentracion
medios para Siglec-9-hlgG1 y Siglec-9-hlgG1 NSLF en el suero de monos cynomolgus. La
Fig. 33 muestra que Siglec-9-hlgG1 NSLF (cuadrados) ha mejorado la PK sobre Siglec-9-
hlgG1 (circulos).

Ejemplo 40: propiedades farmacocinéticas de variantes de Siglec-9-Fc

[00250] Se determinaron las propiedades farmacocinéticas de determinadas variantes de
Siglec-9-Fc, como se describe en el Ejemplo 37. Se administraron S9.1, S9.36, S9.37, S9.38
y S9.45 como una sola administracibn mediante inyeccién intravenosa en bolo a ratones
transgénicos Siglec 3/7/9 BAC. Tal como se muestra en la Fig. 34, S9.37 mostré un aumento
de Cmax y AUCo-int. Aunque la T12 media es similar a las otras variantes, el aumento en la
AUC en particular puede indicar una mejor exposicion (biodisponibilidad) de S9.37 en
comparacion con otras variantes.

Tabla de determinadas secuencias

[00251] En la tabla siguiente, los residuos en negrita y subrayados en determinadas SEQ
ID NO muestran variantes de secuencias del ECD de Siglec-9 que representan residuos
gue difieren de la secuencia natural del ECD de Siglec-9. Los residuos con subrayado doble
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en las SEQ ID NO: 228-233 muestran residuos del dominio Fc variantes. En algunos casos,

los nimeros de residuos utilizados en el nombre de una variante de Siglec-9 en particular
en la columna “Descripcidon” (por ejemplo, S35X) pueden no coincidir con la numeracion de
los residuos en la SEQ ID NO de la columna “Secuencia” (por ejemplo, debido a la ausencia
0 presencia de una secuencia sefial), como puede verse al comparar el residuo mutado en

negrita y subrayado con su posicion dentro de la SEQ ID NO a continuacion.

SEQ | Descripcion Secuencia

ID NO

1 Siglec-9 humana MLLLLLPLLW GRERAEGQTS KLLTMQSSVT
(con secuencia VQEGLCVHVP CSFSYPSHGW IYPGPVVHGY
sefal) WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR

FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
LTCQVTEPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
NPGVLELPWV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
VYLNVSLQSK ATSGVTQGVV GGAGATALVF
LSFCVIFVVV RSCRKKSARP AAGVGDTGIE
DANAVRGSAS QGPLTEPWAE DSPPDQPPPA
SARSSVGEGE LQYASLSFQM VKPWDSRGQE
ATDTEYSEIK IHR

2 Siglec-9 humana SKLLTMQSSV TVQEGLCVHV PCSFSYPSHG
madura WIYPGPVVHG YWFREGANTD QDAPVATNNP
ARAVWEETRD RFHLLGDPHT KNCTLSIRDA
RRSDAGRYFF RMEKGSIKWN YKHHRLSVNV
TALTHRPNIL IPGTLESGCP QNLTCSVPWA
CEQGTPPMIS WIGTSVSPLD PSTTRSSVLT
LIPQPQDHGT SLTCQVTFPG ASVTTNKTVH
LNVSYPPQNL TMTVFQGDGT VSTVLGNGSS
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LSLPEGQSLR LVCAVDAVDS NPPARLSLSW
RGLTLCPSQP SNPGVLELPW VHLRDAAEFT
CRAQNPLGSQ QVYLNVSLQS KATSGVTQGV
VGGAGATALV FLSFCVIFVV VRSCRKKSAR
PAAGVGDTGI EDANAVRGSA SQGPLTEPWA
EDSPPDQPPP ASARSSVGEG ELQYASLSFQ
MVKPWDSRGQ EATDTEYSEI KIHR

3 enlazador ALTHR
4 enlazador LNVSYP
5 Motivo ITIM LQYASL
6 Motivo similar a TEYSEI
SLAM
7 Dominio IgV de SKLLTMQSSV TVQEGLCVHV PCSFSYPSHG
Siglec-9 humana WIYPGPVVHG YWFREGANTD QDAPVATNNP
ARAVWEETRD RFHLLGDPHT KNCTLSIRDA
RRSDAGRYFF RMEKGSIKWN YKHHRLSVNV T
Bucle Siglec-7 VDSQTDSD
Bucle Siglec-9 SHGWIYPG
10 Siglec-9-Fc original | S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGW

(WIYP); S9.1-higG1
(sin secuencia

sefal)

IlYPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWYV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC
PAPELLGGPS VFLFPPKPKD TLMISRTPEV
TCVVVDVSHE DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT
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KPREEQYNST YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY
KCKVSNKALP APIEKTISKA KGQPREPQVY
TLPPSRDELT KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV
EWESNGQPEN NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH EALHNHYTQK
SLSLSPGK

11

Siglec-9-Fc DIEG;
S9.2-higG1

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGD
IEGGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPONLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC
PAPELLGGPS VFLFPPKPKD TLMISRTPEV
TCVVVDVSHE DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT
KPREEQYNST YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY
KCKVSNKALP APIEKTISKA KGQPREPQVY
TLPPSRDELT KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV
EWESNGQPEN NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH EALHNHYTQK
SLSLSPGK

12

Siglec-9-Fc SIET;
S9.3-higG1

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGS
IETGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
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NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWYV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC
PAPELLGGPS VFLFPPKPKD TLMISRTPEV
TCVVVDVSHE DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT
KPREEQYNST YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY
KCKVSNKALP APIEKTISKA KGQPREPQVY
TLPPSRDELT KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV
EWESNGQPEN NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH EALHNHYTQK
SLSLSPGK

13

Siglec-9-Fc SIEP;
S9.4-higG1

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGS
IEPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWYV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC
PAPELLGGPS VFLFPPKPKD TLMISRTPEV
TCVVVDVSHE DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT
KPREEQYNST YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY
KCKVSNKALP APIEKTISKA KGQPREPQVY
TLPPSRDELT KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV
EWESNGQPEN NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH EALHNHYTQK
SLSLSPGK

14

Siglec-9-Fc DIEP;

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGD
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S9.5-higG1

IEPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPOQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC
PAPELLGGPS VFLFPPKPKD TLMISRTPEV
TCVVVDVSHE DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT
KPREEQYNST YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY
KCKVSNKALP APIEKTISKA KGQPREPQVY
TLPPSRDELT KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV
EWESNGQPEN NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH EALHNHYTQK
SLSLSPGK

15

Siglec-9-Fc YQES;
S9.6-hlgG1

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGY
QESGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPONLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWYV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC
PAPELLGGPS VFLFPPKPKD TLMISRTPEV
TCVVVDVSHE DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT
KPREEQYNST YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY
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KCKVSNKALP APIEKTISKA KGQPREPQVY
TLPPSRDELT KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV
EWESNGQPEN NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH EALHNHYTQK
SLSLSPGK

16

Siglec-9-Fc THET;
S9.7-hlgG1

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGT
HETGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWYV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC
PAPELLGGPS VFLFPPKPKD TLMISRTPEV
TCVVVDVSHE DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT
KPREEQYNST YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY
KCKVSNKALP APIEKTISKA KGQPREPQVY
TLPPSRDELT KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV
EWESNGQPEN NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH EALHNHYTQK
SLSLSPGK

17

Siglec-9-Fc L23T
H26S H80Y L82E;
S9.8-higG1

S KLLTMQSSVT VQEGTCVSVP CSFSYPSHGW
IlYPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FYLEGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
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SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC
PAPELLGGPS VFLFPPKPKD TLMISRTPEV
TCVVVDVSHE DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT
KPREEQYNST YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY
KCKVSNKALP APIEKTISKA KGQPREPQVY
TLPPSRDELT KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV
EWESNGQPEN NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH EALHNHYTQK
SLSLSPGK

18

Siglec-9-Fc L23T
H26T HB80Y L82D;
S9.9-higG1

S KLLTMQSSVT VQEGTICVIVP CSFSYPSHGW
IlYPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FYLDGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPONLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC
PAPELLGGPS VFLFPPKPKD TLMISRTPEV
TCVVVDVSHE DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT
KPREEQYNST YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY
KCKVSNKALP APIEKTISKA KGQPREPQVY
TLPPSRDELT KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV
EWESNGQPEN NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH EALHNHYTQK
SLSLSPGK

19

Siglec-9-Fc S35D
W38T; S9.10-higG1

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPDHGT
I'YPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
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RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC
PAPELLGGPS VFLFPPKPKD TLMISRTPEV
TCVVVDVSHE DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT
KPREEQYNST YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY
KCKVSNKALP APIEKTISKA KGQPREPQVY
TLPPSRDELT KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV
EWESNGQPEN NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH EALHNHYTQK
SLSLSPGK

20

Siglec-9-Fc S35D
W38E; S9.11-hlgG1

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPDHGE
IlYPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWYV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC
PAPELLGGPS VFLFPPKPKD TLMISRTPEV
TCVVVDVSHE DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT
KPREEQYNST YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY
KCKVSNKALP APIEKTISKA KGQPREPQVY
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TLPPSRDELT KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV
EWESNGQPEN NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH EALHNHYTQK
SLSLSPGK

21

Siglec-9-Fc W38S
I39H Y40H; S9.12-
higG1

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGS
HHPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWYV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC
PAPELLGGPS VFLFPPKPKD TLMISRTPEV
TCVVVDVSHE DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT
KPREEQYNST YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY
KCKVSNKALP APIEKTISKA KGQPREPQVY
TLPPSRDELT KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV
EWESNGQPEN NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH EALHNHYTQK
SLSLSPGK

22

Siglec-9-Fc S35D
W38Q I39H Y40E;
S9.13-higG1

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPDHGQ
HEPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPONLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
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GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC
PAPELLGGPS VFLFPPKPKD TLMISRTPEV
TCVVVDVSHE DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT
KPREEQYNST YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY
KCKVSNKALP APIEKTISKA KGQPREPQVY
TLPPSRDELT KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV
EWESNGQPEN NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH EALHNHYTQK
SLSLSPGK

23

Siglec-9-Fc S35T
W38Q I39H Y40E;
S9.14-higG1

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPTHGS
HEPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC
PAPELLGGPS VFLFPPKPKD TLMISRTPEV
TCVVVDVSHE DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT
KPREEQYNST YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY
KCKVSNKALP APIEKTISKA KGQPREPQVY
TLPPSRDELT KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV
EWESNGQPEN NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH EALHNHYTQK
SLSLSPGK

24

Siglec-9-Fc S35D
W38E 139T; S9.15-
higG1

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPDHGE
TYPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
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RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC
PAPELLGGPS VFLFPPKPKD TLMISRTPEV
TCVVVDVSHE DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT
KPREEQYNST YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY
KCKVSNKALP APIEKTISKA KGQPREPQVY
TLPPSRDELT KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV
EWESNGQPEN NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH EALHNHYTQK
SLSLSPGK

25

Siglec-9-Fc S35N
W38E 139T; S9.16-
higG1

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPNHGT
EYPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWYV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC
PAPELLGGPS VFLFPPKPKD TLMISRTPEV
TCVVVDVSHE DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT
KPREEQYNST YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY
KCKVSNKALP APIEKTISKA KGQPREPQVY
TLPPSRDELT KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV
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EWESNGQPEN NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH EALHNHYTQK
SLSLSPGK

