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DESCRIPCION

Anticuerpo que se dirige a la proteina Siglec-15 relacionada con osteoclastos

[Campo técnico]

La presente invencion se refiere a una sustancia Util