26

Siglec-9-Fc S35H
W38T I39T Y40T;
S9.17-hlgG1

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPHHGT
TTPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPONLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC
PAPELLGGPS VFLFPPKPKD TLMISRTPEV
TCVVVDVSHE DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT
KPREEQYNST YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY
KCKVSNKALP APIEKTISKA KGQPREPQVY
TLPPSRDELT KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV
EWESNGQPEN NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH EALHNHYTQK
SLSLSPGK

27

Siglec-9-Fc S35H
W38S 139T Y40T,;
S9.18-higG1

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPHHGS
TTPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPONLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWYV HLRDAAEFTC
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RAQNPLGSQQ VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC
PAPELLGGPS VFLFPPKPKD TLMISRTPEV
TCVVVDVSHE DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT
KPREEQYNST YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY
KCKVSNKALP APIEKTISKA KGQPREPQVY
TLPPSRDELT KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV
EWESNGQPEN NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH EALHNHYTQK
SLSLSPGK

28

Siglec-9-Fc W38G
I139T Y40E; S9.19-
higG1

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGG
TEPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC
PAPELLGGPS VFLFPPKPKD TLMISRTPEV
TCVVVDVSHE DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT
KPREEQYNST YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY
KCKVSNKALP APIEKTISKA KGQPREPQVY
TLPPSRDELT KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV
EWESNGQPEN NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH EALHNHYTQK
SLSLSPGK

29

Siglec-9-Fc S8D
K9Y L10T W116E;
S9.20-hlgG1

D YTLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGW
IlYPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKENY KHHRLSVNVT
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ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWYV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC
PAPELLGGPS VFLFPPKPKD TLMISRTPEV
TCVVVDVSHE DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT
KPREEQYNST YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY
KCKVSNKALP APIEKTISKA KGQPREPQVY
TLPPSRDELT KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV
EWESNGQPEN NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH EALHNHYTQK
SLSLSPGK

30

Siglec-9-Fc S8D
K9Y L10Q W116N;
S9.21-higG1

D YOLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGW
IlYPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKNNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPONLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC
PAPELLGGPS VFLFPPKPKD TLMISRTPEV
TCVVVDVSHE DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT
KPREEQYNST YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY
KCKVSNKALP APIEKTISKA KGQPREPQVY
TLPPSRDELT KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV
EWESNGQPEN NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK
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LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH EALHNHYTQK
SLSLSPGK

31

Siglec-9-Fc S8E
K9OY L10T W116E;
S9.22-hlgG1

E YTLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGW
IYPGPVVHGY WEREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKENY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC
PAPELLGGPS VFLFPPKPKD TLMISRTPEV
TCVVVDVSHE DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT
KPREEQYNST YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY
KCKVSNKALP APIEKTISKA KGQPREPQVY
TLPPSRDELT KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV
EWESNGQPEN NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH EALHNHYTQK
SLSLSPGK

32

Siglec-9-Fc WIYP a
QTDS; S9.23-hlgG1

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGQ
TDSGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWYV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC
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PAPELLGGPS VFLFPPKPKD TLMISRTPEV
TCVVVDVSHE DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT
KPREEQYNST YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY
KCKVSNKALP APIEKTISKA KGQPREPQVY
TLPPSRDELT KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV
EWESNGQPEN NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH EALHNHYTQK
SLSLSPGK

33

Siglec-9-Fc GWIYP
a SQTDS; S9.24-
higG1

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHSQ
TDSGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWYV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC
PAPELLGGPS VFLFPPKPKD TLMISRTPEV
TCVVVDVSHE DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT
KPREEQYNST YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY
KCKVSNKALP APIEKTISKA KGQPREPQVY
TLPPSRDELT KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV
EWESNGQPEN NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH EALHNHYTQK
SLSLSPGK

34

Siglec-9-Fc
SHGWIYPG a
VDSQTDSD; S9.25-
higG1

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPVDSQ
TDSDPVVHG YWFREGANTD QDAPVATNNP
ARAVWEETRD RFHLLGDPHT KNCTLSIRDA
RRSDAGRYFF RMEKGSIKWN YKHHRLSVNV
TALTHRPNIL IPGTLESGCP QNLTCSVPWA
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CEQGTPPMIS WIGTSVSPLD PSTTRSSVLT
LIPQPQDHGT SLTCQVTFPG ASVTTNKTVH
LNVSYPPQNL TMTVFQGDGT VSTVLGNGSS
LSLPEGQSLR LVCAVDAVDS NPPARLSLSW
RGLTLCPSQP SNPGVLELPW VHLRDAAEFT
CRAQNPLGSQ QVYLNVSEPK SCDKTHTCPP
CPAPELLGGP SVFLFPPKPK DTLMISRTPE
VTCVVVDVSH EDPEVKFNWY VDGVEVHNAK
TKPREEQYNS TYRVVSVLTV LHQDWLNGKE
YKCKVSNKAL PAPIEKTISK AKGQPREPQV
YTLPPSRDEL TKNQVSLTCL VKGFYPSDIA
VEWESNGQPE NNYKTTPPVL DSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQ QGNVFSCSVM HEALHNHYTQ
KSLSLSPGK

35

Siglec-9-Fc
SHGWIYPG a
VHGQIDSD; S9.26-
higG1

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPVHGQ
IDSDPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC
PAPELLGGPS VFLFPPKPKD TLMISRTPEV
TCVVVDVSHE DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT
KPREEQYNST YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY
KCKVSNKALP APIEKTISKA KGQPREPQVY
TLPPSRDELT KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV
EWESNGQPEN NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH EALHNHYTQK
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SLSLSPGK

36

Siglec-9-Fc
SHGWIYPG a
VHSQIDSD; S9.27-
higG1

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPVHSQ
IDSDPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC
PAPELLGGPS VFLFPPKPKD TLMISRTPEV
TCVVVDVSHE DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT
KPREEQYNST YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY
KCKVSNKALP APIEKTISKA KGQPREPQVY
TLPPSRDELT KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV
EWESNGQPEN NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH EALHNHYTQK
SLSLSPGK

37

Siglec-9-Fc
SHGWIYPG a
VDSQIDSD; S9.28-
hlgG1

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPVDSQ
IDSDPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWYV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC
PAPELLGGPS VFLFPPKPKD TLMISRTPEV
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TCVVVDVSHE DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT
KPREEQYNST YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY
KCKVSNKALP APIEKTISKA KGQPREPQVY
TLPPSRDELT KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV
EWESNGQPEN NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH EALHNHYTQK
SLSLSPGK

38

Siglec-9-Fc
SHGWIYPG a
SDSQIDSD; S9.29-
higG1

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSDSQ
IDSDPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPONLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC
PAPELLGGPS VFLFPPKPKD TLMISRTPEV
TCVVVDVSHE DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT
KPREEQYNST YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY
KCKVSNKALP APIEKTISKA KGQPREPQVY
TLPPSRDELT KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV
EWESNGQPEN NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH EALHNHYTQK
SLSLSPGK

39

Siglec-9-Fc
SHGWIYPG a
VDGQIDSD; S9.30-
higG1

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPVYDGQ
IDSDPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
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IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPOQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC
PAPELLGGPS VFLFPPKPKD TLMISRTPEV
TCVVVDVSHE DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT
KPREEQYNST YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY
KCKVSNKALP APIEKTISKA KGQPREPQVY
TLPPSRDELT KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV
EWESNGQPEN NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH EALHNHYTQK
SLSLSPGK

40

S9.A-higG1 (la
secuencia sefal es
los aminoécidos 1-
19; la secuencia
madura es los
aminoécidos 20-
586)

MLLLLLPLLW GRERAEGQTS KLLTMQSSVT
VQEGLCVHVP CSFSYPSHGW IYPGPVVHGY
WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR
FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
NPGVLELPWV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
VYLNVSLQSK ATSGVTQGDI EGRMDPKSCD
KTHTCPPCPA PELLGGPSVF LFPPKPKDTL
MISRTPEVTC VVVDVSHEDP EVKFNWYVDG
VEVHNAKTKP REEQYNSTYR VVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKC KVSNKALPAP IEKTISKAKG
QPREPQVYTL PPSRDELTKN QVSLTCLVKG
FYPSDIAVEW ESNGQPENNY KTTPPVLDSD
GSFFLYSKLT VDKSRWQQGN VFSCSVMHEA
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LHNHYTQKSL SLSPGK

41

S9.A-hlgG1 NSLF
(la secuencia sefal
es los aminoacidos
1-19; la secuencia
madura es los
aminoécidos 20-
586)

MLLLLLPLLW GRERAEGQTS KLLTMQSSVT
VQEGLCVHVP CSFSYPSHGW IYPGPVVHGY
WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR
FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
NPGVLELPWV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
VYLNVSLQSK ATSGVTQGDI EGRMDPKSCD
KTHTCPPCPA PELLGGPSVF LFPPKPKDTL
MISRTPEVTC VVVDVSHEDP EVKFNWYVDG
VEVHNAKTKP REEQYNSTYR VVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKC KVSSKAFPAP |IEKTISKAKG
QPREPQVYTL PPSRDELTKN QVSLTCLVKG
FYPSDIAVEW ESNGQPENNY KTTPPVLDSD
GSFFLYSKLT VDKSRWQQGN VFSCSVMHEA
LHNHYTQKSL SLSPGK

42

S9.A-hlgG1
LALAPS (la
secuencia sefal es
los aminoécidos 1-
19; la secuencia
madura es los
aminoacidos 20-
586)

MLLLLLPLLW GRERAEGQTS KLLTMQSSVT
VQEGLCVHVP CSFSYPSHGW IYPGPVVHGY
WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR
FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
NPGVLELPWV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
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VYLNVSLQSK ATSGVTQGDI EGRMDPKSCD
KTHTCPPCPA PEAAGGPSVF LFPPKPKDTL
MISRTPEVTC VVVDVSHEDP EVKFNWYVDG
VEVHNAKTKP REEQYNSTYR VVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKC KVSNKALPAS IEKTISKAKG
QPREPQVYTL PPSRDELTKN QVSLTCLVKG
FYPSDIAVEW ESNGQPENNY KTTPPVLDSD
GSFFLYSKLT VDKSRWQQGN VFSCSVMHEA
LHNHYTQKSL SLSPGK

43

S9.A-mIgG1 (la
secuencia sefal es
los aminoécidos 1-
19; la secuencia
madura es los
aminoécidos 20-
576)

MLLLLLPLLW GRERAEGQTS KLLTMQSSVT
VQEGLCVHVP CSFSYPSHGW IYPGPVVHGY
WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR
FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
NPGVLELPWV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
VYLNVSLQSK ATSGVTQGDI EGRMDCKPCI
CTVPEVSSVF IFPPKPKDVL TITLTPKVTC
VVVDISKDDP EVQFSWFVDD VEVHTAQTQP
REEQFNSTFR SVSELPIMHQ DWLNGKEFKC
RVNSAAFPAP IEKTISKTKG RPKAPQVYTI
PPPKEQMAKD KVSLTCMITD FFPEDITVEW
QWNGQPAENY KNTQPIMNTN GSYFVYSKLN
VQKSNWEAGN TFTCSVLHEG LHNHHTEKSL
SHSPGK

44

S9.B-migG2a (la
secuencia sefial es

los aminoécidos 1-

MGWSCIILFL VATATGVHSS KLLTMQSSVT
VQEGLCVHVP CSFSYPSHGW IYPGPVVHGY
WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR
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19; la secuencia
madura es los
aminoécidos 20-
587)

FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
NPGVLELPWV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
VYLNVSLQSK ATSGVTQGGG GGSIEPRGPT
IKPCPPCKCP APNLLGGPSV FIFPPKIKDV
LMISLSPIVT CVVVDVSEDD PDVQISWFVN
NVEVHTAQTQ THREDYNSTL RVVSALPIQH
QDWMSGKEFK CKVNNKDLPA PIERTISKPK
GSVRAPQVYV LPPPEEEMTK KQVTLTCMVT
DFMPEDIYVE WTNNGKTELN YKNTEPVLDS
DGSYFMYSKL RVEKKNWVER NSYSCSVVHE
GLHNHHTTKS FSRTPGK

45

S9.1-higG1 NSLF

MGWSCIILFL VATATGVHSS KLLTMQSSVT
VQEGLCVHVP CSFSYPSHGW IYPGPVVHGY
WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR
FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
NPGVLELPWV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC PAPELLGGPS
VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE
DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST
YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY KCKVSSKAFP
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APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT
KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN
NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK

46

S9.1-hlgG4 S228P

MGWSCIILFL VATATGVHSS KLLTMQSSVT
VQEGLCVHVP CSFSYPSHGW IYPGPVVHGY
WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR
FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
NPGVLELPWV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
VYLNVSLQSK ATSGVTQGES KYGPPCPPCP
APEFLGGPSV FLFPPKPKDT LMISRTPEVT
CVVVDVSQED PEVQFNWYVD GVEVHNAKTK
PREEQFNSTY RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK
CKVSNKGLPS SIEKTISKAK GQPREPQVYT
LPPSQEEMTK NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE
WESNGQPENN YKTTPPVLDS DGSFFLYSRL
TVDKSRWQEG NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS
LSLSLGK

a7

S9.1-higG1 K322A

MGWSCIILFL VATATGVHSS KLLTMQSSVT
VQEGLCVHVP CSFSYPSHGW IYPGPVVHGY
WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR
FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
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MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
NPGVLELPWV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC PAPELLGGPS
VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE
DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST
YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY KCAVSNKALP
APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT
KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN
NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK

48

Secuencia sefial
(SS)-Siglec-9-Fc
original (WIYP); SS-
S9.1-hlgG1

MGWSCIILFL VATATGVHSS KLLTMQSSVT
VQEGLCVHVP CSFSYPSHGW IYPGPVVHGY
WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR
FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
NPGVLELPWV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC PAPELLGGPS
VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE
DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST
YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY KCKVSNKALP
APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT
KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN
NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK

49

SS-Siglec-9-Fc
DIEG; SS-S9.2-

MGWSCIILFL VATATGVHSS KLLTMQSSVT
VQEGLCVHVP CSFSYPSHGD IEGGPVVHGY
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higG1

WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR
FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
NPGVLELPWV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC PAPELLGGPS
VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE
DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST
YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY KCKVSNKALP
APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT
KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN
NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK

50

SS-Siglec-9-Fc
SIET; SS-S9.3-
hlgG1

MGWSCIILFL VATATGVHSS KLLTMQSSVT
VQEGLCVHVP CSFSYPSHGS IETGPVVHGY
WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR
FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
NPGVLELPWV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC PAPELLGGPS
VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE
DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST
YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY KCKVSNKALP
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APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT
KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN
NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK

51

SS-Siglec-9-Fc
SIEP; SS-S9.4-
higG1

MGWSCIILFL VATATGVHSS KLLTMQSSVT
VQEGLCVHVP CSFSYPSHGS IEPGPVVHGY
WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR
FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
NPGVLELPWV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC PAPELLGGPS
VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE
DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST
YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY KCKVSNKALP
APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT
KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN
NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK

52

SS-Siglec-9-Fc
DIEP; SS-S9.5-
higG1

MGWSCIILFL VATATGVHSS KLLTMQSSVT
VQEGLCVHVP CSFSYPSHGD IEPGPVVHGY
WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR
FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
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VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
NPGVLELPWV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC PAPELLGGPS
VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE
DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST
YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY KCKVSNKALP
APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT
KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN
NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK

53

SS-Siglec-9-Fc
YQES; SS-S9.6-
higG1

MGWSCIILFL VATATGVHSS KLLTMQSSVT
VQEGLCVHVP CSFSYPSHGY QESGPVVHGY
WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR
FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
NPGVLELPWV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC PAPELLGGPS
VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE
DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST
YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY KCKVSNKALP
APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT
KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN
NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK

54

SS-Siglec-9-Fc
THET,; SS-S9.7-
higG1

MGWSCIILFL VATATGVHSS KLLTMQSSVT
VQEGLCVHVP CSFSYPSHGT HETGPVVHGY
WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR
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FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
NPGVLELPWV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC PAPELLGGPS
VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE
DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST
YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY KCKVSNKALP
APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT
KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN
NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK

55

SS-Siglec-9-Fc
L23T H26S H80Y
L82E; SS-S9.8-
hlgG1

MGWSCIILFL VATATGVHSS KLLTMQSSVT
VQEGTICVSVP CSFSYPSHGW IYPGPVVHGY
WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR
FYLEGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
NPGVLELPWV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC PAPELLGGPS
VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE
DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST
YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY KCKVSNKALP
APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT
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KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN
NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK

56

SS-Siglec-9-Fc
L23T H26T H80Y
L82D; SS-S9.9-
higG1

MGWSCIILFL VATATGVHSS KLLTMQSSVT
VQEGICVIVP CSFSYPSHGW IYPGPVVHGY
WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR
FYLDGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
NPGVLELPWV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC PAPELLGGPS
VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE
DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST
YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY KCKVSNKALP
APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT
KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN
NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK

57

SS-Siglec-9-Fc
S35D W38T, SS-
S9.10-higG1

MGWSCIILFL VATATGVHSS KLLTMQSSVT
VQEGLCVHVP CSFSYPDHGT IYPGPVVHGY
WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR
FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
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NPGVLELPWV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC PAPELLGGPS
VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE
DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST
YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY KCKVSNKALP
APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT
KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN
NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK

58

SS-Siglec-9-Fc
S35D W38E; SS-
S9.11-higG1

MGWSCIILFL VATATGVHSS KLLTMQSSVT
VQEGLCVHVP CSFSYPDHGE IYPGPVVHGY
WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR
FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
NPGVLELPWV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC PAPELLGGPS
VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE
DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST
YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY KCKVSNKALP
APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT
KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN
NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK

59

SS-Siglec-9-Fc
W38S I139H Y40H;
SS-S9.12-higG1

MGWSCIILFL VATATGVHSS KLLTMQSSVT
VQEGLCVHVP CSFSYPSHGS HHPGPVVHGY
WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR
FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
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MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
NPGVLELPWV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC PAPELLGGPS
VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE
DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST
YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY KCKVSNKALP
APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT
KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN
NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK

60

SS-Siglec-9-Fc
S35D W38Q I39H
Y40E; SS-S9.13-
higG1

MGWSCIILFL VATATGVHSS KLLTMQSSVT
VQEGLCVHVP CSFSYPDHGQ HEPGPVVHGY
WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR
FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
NPGVLELPWV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC PAPELLGGPS
VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE
DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST
YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY KCKVSNKALP
APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT
KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN
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NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK

61

SS-Siglec-9-Fc
S35T W38Q I39H
Y40E; SS-S9.14-
higG1

MGWSCIILFL VATATGVHSS KLLTMQSSVT
VQEGLCVHVP CSFSYPTHGS HEPGPVVHGY
WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR
FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
NPGVLELPWV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC PAPELLGGPS
VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE
DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST
YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY KCKVSNKALP
APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT
KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN
NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK

62

SS-Siglec-9-Fc
S35D W38E 139T,;
SS-S9.15-hlgG1

MGWSCIILFL VATATGVHSS KLLTMQSSVT
VQEGLCVHVP CSFSYPDHGE TYPGPVVHGY
WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR
FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
NPGVLELPWV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
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VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC PAPELLGGPS
VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE
DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST
YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY KCKVSNKALP
APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT
KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN
NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK

63

SS-Siglec-9-Fc
S35N W38E 139T,;
SS-S9.16-hlgG1

MGWSCIILFL VATATGVHSS KLLTMQSSVT
VQEGLCVHVP CSFSYPNHGT EYPGPVVHGY
WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR
FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
NPGVLELPWV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC PAPELLGGPS
VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE
DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST
YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY KCKVSNKALP
APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT
KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN
NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK

64

SS-Siglec-9-Fc
S35H W38T 139T
Y40T; SS-S9.17-
higG1

MGWSCIILFL VATATGVHSS KLLTMQSSVT
VQEGLCVHVP CSFSYPHHGT TTPGPVVHGY
WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR
FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
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PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
NPGVLELPWV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC PAPELLGGPS
VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE
DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST
YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY KCKVSNKALP
APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT
KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN
NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK

65

SS-Siglec-9-Fc
S35H W38S 39T
Y40T; SS-S9.18-
higG1

MGWSCIILFL VATATGVHSS KLLTMQSSVT
VQEGLCVHVP CSFSYPHHGS TTPGPVVHGY
WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR
FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
NPGVLELPWV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC PAPELLGGPS
VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE
DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST
YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY KCKVSNKALP
APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT
KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN
NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ
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GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK

66

SS-Siglec-9-Fc
W38G I139T Y40E;
SS-S9.19-hlgG1

MGWSCIILFL VATATGVHSS KLLTMQSSVT
VQEGLCVHVP CSFSYPSHGG TEPGPVVHGY
WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR
FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
NPGVLELPWV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC PAPELLGGPS
VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE
DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST
YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY KCKVSNKALP
APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT
KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN
NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK

67

SS-Siglec-9-Fc S8D
K9Y L10T W116E;
SS-59.20-hlgG1

MGWSCIILFL VATATGVHSD YTLTMQSSVT
VQEGLCVHVP CSFSYPSHGW IYPGPVVHGY
WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR
FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
MEKGSIKENY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
NPGVLELPWYV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC PAPELLGGPS
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VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE
DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST
YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY KCKVSNKALP
APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT
KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN
NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK

68

SS-Siglec-9-Fc S8D
K9Y L10Q W116N;
SS-S9.21-higG1

MGWSCIILFL VATATGVHSD YOLTMQSSVT
VQEGLCVHVP CSFSYPSHGW IYPGPVVHGY
WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR
FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
MEKGSIKNNY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
NPGVLELPWV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC PAPELLGGPS
VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE
DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST
YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY KCKVSNKALP
APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT
KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN
NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK

69

SS-Siglec-9-Fc S8E
K9Y L10T W116E;
SS-S9.22-hlgG1

MGWSCIILFL VATATGVHSE YTLTMQSSVT
VQEGLCVHVP CSFSYPSHGW IYPGPVVHGY
WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR
FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
MEKGSIKENY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
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IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
NPGVLELPWV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC PAPELLGGPS
VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE
DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST
YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY KCKVSNKALP
APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT
KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN
NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK

70

SS-Siglec-9-Fc
WIYP a QTDS; SS-
S9.23-higG1

MGWSCIILFL VATATGVHSS KLLTMQSSVT
VQEGLCVHVP CSFSYPSHGQ TDSGPVVHGY
WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR
FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
LTCQVTEPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
NPGVLELPWV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC PAPELLGGPS
VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE
DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST
YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY KCKVSNKALP
APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT
KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN
NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ
GNVFESCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK
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71

SS-Siglec-9-Fc
GWIYP a SQTDS;
SS-59.24-hlgG1

MGWSCIILFL VATATGVHSS KLLTMQSSVT
VQEGLCVHVP CSFSYPSHSQ TDSGPVVHGY
WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR
FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
NPGVLELPWV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC PAPELLGGPS
VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE
DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST
YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY KCKVSNKALP
APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT
KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN
NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK

72

SS-Siglec-9-Fc
SHGWIYPG a
VDSQTDSD; SS-
S9.25-higG1

MGWSCIILFL VATATGVHSS KLLTMQSSVT
VQEGLCVHVP CSFSYPVDSQ TDSDPVVHG
YWFREGANTD QDAPVATNNP ARAVWEETRD
RFHLLGDPHT KNCTLSIRDA RRSDAGRYFF
RMEKGSIKWN YKHHRLSVNV TALTHRPNIL
IPGTLESGCP QNLTCSVPWA CEQGTPPMIS
WIGTSVSPLD PSTTRSSVLT LIPQPQDHGT
SLTCQVTFPG ASVTTNKTVH LNVSYPPQNL
TMTVFQGDGT VSTVLGNGSS LSLPEGQSLR
LVCAVDAVDS NPPARLSLSW RGLTLCPSQP
SNPGVLELPW VHLRDAAEFT CRAQNPLGSQ
QVYLNVSEPK SCDKTHTCPP CPAPELLGGP
SVFLFPPKPK DTLMISRTPE VTCVVVDVSH
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EDPEVKFNWY VDGVEVHNAK TKPREEQYNS
TYRVVSVLTV LHQDWLNGKE YKCKVSNKAL
PAPIEKTISK AKGQPREPQV YTLPPSRDEL
TKNQVSLTCL VKGFYPSDIA VEWESNGQPE
NNYKTTPPVL DSDGSFFLYS KLTVDKSRWQ
QGNVFSCSVM HEALHNHYTQ KSLSLSPGK

73

SS-Siglec-9-Fc
SHGWIYPG a
VHGQIDSD; SS-
S$9.26-hlgG1

MGWSCIILFL VATATGVHSS KLLTMQSSVT
VQEGLCVHVP CSFSYPVHGQ IDSDPVVHGY
WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR
FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
NPGVLELPWV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC PAPELLGGPS
VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE
DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST
YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY KCKVSNKALP
APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT
KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN
NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK

74

SS-Siglec-9-Fc
SHGWIYPG a
VHSQIDSD; SS-
S9.27-higG1

MGWSCIILFL VATATGVHSS KLLTMQSSVT
VQEGLCVHVP CSFSYPVHSQ IDSDPVVHGY
WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR
FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
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LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
NPGVLELPWV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC PAPELLGGPS
VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE
DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST
YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY KCKVSNKALP
APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT
KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN
NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK

75

SS-Siglec-9-Fc
SHGWIYPG a
VDSQIDSD; SS-
S9.28-higG1

MGWSCIILFL VATATGVHSS KLLTMQSSVT
VQEGLCVHVP CSFSYPVDSQ IDSDPVVHGY
WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR
FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
LTCQVTEPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
NPGVLELPWV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC PAPELLGGPS
VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE
DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST
YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY KCKVSNKALP
APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT
KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN
NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK

76

SS-Siglec-9-Fc

MGWSCIILFL VATATGVHSS KLLTMQSSVT
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SHGWIYPG a
SDSQIDSD; SS-
S9.29-higG1

VQEGLCVHVP CSFSYPSDSQ IDSDPVVHGY
WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR
FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
NPGVLELPWV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC PAPELLGGPS
VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE
DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST
YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY KCKVSNKALP
APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT
KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN
NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK

77

SS-Siglec-9-Fc
SHGWIYPG a
VDGQIDSD; SS-
S9.30-hlgG1

MGWSCIILFL VATATGVHSS KLLTMQSSVT
VQEGLCVHVP CSFSYPVDGQ IDSDPVVHGY
WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR
FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
NPGVLELPWV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC PAPELLGGPS
VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE
DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST
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YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY KCKVSNKALP
APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT
KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN
NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK

78

Siglec-9 original
(WIYP); S9.1 (sin

secuencia sefal)

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGW
IYPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVS

79

Siglec-9 DIEG; S9.2

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGD
IEGGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVS

80

Siglec-9 SIET; S9.3

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGS
IETGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
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ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVS

81

Siglec-9 SIEP; S9.4

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGS
IEPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVS

82

Siglec-9 DIEP; S9.5

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGD
IEPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVS

83

Siglec-9 YQES;
S9.6

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGY
QESGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
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RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVS

84

Siglec-9 THET,
S9.7

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGT
HETGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVS

85

Siglec-9 L23T H26S
H80Y L82E; S9.8

S KLLTMQSSVT VQEGTCVSVP CSFSYPSHGW
IYPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FYLEGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVS
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86

Siglec-9 L23T H26T
H80Y L82D; S9.9

S KLLTMQSSVT VQEGTCVTVP CSFSYPSHGW
IYPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FYLDGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVS

87

Siglec-9 S35D
W38T; S9.10

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPDHGT
IYPGPVVHGY WEREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVS

88

Siglec-9 S35D
W38E; S9.11

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPDHGE
IlYPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPONLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWYV HLRDAAEFTC
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RAQNPLGSQQ VYLNVS

89

Siglec-9 W38S I39H
Y40H; S9.12

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGS
HHPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVS

90

Siglec-9 S35D
W38Q I39H Y40E;
S9.13

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPDHGQ
HEPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVS

91

Siglec-9 S35T
W38Q I39H Y40E;
S9.14

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPTHGS
HEPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPONLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
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SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVS

92

Siglec-9 S35D
W38E 139T; S9.15

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPDHGE
TYPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVS

93

Siglec-9 S35N
W38E 139T; S9.16

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPNHGT
EYPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVS

94

Siglec-9 S35H
W38T 139T Y40T;
S9.17

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPHHGT
TTPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
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IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVS

95

Siglec-9 S35H
W38S 39T Y40T;
S9.18

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPHHGS
TTPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVS

96

Siglec-9 W38G I39T
Y40E; S9.19

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGG
TEPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVS

97

Siglec-9 S8D K9Y
L10T W116E; S9.20

D YTLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGW
IlYPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKENY KHHRLSVNVT
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ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVS

98

Siglec-9 S8D K9Y
L10Q W116N;
S9.21

D YOLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGW
IYPGPVVHGY WEREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKNNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVS

99

Siglec-9 S8E K9Y
L10T W116E; S9.22

E YTLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGW
IYPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKENY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVS

100

Siglec-9 WIYP a
QTDS; S9.23

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGQ
TDSGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
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RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVS

101

Siglec-9 GWIYP a
SQTDS; S9.24

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHSQ
TDSGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVS

102

Siglec-9
SHGWIYPG a
VDSQTDSD; S9.25

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPVDSQ
TDSDPVVHG YWFREGANTD QDAPVATNNP
ARAVWEETRD RFHLLGDPHT KNCTLSIRDA
RRSDAGRYFF RMEKGSIKWN YKHHRLSVNV
TALTHRPNIL IPGTLESGCP QNLTCSVPWA
CEQGTPPMIS WIGTSVSPLD PSTTRSSVLT
LIPQPQDHGT SLTCQVTFPG ASVTTNKTVH
LNVSYPPQNL TMTVFQGDGT VSTVLGNGSS
LSLPEGQSLR LVCAVDAVDS NPPARLSLSW
RGLTLCPSQP SNPGVLELPW VHLRDAAEFT
CRAQNPLGSQ QVYLNVS
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103

Siglec-9
SHGWIYPG a
VHGQIDSD; S9.26

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPVHGQ
IDSDPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVS

104

Siglec-9
SHGWIYPG a
VHSQIDSD; S9.27

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPVHSQ
IDSDPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVS

105

Siglec-9
SHGWIYPG a
VDSQIDSD; S9.28

S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPVDSOQ
IDSDPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPONLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWYV HLRDAAEFTC
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RAQNPLGSQQ VYLNVS

106 Siglec-9 S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSDSQ
SHGWIYPG a IDSDPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
SDSQIDSD; S9.29 | RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR

RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWYV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVS

107 Siglec-9 S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPVDGQ
SHGWIYPG a IDSDPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
VDGQIDSD; S9.30 | RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR

RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPQNLT MTVFQGDGTV STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
GLTLCPSQPS NPGVLELPWYV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ VYLNVS

108 Dominio IgV de S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGW
Siglec-9 original IlYPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
(WIYP); S9.1-IgV RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
(sin secuencia RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
sefal)

109 Dominio IgV de S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGD
Siglec-9 DIEG; IEGGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA

S9.2-IgV

RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
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RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT

110 Dominio IgV de S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGS
Siglec-9 SIET,; IETGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
S9.3-1gVv RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR

RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT

111 Dominio IgV de S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGS
Siglec-9 SIEP; IEPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
S9.4-1gVv RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR

RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT

112 Dominio IgV de S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGD
Siglec-9 DIEP; IEPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
S9.5-1gVv RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR

RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT

113 Dominio IgV de S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGY
Siglec-9 YQES; QESGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
S9.6-1gV RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR

RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT

114 Dominio IgV de S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGT
Siglec-9 THET; HETGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
S9.7-1gVv RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR

RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT

115 Dominio IgV de S KLLTMQSSVT VQEGTCVSVP CSFSYPSHGW
Siglec-9 L23T H26S | IYPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
H80Y L82E; S9.8- RAVWEETRDR FYLEGDPHTK NCTLSIRDAR
gV RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT

116 Dominio IgV de S KLLTMQSSVT VQEGTICVIVP CSFSYPSHGW
Siglec-9 L23T H26T | IYPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
H80Y L82D; S9.9- RAVWEETRDR FYLDGDPHTK NCTLSIRDAR
gV RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT

117 Dominio IgV de S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPDHGT
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Siglec-9 S35D
Wa38T; S9.10-IgV

I'YPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT

118 Dominio IgV de S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPDHGE
Siglec-9 S35D I'YPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
W38E; S9.11-1gV RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
119 Dominio IgV de S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGS
Siglec-9 W38S I39H | HHPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
Y40H; S9.12-IgV RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
120 Dominio IgV de S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPDHGQ
Siglec-9 S35D HEPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
W38Q I139H Y40E; RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
S9.13-1gV RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
121 Dominio IgV de S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPTHGS
Siglec-9 S35T HEPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
W38Q I139H Y40E; RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
S9.14-1gVv RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
122 Dominio IgV de S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPDHGE
Siglec-9 S35D TYPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
W38E 139T; S9.15- | RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
gV RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
123 Dominio IgV de S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPNHGT
Siglec-9 S35N EYPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA

W3S8E I139T,; S9.16-
gV

RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
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124 Dominio IgV de S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPHHGT
Siglec-9 S35H TTPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
W38T I139T Y40T; RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
S9.17-1gVv RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
125 Dominio IgV de S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPHHGS
Siglec-9 S35H TTPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
W38S 139T Y40T, RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
S9.18-1gV RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
126 Dominio IgV de S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGG
Siglec-9 W38G I39T | TEPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
Y40E; S9.19-1gV RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
127 Dominio IgV de D YTLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGW
Siglec-9 S8D K9Y I'YPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
L10T W116E; RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
S9.20-IgVv RSDAGRYFFR MEKGSIKENY KHHRLSVNVT
128 Dominio IgV de D YOLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGW
Siglec-9 S8D K9Y IlYPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
L10Q W116N; RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
S9.21-1gVv RSDAGRYFFR MEKGSIKNNY KHHRLSVNVT
129 Dominio IgV de EYTLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGW
Siglec-9 S8E K9Y IlYPGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
L10T W116E; RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
S9.22-1gVv RSDAGRYFFR MEKGSIKENY KHHRLSVNVT
130 Dominio IgV de S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGQ

Siglec-9 WIYP a

TDSGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
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QTDS; S9.23-1gV

RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT

131 Dominio IgV de S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHSQ
Siglec-9 GWIYP a | TDSGPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
SQTDS; S9.24-1gV | RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR

RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT

132 Dominio IgV de S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPVDSQ
Siglec-9 TDSDPVVHG YWFREGANTD QDAPVATNNP
SHGWIYPG a ARAVWEETRD RFHLLGDPHT KNCTLSIRDA
VDSQTDSD; S9.25- | RRSDAGRYFF RMEKGSIKWN YKHHRLSVNV T
gV

133 Dominio IgV de S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPVHGQ
Siglec-9 IDSDPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
SHGWIYPG a RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
VHGQIDSD; S9.26- | RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
gV

134 Dominio IgV de S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPVHSQ
Siglec-9 IDSDPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
SHGWIYPG a RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
VHSQIDSD; S9.27- | RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
gV

135 Dominio IgV de S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPVDSQ
Siglec-9 IDSDPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
SHGWIYPG a RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
VDSQIDSD; S9.28- | RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
gV

136 Dominio IgV de S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSDSQ

Siglec-9

IDSDPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
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SHGWIYPG a
SDSQIDSD; S9.29-
gV

RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT

137 Dominio IgV de S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPVDGQ
Siglec-9 IDSDPVVHGY WFREGANTDQ DAPVATNNPA
SHGWIYPG a RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
VDGQIDSD; S9.30- | RSDAGRYFFR MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT
gV

138 SSopt-S9.A ECD MGWSCIILFL VATATGVHSS KLLTMQSSVT
(con la secuencia VQEGLCVHVP CSFSYPSHGW IYPGPVVHGY
sefial optimizada) WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR

FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
NPGVLELPWV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
VYLNVSLQSK ATSGVTQG

139 SSopt-S9.A ECD- MGWSCIILFL VATATGVHSS KLLTMQSSVT

higG1 (con la
secuencia sefial
optimizada de aa 1-
19 y secuencia
enlazadora
(encuadrada) entre
ECD y dominio Fc
de higG1)

VQEGLCVHVP CSFSYPSHGW IYPGPVVHGY
WFREGANTDQ DAPVATNNPA RAVWEETRDR
FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR RSDAGRYFFR
MEKGSIKWNY KHHRLSVNVT ALTHRPNILI
PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC EQGTPPMISW
IGTSVSPLDP STTRSSVLTL IPQPQDHGTS
LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL NVSYPPQNLT
MTVFQGDGTV STVLGNGSSL SLPEGQSLRL
VCAVDAVDSN PPARLSLSWR GLTLCPSQPS
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NPGVLELPWV HLRDAAEFTC RAQNPLGSQQ
VYLNVSLQSK ATSGVTQGDI EGRMDPKSCD
KTHTCPPCPA PELLGGPSVF LFPPKPKDTL
MISRTPEVTC VVVDVSHEDP EVKFNWYVDG
VEVHNAKTKP REEQYNSTYR VVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKC KVSNKALPAP IEKTISKAKG
QPREPQVYTL PPSRDELTKN QVSLTCLVKG
FYPSDIAVEW ESNGQPENNY KTTPPVLDSD
GSFFLYSKLT VDKSRWQQGN VFSCSVMHEA
LHNHYTQKSL SLSPGK

140 Secuencia sefal MLLLLLPLLW GRERAEGQT
natural
141 Secuencia sefal MGWSCIILFL VATATGVHS
optimizada
142 lgG1 de tipo salvaje | EPKS CDKTHTCPPC PAPELLGGPS VFLFPPKPKD
TLMISRTPEV TCVVVDVSHE DPEVKFNWYV
DGVEVHNAKT KPREEQYNST YRVVSVLTVL
HQDWLNGKEY KCKVSNKALP APIEKTISKA
KGQPREPQVY TLPPSRDELT KNQVSLTCLV
KGFYPSDIAV EWESNGQPEN NYKTTPPVLD
SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH
EALHNHYTQK SLSLSPGK
143 lgG1 NSLF EPKS CDKTHTCPPC PAPELLGGPS VFLFPPKPKD
(sustituciones de N | TLMISRTPEV TCVVVDVSHE DPEVKFNWYV
aSyLaF DGVEVHNAKT KPREEQYNST YRVVSVLTVL
subrayadas) HQDWLNGKEY KCKVSSKAFP APIEKTISKA
KGQPREPQVY TLPPSRDELT KNQVSLTCLV
KGFYPSDIAV EWESNGQPEN NYKTTPPVLD
SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH
EALHNHYTQK SLSLSPGK
144 lgG1 K322A EPKS CDKTHTCPPC PAPELLGGPS VFLFPPKPKD




143

TLMISRTPEV TCVVVDVSHE DPEVKFNWYV
DGVEVHNAKT KPREEQYNST YRVVSVLTVL
HQDWLNGKEY KCAVSNKALP APIEKTISKA
KGQPREPQVY TLPPSRDELT KNQVSLTCLV
KGFYPSDIAV EWESNGQPEN NYKTTPPVLD
SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH
EALHNHYTQK SLSLSPGK

145

9G4

ES KYGPPCPSCP APEFLGGPSV FLFPPKPKDT
LMISRTPEVT CVVVDVSQED PEVQFNWYVD
GVEVHNAKTK PREEQFNSTY RVVSVLTVLH
QDWLNGKEYK CKVSNKGLPS SIEKTISKAK
GQPREPQVYT LPPSQEEMTK NQVSLTCLVK
GFYPSDIAVE WESNGQPENN YKTTPPVLDS
DGSFFLYSRL TVDKSRWQEG NVFSCSVMHE
ALHNHYTQKS LSLSLGK

146

lgG4 S228P

ES KYGPPCPPCP APEFLGGPSV FLFPPKPKDT
LMISRTPEVT CVVVDVSQED PEVQFNWYVD
GVEVHNAKTK PREEQFNSTY RVVSVLTVLH
QDWLNGKEYK CKVSNKGLPS SIEKTISKAK
GQPREPQVYT LPPSQEEMTK NQVSLTCLVK
GFYPSDIAVE WESNGQPENN YKTTPPVLDS
DGSFFLYSRL TVDKSRWQEG NVFSCSVMHE
ALHNHYTQKS LSLSLGK

147

Region proximal de
la membrana del
ECD de Siglec-9

LQSKATSGVTQG

148

S9.32 - W38T -
higGl

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGTIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESGCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSVSPLDPSTTR




144

SSVLTLIPQPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVHL
NVSYPPOQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPEG
QSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQPS
NPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYLN
VSEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVF
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

149

S9.33 - W38E -
higG1

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGEIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESGCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSVSPLDPSTTR
SSVLTLIPQPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVHL
NVSYPPOQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPEG
QSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQPS
NPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYLN
VSEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVF
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

150

S9.34 - W38S -
higG1

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGSIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESGCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSVSPLDPSTTR




145

SSVLTLIPQPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVHL
NVSYPPOQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPEG
QSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQPS
NPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYLN
VSEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVF
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

151

S9.35 - W38A -
higG1

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGAIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESGCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSVSPLDPSTTR
SSVLTLIPQPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVHL
NVSYPPOQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPEG
QSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQPS
NPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYLN
VSEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVF
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

152

S9.36 - W38R -
higG1

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGRIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESGCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSVSPLDPSTTR




146

SSVLTLIPQPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVHL
NVSYPPOQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPEG
QSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQPS
NPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYLN
VSEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVF
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

153

S9.37 - W38Q -
higG1

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGOIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESGCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSVSPLDPSTTR
SSVLTLIPQPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVHL
NVSYPPOQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPEG
QSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQPS
NPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYLN
VSEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVF
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

154

S9.38 - W38K -
higG1

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGKIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESGCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSVSPLDPSTTR




147

SSVLTLIPQPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVHL
NVSYPPOQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPEG
QSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQPS
NPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYLN
VSEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVF
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

155

S9.39 -
W38S_Y40T -
higG1

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGSITPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESGCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSVSPLDPSTTR
SSVLTLIPQPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVHL
NVSYPPOQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPEG
QSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQPS
NPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYLN
VSEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVF
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

156

S9.41-L ER R-
higG1

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGERYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKRNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESGCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSVSPLDPSTTR




148

SSVLTLIPQPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVHL
NVSYPPOQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPEG
QSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQPS
NPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYLN
VSEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVF
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

157

S9.42-D S| R-
higG1

SKDLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGSIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKRNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESGCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSVSPLDPSTTR
SSVLTLIPQPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVHL
NVSYPPOQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPEG
QSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQPS
NPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYLN
VSEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVF
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

158

S9.43-L_KI_R -
higG1

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGKIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKRNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESGCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSVSPLDPSTTR




149

SSVLTLIPQPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVHL
NVSYPPOQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPEG
QSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQPS
NPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYLN
VSEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVF
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

159

S9.44-T EIE -
higG1

SKTILTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGEIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKENYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESGCPQ
NLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSVSPLDPSTTRS
SVLTLIPQPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVHLN
VSYPPOQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPEGQ
SLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQPSN
PGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYLNV
SEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
RDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPEN
NYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFS
CSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

160

S9.45-S QI R-
higG1

SKSLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGQIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKRNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESGCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSVSPLDPSTTR




150

SSVLTLIPQPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVHL
NVSYPPOQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPEG
QSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQPS
NPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYLN
VSEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVF
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

161

S9.47-R SS_ | T-
higG1

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGWIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESRCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSSSPLDPSTTR
SSVLTLIPTPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVHL
NVSYPPOQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPEG
QSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQPS
NPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYLN
VSEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVF
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

162

S9.48-R DS I T-
higG1

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGWIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESRCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSDSPLDPSTTR




151

SSVLTLIPTPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVHL
NVSYPPOQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPEG
QSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQPS
NPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYLN
VSEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVF
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

163

S9.49-G VT QT
- higG1

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGWIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESGCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSVIPLDPSTTR
SSVLTLOPTPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVH
LNVSYPPQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPE
GQSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQP
SNPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYL
NVSEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKP
KDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLP
PSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNV
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

164

S9.50-N_TT | Q-
higG1

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGWIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESNCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSTTPLDPSTTR




152

SSVLTLIPQPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVHL
NVSYPPOQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPEG
QSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQPS
NPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYLN
VSEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVF
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

165

S9.51-G VK_I_E-
higG1

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGWIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESGCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSVKPLDPSTTR
SSVLTLIPEPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVHL
NVSYPPOQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPEG
QSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQPS
NPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYLN
VSEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVF
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

166

S952-R SS Q T
- higG1

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGWIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESRCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSSSPLDPSTTR




153

SSVLTLOPTPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVH
LNVSYPPQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPE
GQSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQP
SNPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYL
NVSEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKP
KDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLP
PSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNV
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

167

S9.53-G SK Q E
- higG1

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGWIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESGCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSSKPLDPSTTR
SSVLTLOPEPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVH
LNVSYPPQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPE
GQSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQP
SNPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYL
NVSEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKP
KDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLP
PSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNV
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

168

S9.36 - W38R -
higG1 NSLF

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGRIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESGCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSVSPLDPSTTR
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SSVLTLIPQPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVHL
NVSYPPOQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPEG
QSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQPS
NPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYLN
VSEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSSKAFPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVF
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

169

S9.37 - W38Q -
hlgG1 NSLF

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGQIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESGCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSVSPLDPSTTR
SSVLTLIPQPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVHL
NVSYPPOQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPEG
QSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQPS
NPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYLN
VSEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSSKAFPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVF
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

170

S9.38 - W38K -
higG1 NSLF

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGKIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESGCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSVSPLDPSTTR
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SSVLTLIPQPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVHL
NVSYPPOQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPEG
QSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQPS
NPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYLN
VSEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSSKAFPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVF
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

171

S9.32 (SS) - W38T -
higG1

MGWSCIILFLVATATGVHSSKLLTMQSSVTVQEGLC
VHVPCSFSYPSHGTIYPGPVVHGYWFREGANTDQ
DAPVATNNPARAVWEETRDRFHLLGDPHTKNCTLS
IRDARRSDAGRYFFRMEKGSIKWNYKHHRLSVNVT
ALTHRPNILIPGTLESGCPQNLTCSVPWACEQGTPP
MISWIGTSVSPLDPSTTRSSVLTLIPQPQDHGTSLT
CQVTFPGASVTTNKTVHLNVSYPPQNLTMTVFQGD
GTVSTVLGNGSSLSLPEGQSLRLVCAVDAVDSNPP
ARLSLSWRGLTLCPSQPSNPGVLELPWVHLRDAAE
FTCRAQNPLGSQQVYLNVSEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK

172

S9.33 (SS) - W38E
- higG1

MGWSCIILFLVATATGVHSSKLLTMQSSVTVQEGLC
VHVPCSFSYPSHGEIYPGPVVHGYWFREGANTDQ

DAPVATNNPARAVWEETRDRFHLLGDPHTKNCTLS
IRDARRSDAGRYFFRMEKGSIKWNYKHHRLSVNVT
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ALTHRPNILIPGTLESGCPQNLTCSVPWACEQGTPP
MISWIGTSVSPLDPSTTRSSVLTLIPQPQDHGTSLT
CQVTFPGASVTTNKTVHLNVSYPPOQNLTMTVFQGD
GTVSTVLGNGSSLSLPEGQSLRLVCAVDAVDSNPP
ARLSLSWRGLTLCPSQPSNPGVLELPWVHLRDAAE
FTCRAQNPLGSQQVYLNVSEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK

173

S9.34 (SS) - W38S
- higG1

MGWSCIILFLVATATGVHSSKLLTMQSSVTVQEGLC
VHVPCSFSYPSHGSIYPGPVVHGYWFREGANTDQ
DAPVATNNPARAVWEETRDRFHLLGDPHTKNCTLS
IRDARRSDAGRYFFRMEKGSIKWNYKHHRLSVNVT
ALTHRPNILIPGTLESGCPQNLTCSVPWACEQGTPP
MISWIGTSVSPLDPSTTRSSVLTLIPQPQDHGTSLT
CQVTFPGASVTTNKTVHLNVSYPPONLTMTVFQGD
GTVSTVLGNGSSLSLPEGQSLRLVCAVDAVDSNPP
ARLSLSWRGLTLCPSQPSNPGVLELPWVHLRDAAE
FTCRAQNPLGSQQVYLNVSEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK

174

S9.35 (SS) - W38A
- higG1

MGWSCIILFLVATATGVHSSKLLTMQSSVTVQEGLC
VHVPCSFSYPSHGAIYPGPVVHGYWFREGANTDQ




157

DAPVATNNPARAVWEETRDRFHLLGDPHTKNCTLS
IRDARRSDAGRYFFRMEKGSIKWNYKHHRLSVNVT
ALTHRPNILIPGTLESGCPQNLTCSVPWACEQGTPP
MISWIGTSVSPLDPSTTRSSVLTLIPQPQDHGTSLT
CQVTFPGASVTTNKTVHLNVSYPPONLTMTVFQGD
GTVSTVLGNGSSLSLPEGQSLRLVCAVDAVDSNPP
ARLSLSWRGLTLCPSQPSNPGVLELPWVHLRDAAE
FTCRAQNPLGSQQVYLNVSEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK

175

S9.36 (SS) - W38R
- higG1

MGWSCIILFLVATATGVHSSKLLTMQSSVTVQEGLC
VHVPCSFSYPSHGRIYPGPVVHGYWFREGANTDQ
DAPVATNNPARAVWEETRDRFHLLGDPHTKNCTLS
IRDARRSDAGRYFFRMEKGSIKWNYKHHRLSVNVT
ALTHRPNILIPGTLESGCPQNLTCSVPWACEQGTPP
MISWIGTSVSPLDPSTTRSSVLTLIPQPQDHGTSLT
CQVTFPGASVTTNKTVHLNVSYPPQNLTMTVFQGD
GTVSTVLGNGSSLSLPEGQSLRLVCAVDAVDSNPP
ARLSLSWRGLTLCPSQPSNPGVLELPWVHLRDAAE
FTCRAQNPLGSQQVYLNVSEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK
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176

S9.37 (SS) - W38Q
- higG1

MGWSCIILFLVATATGVHSSKLLTMQSSVTVQEGLC
VHVPCSFSYPSHGQIYPGPVVHGYWFREGANTDQ
DAPVATNNPARAVWEETRDRFHLLGDPHTKNCTLS
IRDARRSDAGRYFFRMEKGSIKWNYKHHRLSVNVT
ALTHRPNILIPGTLESGCPQNLTCSVPWACEQGTPP
MISWIGTSVSPLDPSTTRSSVLTLIPQPQDHGTSLT
CQVTFPGASVTTNKTVHLNVSYPPOQNLTMTVFQGD
GTVSTVLGNGSSLSLPEGQSLRLVCAVDAVDSNPP
ARLSLSWRGLTLCPSQPSNPGVLELPWVHLRDAAE
FTCRAQNPLGSQQVYLNVSEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK

177

S9.38 (SS) - W38K
- higG1

MGWSCIILFLVATATGVHSSKLLTMQSSVTVQEGLC
VHVPCSFSYPSHGKIYPGPVVHGYWFREGANTDQ
DAPVATNNPARAVWEETRDRFHLLGDPHTKNCTLS
IRDARRSDAGRYFFRMEKGSIKWNYKHHRLSVNVT
ALTHRPNILIPGTLESGCPQNLTCSVPWACEQGTPP
MISWIGTSVSPLDPSTTRSSVLTLIPQPQDHGTSLT
CQVTFPGASVTTNKTVHLNVSYPPONLTMTVFQGD
GTVSTVLGNGSSLSLPEGQSLRLVCAVDAVDSNPP
ARLSLSWRGLTLCPSQPSNPGVLELPWVHLRDAAE
FTCRAQNPLGSQQVYLNVSEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
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SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK

178

S9.39 (SS) -
W38S_Y40T -
higG1

MGWSCIILFLVATATGVHSSKLLTMQSSVTVQEGLC
VHVPCSFSYPSHGSITPGPVVHGYWFREGANTDQ
DAPVATNNPARAVWEETRDRFHLLGDPHTKNCTLS
IRDARRSDAGRYFFRMEKGSIKWNYKHHRLSVNVT
ALTHRPNILIPGTLESGCPQNLTCSVPWACEQGTPP
MISWIGTSVSPLDPSTTRSSVLTLIPQPQDHGTSLT
CQVTFPGASVTTNKTVHLNVSYPPONLTMTVFQGD
GTVSTVLGNGSSLSLPEGQSLRLVCAVDAVDSNPP
ARLSLSWRGLTLCPSQPSNPGVLELPWVHLRDAAE
FTCRAQNPLGSQQVYLNVSEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK

179

S9.41 (SS) -
L_ER_R - higG1

MGWSCIILFLVATATGVHSSKLLTMQSSVTVQEGLC
VHVPCSFSYPSHGERYPGPVVHGYWFREGANTDQ
DAPVATNNPARAVWEETRDRFHLLGDPHTKNCTLS
IRDARRSDAGRYFFRMEKGSIKRNYKHHRLSVNVT
ALTHRPNILIPGTLESGCPQNLTCSVPWACEQGTPP
MISWIGTSVSPLDPSTTRSSVLTLIPQPQDHGTSLT
CQVTFPGASVTTNKTVHLNVSYPPQNLTMTVFQGD
GTVSTVLGNGSSLSLPEGQSLRLVCAVDAVDSNPP
ARLSLSWRGLTLCPSQPSNPGVLELPWVHLRDAAE
FTCRAQNPLGSQQVYLNVSEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
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KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK

180

S9.42 (SS) -
D_SI_R - higG1

MGWSCIILFLVATATGVHSSKDLTMQSSVTVQEGL
CVHVPCSFSYPSHGSIYPGPVVHGYWFREGANTD
QDAPVATNNPARAVWEETRDRFHLLGDPHTKNCT
LSIRDARRSDAGRYFFRMEKGSIKRNYKHHRLSVN
VTALTHRPNILIPGTLESGCPQNLTCSVPWACEQGT
PPMISWIGTSVSPLDPSTTRSSVLTLIPQPQDHGTS
LTCQVTFPGASVTTNKTVHLNVSYPPQNLTMTVFQ
GDGTVSTVLGNGSSLSLPEGQSLRLVCAVDAVDSN
PPARLSLSWRGLTLCPSQPSNPGVLELPWVHLRDA
AEFTCRAQNPLGSQQVYLNVSEPKSCDKTHTCPPC
PAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNST
YRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK
TISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFF
LYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQK
SLSLSPGK

181

S9.43 (SS) -
L KI_R - higG1

MGWSCIILFLVATATGVHSSKLLTMQSSVTVQEGLC
VHVPCSFSYPSHGKIYPGPVVHGYWFREGANTDQ
DAPVATNNPARAVWEETRDRFHLLGDPHTKNCTLS
IRDARRSDAGRYFFRMEKGSIKRNYKHHRLSVNVT
ALTHRPNILIPGTLESGCPQNLTCSVPWACEQGTPP
MISWIGTSVSPLDPSTTRSSVLTLIPQPQDHGTSLT
CQVTFPGASVTTNKTVHLNVSYPPOQNLTMTVFQGD
GTVSTVLGNGSSLSLPEGQSLRLVCAVDAVDSNPP
ARLSLSWRGLTLCPSQPSNPGVLELPWVHLRDAAE
FTCRAQNPLGSQQVYLNVSEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
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HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK

182

S9.44 (SS) -
T _EL_E - higG1

MGWSCIILFLVATATGVHSSKTLTMQSSVTVQEGLC
VHVPCSFSYPSHGEIYPGPVVHGYWFREGANTDQ
DAPVATNNPARAVWEETRDRFHLLGDPHTKNCTLS
IRDARRSDAGRYFFRMEKGSIKENYKHHRLSVNVT
ALTHRPNILIPGTLESGCPQNLTCSVPWACEQGTPP
MISWIGTSVSPLDPSTTRSSVLTLIPQPQDHGTSLT
CQVTFPGASVTTNKTVHLNVSYPPONLTMTVFQGD
GTVSTVLGNGSSLSLPEGQSLRLVCAVDAVDSNPP
ARLSLSWRGLTLCPSQPSNPGVLELPWVHLRDAAE
FTCRAQNPLGSQQVYLNVSEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK

183

S9.45 (SS) -
S QIR - higG1

MGWSCIILFLVATATGVHSSKSLTMQSSVTVQEGLC
VHVPCSFSYPSHGQIYPGPVVHGYWFREGANTDQ
DAPVATNNPARAVWEETRDRFHLLGDPHTKNCTLS
IRDARRSDAGRYFFRMEKGSIKRNYKHHRLSVNVT
ALTHRPNILIPGTLESGCPQNLTCSVPWACEQGTPP
MISWIGTSVSPLDPSTTRSSVLTLIPQPQDHGTSLT
CQVTFPGASVTTNKTVHLNVSYPPQNLTMTVFQGD
GTVSTVLGNGSSLSLPEGQSLRLVCAVDAVDSNPP
ARLSLSWRGLTLCPSQPSNPGVLELPWVHLRDAAE
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FTCRAQNPLGSQQVYLNVSEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK

184

S9.47 (SS) -
R_SS_ | T- higG1l

MGWSCIILFLVATATGVHSSKLLTMQSSVTVQEGLC
VHVPCSFSYPSHGWIYPGPVVHGYWFREGANTDQ
DAPVATNNPARAVWEETRDRFHLLGDPHTKNCTLS
IRDARRSDAGRYFFRMEKGSIKWNYKHHRLSVNVT
ALTHRPNILIPGTLESRCPQNLTCSVPWACEQGTPP
MISWIGTSSSPLDPSTTRSSVLTLIPTPQDHGTSLTC
QVTFPGASVTTNKTVHLNVSYPPQNLTMTVFQGDG
TVSTVLGNGSSLSLPEGQSLRLVCAVDAVDSNPPA
RLSLSWRGLTLCPSQPSNPGVLELPWVHLRDAAEF
TCRAQNPLGSQQVYLNVSEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK

185

S9.48 (SS) -
R DS | T-hlgG1l

MGWSCIILFLVATATGVHSSKLLTMQSSVTVQEGLC
VHVPCSFSYPSHGWIYPGPVVHGYWFREGANTDQ
DAPVATNNPARAVWEETRDRFHLLGDPHTKNCTLS
IRDARRSDAGRYFFRMEKGSIKWNYKHHRLSVNVT
ALTHRPNILIPGTLESRCPQNLTCSVPWACEQGTPP
MISWIGTSDSPLDPSTTRSSVLTLIPTPQDHGTSLTC
QVTFPGASVTTNKTVHLNVSYPPOQNLTMTVFQGDG




163

TVSTVLGNGSSLSLPEGQSLRLVCAVDAVDSNPPA
RLSLSWRGLTLCPSQPSNPGVLELPWVHLRDAAEF
TCRAQNPLGSQQVYLNVSEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK

186

S9.49 (SS) -
G_VT_Q_T - higG1l

MGWSCIILFLVATATGVHSSKLLTMQSSVTVQEGLC
VHVPCSFSYPSHGWIYPGPVVHGYWFREGANTDQ
DAPVATNNPARAVWEETRDRFHLLGDPHTKNCTLS
IRDARRSDAGRYFFRMEKGSIKWNYKHHRLSVNVT
ALTHRPNILIPGTLESGCPQNLTCSVPWACEQGTPP
MISWIGTSVTPLDPSTTRSSVLTLQPTPQDHGTSLT
CQVTFPGASVTTNKTVHLNVSYPPONLTMTVFQGD
GTVSTVLGNGSSLSLPEGQSLRLVCAVDAVDSNPP
ARLSLSWRGLTLCPSQPSNPGVLELPWVHLRDAAE
FTCRAQNPLGSQQVYLNVSEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK

187

S9.50 (SS) -
N_TT | Q- higG1l

MGWSCIILFLVATATGVHSSKLLTMQSSVTVQEGLC
VHVPCSFSYPSHGWIYPGPVVHGYWFREGANTDQ
DAPVATNNPARAVWEETRDRFHLLGDPHTKNCTLS
IRDARRSDAGRYFFRMEKGSIKWNYKHHRLSVNVT
ALTHRPNILIPGTLESNCPQNLTCSVPWACEQGTPP
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MISWIGTSTTPLDPSTTRSSVLTLIPQPQDHGTSLTC
QVTFPGASVTTNKTVHLNVSYPPQNLTMTVFQGDG
TVSTVLGNGSSLSLPEGQSLRLVCAVDAVDSNPPA
RLSLSWRGLTLCPSQPSNPGVLELPWVHLRDAAEF
TCRAQNPLGSQQVYLNVSEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK

188

S9.51 (SS) -
G_VK_|_E - higG1

MGWSCIILFLVATATGVHSSKLLTMQSSVTVQEGLC
VHVPCSFSYPSHGWIYPGPVVHGYWFREGANTDQ
DAPVATNNPARAVWEETRDRFHLLGDPHTKNCTLS
IRDARRSDAGRYFFRMEKGSIKWNYKHHRLSVNVT
ALTHRPNILIPGTLESGCPQNLTCSVPWACEQGTPP
MISWIGTSVKPLDPSTTRSSVLTLIPEPQDHGTSLTC
QVTFPGASVTTNKTVHLNVSYPPQNLTMTVFQGDG
TVSTVLGNGSSLSLPEGQSLRLVCAVDAVDSNPPA
RLSLSWRGLTLCPSQPSNPGVLELPWVHLRDAAEF
TCRAQNPLGSQQVYLNVSEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK

189

S9.52 (SS) -
R_SS Q T-higG1l

MGWSCIILFLVATATGVHSSKLLTMQSSVTVQEGLC
VHVPCSFSYPSHGWIYPGPVVHGYWFREGANTDQ
DAPVATNNPARAVWEETRDRFHLLGDPHTKNCTLS
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IRDARRSDAGRYFFRMEKGSIKWNYKHHRLSVNVT
ALTHRPNILIPGTLESRCPQNLTCSVPWACEQGTPP
MISWIGTSSSPLDPSTTRSSVLTLQPTPQDHGTSLT
CQVTFPGASVTTNKTVHLNVSYPPOQNLTMTVFQGD
GTVSTVLGNGSSLSLPEGQSLRLVCAVDAVDSNPP
ARLSLSWRGLTLCPSQPSNPGVLELPWVHLRDAAE
FTCRAQNPLGSQQVYLNVSEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK

190

S9.53 (SS) -
G_SK_Q_E - higG1

MGWSCIILFLVATATGVHSSKLLTMQSSVTVQEGLC
VHVPCSFSYPSHGWIYPGPVVHGYWFREGANTDQ
DAPVATNNPARAVWEETRDRFHLLGDPHTKNCTLS
IRDARRSDAGRYFFRMEKGSIKWNYKHHRLSVNVT
ALTHRPNILIPGTLESGCPQNLTCSVPWACEQGTPP
MISWIGTSSKPLDPSTTRSSVLTLQPEPQDHGTSLT
CQVTFPGASVTTNKTVHLNVSYPPONLTMTVFQGD
GTVSTVLGNGSSLSLPEGQSLRLVCAVDAVDSNPP
ARLSLSWRGLTLCPSQPSNPGVLELPWVHLRDAAE
FTCRAQNPLGSQQVYLNVSEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK

191

S9.36 (SS) - W38R

MGWSCIILFLVATATGVHSSKLLTMQSSVTVQEGLC
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- hlgG1 NSLF

VHVPCSFSYPSHGRIYPGPVVHGYWFREGANTDQ
DAPVATNNPARAVWEETRDRFHLLGDPHTKNCTLS
IRDARRSDAGRYFFRMEKGSIKWNYKHHRLSVNVT
ALTHRPNILIPGTLESGCPQNLTCSVPWACEQGTPP
MISWIGTSVSPLDPSTTRSSVLTLIPQPQDHGTSLT
CQVTFPGASVTTNKTVHLNVSYPPOQNLTMTVFQGD
GTVSTVLGNGSSLSLPEGQSLRLVCAVDAVDSNPP
ARLSLSWRGLTLCPSQPSNPGVLELPWVHLRDAAE
FTCRAQNPLGSQQVYLNVSEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSSKAFPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK

192

S9.37 (SS) - W38Q
- higG1 NSLF

MGWSCIILFLVATATGVHSSKLLTMQSSVTVQEGLC
VHVPCSFSYPSHGQIYPGPVVHGYWFREGANTDQ
DAPVATNNPARAVWEETRDRFHLLGDPHTKNCTLS
IRDARRSDAGRYFFRMEKGSIKWNYKHHRLSVNVT
ALTHRPNILIPGTLESGCPQNLTCSVPWACEQGTPP
MISWIGTSVSPLDPSTTRSSVLTLIPQPQDHGTSLT
CQVTFPGASVTTNKTVHLNVSYPPQNLTMTVFQGD
GTVSTVLGNGSSLSLPEGQSLRLVCAVDAVDSNPP
ARLSLSWRGLTLCPSQPSNPGVLELPWVHLRDAAE
FTCRAQNPLGSQQVYLNVSEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSSKAFPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
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SLSPGK

193

S9.38 (SS) - W38K
- higG1 NSLF

MGWSCIILFLVATATGVHSSKLLTMQSSVTVQEGLC
VHVPCSFSYPSHGKIYPGPVVHGYWFREGANTDQ
DAPVATNNPARAVWEETRDRFHLLGDPHTKNCTLS
IRDARRSDAGRYFFRMEKGSIKWNYKHHRLSVNVT
ALTHRPNILIPGTLESGCPQNLTCSVPWACEQGTPP
MISWIGTSVSPLDPSTTRSSVLTLIPQPQDHGTSLT
CQVTFPGASVTTNKTVHLNVSYPPONLTMTVFQGD
GTVSTVLGNGSSLSLPEGQSLRLVCAVDAVDSNPP
ARLSLSWRGLTLCPSQPSNPGVLELPWVHLRDAAE
FTCRAQNPLGSQQVYLNVSEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSSKAFPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK

194

S9.32 (EC) - W38T

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGTIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESGCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSVSPLDPSTTR
SSVLTLIPQPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVHL
NVSYPPQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPEG
QSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQPS
NPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYLN
VS

195

S9.33 (EC) - W38E

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGEIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
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GSIKWNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESGCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSVSPLDPSTTR
SSVLTLIPQPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVHL
NVSYPPQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPEG
QSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQPS
NPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYLN
VS

196

S9.34 (EC) - W38S

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGSIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESGCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSVSPLDPSTTR
SSVLTLIPQPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVHL
NVSYPPOQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPEG
QSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQPS
NPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYLN
VS

197

S9.35 (EC) - W38A

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGAIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESGCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSVSPLDPSTTR
SSVLTLIPQPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVHL
NVSYPPQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPEG
QSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQPS
NPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYLN
VS

198

S9.36 (EC) - W38R

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGRIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESGCP
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QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSVSPLDPSTTR
SSVLTLIPQPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVHL
NVSYPPOQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPEG
QSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQPS
NPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYLN
VS

199

S9.37 (EC) - W38Q

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGQIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESGCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSVSPLDPSTTR
SSVLTLIPQPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVHL
NVSYPPQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPEG
QSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQPS
NPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYLN
VS

200

S9.38 (EC) - W38K

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGKIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESGCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSVSPLDPSTTR
SSVLTLIPQPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVHL
NVSYPPOQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPEG
QSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQPS
NPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYLN
VS

201

S9.39 (EC) -
W38S_Y40T

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGSITPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESGCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSVSPLDPSTTR
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SSVLTLIPQPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVHL
NVSYPPOQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPEG
QSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQPS
NPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYLN
VS

202

S9.41 (EC) -
L ER_R

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGERYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKRNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESGCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSVSPLDPSTTR
SSVLTLIPQPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVHL
NVSYPPQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPEG
QSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQPS
NPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYLN
VS

203

S9.42 (EC) -
D_SIR

SKDLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGSIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKRNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESGCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSVSPLDPSTTR
SSVLTLIPQPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVHL
NVSYPPOQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPEG
QSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQPS
NPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYLN
VS

204

S9.43 (EC) -
L KIR

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGKIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKRNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESGCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSVSPLDPSTTR
SSVLTLIPQPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVHL
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NVSYPPQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPEG
QSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQPS
NPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYLN
VS

205

S9.44 (EC) -
T ELE

SKTLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGEIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKENYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESGCPQ
NLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSVSPLDPSTTRS
SVLTLIPQPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVHLN
VSYPPOQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPEGQ
SLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQPSN
PGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYLNV
S

206

S9.45 (EC) -
S QLR

SKSLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGQIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKRNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESGCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSVSPLDPSTTR
SSVLTLIPQPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVHL
NVSYPPQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPEG
QSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQPS
NPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYLN
VS

207

S9.47 (EC) -
RSSIT

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGWIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESRCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSSSPLDPSTTR
SSVLTLIPTPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVHL
NVSYPPQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPEG
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QSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQPS
NPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYLN
VS

208

S9.48 (EC) -
R DS I T

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGWIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESRCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSDSPLDPSTTR
SSVLTLIPTPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVHL
NVSYPPOQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPEG
QSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQPS
NPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYLN
VS

209

S9.49 (EC) -
G VT QT

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGWIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESGCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSVTPLDPSTTR
SSVLTLQPTPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVH
LNVSYPPOQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPE
GQSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQP
SNPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYL
NVS

210

S9.50 (EC) -
NTT | Q

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGWIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESNCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSTTPLDPSTTR
SSVLTLIPQPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVHL
NVSYPPOQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPEG
QSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQPS
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NPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYLN
VS

211

S9.51 (EC) -
G_VK_|E

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGWIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESGCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSVKPLDPSTTR
SSVLTLIPEPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVHL
NVSYPPQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPEG
QSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQPS
NPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYLN
VS

212

S9.52 (EC) -
RSS QT

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGWIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESRCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSSSPLDPSTTR
SSVLTLQPTPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVH
LNVSYPPQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPE
GQSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQP
SNPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYL
NVS

213

S9.53 (EC) -
G SK Q E

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGWIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVTALTHRPNILIPGTLESGCP
QNLTCSVPWACEQGTPPMISWIGTSSKPLDPSTTR
SSVLTLQPEPQDHGTSLTCQVTFPGASVTTNKTVH
LNVSYPPQNLTMTVFQGDGTVSTVLGNGSSLSLPE
GQSLRLVCAVDAVDSNPPARLSLSWRGLTLCPSQP
SNPGVLELPWVHLRDAAEFTCRAQNPLGSQQVYL
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NVS

214

S9.32 (IgV) - W38T

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGTIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVT

215

S9.33 (IgV) - W38E

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGEIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVT

216

S9.34 (IgV) - W38S

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGSIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVT

217

S9.35 (IgV) - W38A

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGAIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVT

218

S9.36 (IgV) - W38R

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGRIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVT

219

S9.37 (IgV) - W38Q

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGQIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVT

220

S9.38 (IgV) - W38K

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGKIYPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVT

221

S9.39 (IgV) -
W38S_Y40T

SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGSITPG
PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
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DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK
GSIKWNYKHHRLSVNVT

222 | S9.41 (IgV) - SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGERYPG
L ER R PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK

GSIKRNYKHHRLSVNVT
223 | S9.42 (IgV) - SKDLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGSIYPG
D _SIR PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK

GSIKRNYKHHRLSVNVT
224 | S9.43 (IgV) - SKLLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGKIYPG
L KR PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK

GSIKRNYKHHRLSVNVT
225 | S9.44 (IgV) - SKTLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGEIYPG
T ELE PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK

GSIKENYKHHRLSVNVT
226 | S9.45 (IgV) - SKSLTMQSSVTVQEGLCVHVPCSFSYPSHGQIYPG
S QLR PVVHGYWFREGANTDQDAPVATNNPARAVWEETR
DRFHLLGDPHTKNCTLSIRDARRSDAGRYFFRMEK

GSIKRNYKHHRLSVNVT
227 | S9.1-hlgGLINSLF |S KLLTMQSSVT VQEGLCVHVP CSFSYPSHGW

(sin SS)

IYPGPVVHGY  WFREGANTDQ DAPVATNNPA
RAVWEETRDR FHLLGDPHTK NCTLSIRDAR
RSDAGRYFFR  MEKGSIKWNY  KHHRLSVNVT
ALTHRPNILI PGTLESGCPQ NLTCSVPWAC
EQGTPPMISW IGTSVSPLDP STTRSSVLTL
IPQPQDHGTS LTCQVTFPGA SVTTNKTVHL
NVSYPPOQNLT  MTVFQGDGTV  STVLGNGSSL
SLPEGQSLRL  VCAVDAVDSN PPARLSLSWR
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GLTLCPSQPS NPGVLELPWV HLRDAAEFTC
RAQNPLGSQQ  VYLNVSEPKS CDKTHTCPPC
PAPELLGGPS VFLFPPKPKD TLMISRTPEV
TCVVVDVSHE  DPEVKFENWYV  DGVEVHNAKT
KPREEQYNST  YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY
KCKVSSKAFP APIEKTISKA KGQPREPQVY
TLPPSRDELT KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV
EWESNGQPEN  NYKTTPPVLD  SDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH  EALHNHYTQK
SLSLSPGK

228

S9.1-higG1
YTE

NSLF

MGWSCIILFLVATATGVHSSKLLTMQSSVTVQEGLC
VHVPCSFSYPSHGWIYPGPVVHGYWFREGANTDQ
DAPVATNNPARAVWEETRDRFHLLGDPHTKNCTLS
IRDARRSDAGRYFFRMEKGSIKWNYKHHRLSVNVT
ALTHRPNILIPGTLESGCPQNLTCSVPWACEQGTPP
MISWIGTSVSPLDPSTTRSSVLTLIPQPQDHGTSLT
CQVTFPGASVTTNKTVHLNVSYPPONLTMTVFQGD
GTVSTVLGNGSSLSLPEGQSLRLVCAVDAVDSNPP
ARLSLSWRGLTLCPSQPSNPGVLELPWVHLRDAAE
FTCRAQNPLGSQQVYLNVSEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLYITREPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSSKAFPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK

229

S9.1-higG1
LS

NSLF

MGWSCIILFLVATATGVHSSKLLTMQSSVTVQEGLC
VHVPCSFSYPSHGWIYPGPVVHGYWFREGANTDQ
DAPVATNNPARAVWEETRDRFHLLGDPHTKNCTLS
IRDARRSDAGRYFFRMEKGSIKWNYKHHRLSVNVT
ALTHRPNILIPGTLESGCPQNLTCSVPWACEQGTPP
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MISWIGTSVSPLDPSTTRSSVLTLIPQPQDHGTSLT
CQVTFPGASVTTNKTVHLNVSYPPOQNLTMTVFQGD
GTVSTVLGNGSSLSLPEGQSLRLVCAVDAVDSNPP
ARLSLSWRGLTLCPSQPSNPGVLELPWVHLRDAAE
FTCRAQNPLGSQQVYLNVSEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSSKAFPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVLHEALHSHYTQKSLS
LSPGK

230

S9.1-hlgG1 NSLF
LV5-112

MGWSCIILFLVATATGVHSSKLLTMQSSVTVQEGLC
VHVPCSFSYPSHGWIYPGPVVHGYWFREGANTDQ
DAPVATNNPARAVWEETRDRFHLLGDPHTKNCTLS
IRDARRSDAGRYFFRMEKGSIKWNYKHHRLSVNVT
ALTHRPNILIPGTLESGCPQNLTCSVPWACEQGTPP
MISWIGTSVSPLDPSTTRSSVLTLIPQPQDHGTSLT
CQVTFPGASVTTNKTVHLNVSYPPQNLTMTVFQGD
GTVSTVLGNGSSLSLPEGQSLRLVCAVDAVDSNPP
ARLSLSWRGLTLCPSQPSNPGVLELPWVHLRDAAE
FTCRAQNPLGSQQVYLNVSEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSSKAFPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGGCALYPTNCGGGQPENNYKTT
PPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPGK

231

S9.1-higG1 YTE

MGWSCIILFLVATATGVHSSKLLTMQSSVTVQEGLC
VHVPCSFSYPSHGWIYPGPVVHGYWFREGANTDQ
DAPVATNNPARAVWEETRDRFHLLGDPHTKNCTLS
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IRDARRSDAGRYFFRMEKGSIKWNYKHHRLSVNVT
ALTHRPNILIPGTLESGCPQNLTCSVPWACEQGTPP
MISWIGTSVSPLDPSTTRSSVLTLIPQPQDHGTSLT
CQVTFPGASVTTNKTVHLNVSYPPONLTMTVFQGD
GTVSTVLGNGSSLSLPEGQSLRLVCAVDAVDSNPP
ARLSLSWRGLTLCPSQPSNPGVLELPWVHLRDAAE
FTCRAQNPLGSQQVYLNVSEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLYITREPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK

232

S9.1-higG1 LS

MGWSCIILFLVATATGVHSSKLLTMQSSVTVQEGLC
VHVPCSFSYPSHGWIYPGPVVHGYWFREGANTDQ
DAPVATNNPARAVWEETRDRFHLLGDPHTKNCTLS
IRDARRSDAGRYFFRMEKGSIKWNYKHHRLSVNVT
ALTHRPNILIPGTLESGCPQNLTCSVPWACEQGTPP
MISWIGTSVSPLDPSTTRSSVLTLIPQPQDHGTSLT
CQVTFPGASVTTNKTVHLNVSYPPONLTMTVFQGD
GTVSTVLGNGSSLSLPEGQSLRLVCAVDAVDSNPP
ARLSLSWRGLTLCPSQPSNPGVLELPWVHLRDAAE
FTCRAQNPLGSQQVYLNVSEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVLHEALHSHYTQKSLS
LSPGK

233

S9.1-hlgG1 LV5-

MGWSCIILFLVATATGVHSSKLLTMQSSVTVQEGLC
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112

VHVPCSFSYPSHGWIYPGPVVHGYWFREGANTDQ
DAPVATNNPARAVWEETRDRFHLLGDPHTKNCTLS
IRDARRSDAGRYFFRMEKGSIKWNYKHHRLSVNVT
ALTHRPNILIPGTLESGCPQNLTCSVPWACEQGTPP
MISWIGTSVSPLDPSTTRSSVLTLIPQPQDHGTSLT
CQVTFPGASVTTNKTVHLNVSYPPOQNLTMTVFQGD
GTVSTVLGNGSSLSLPEGQSLRLVCAVDAVDSNPP
ARLSLSWRGLTLCPSQPSNPGVLELPWVHLRDAAE
FTCRAQNPLGSQQVYLNVSEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGGCALYPTNCGGGQPENNYKTT
PPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPGK

234

hlgG1 NSLF YTE

EPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTL
YITREPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC
KVSSKAFPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDE
LTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

235

hlgG1 NSLF LS

EPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC
KVSSKAFPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDE
LTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSV
LHEALHSHYTQKSLSLSPGK

236

LV5-112 de NSLF

EPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTL
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de higG1

MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC
KVSSKAFPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDE
LTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGGCALYPT
NCGGGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKS
RWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

237

YTE higG1

EPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTL
YITREPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC
KVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDE
LTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

238

LS higG1

EPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC
KVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDE
LTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSV
LHEALHSHYTQKSLSLSPGK

239

higG1 LV5-112

EPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC
KVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDE
LTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGGCALYPT
NCGGGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKS
RWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK




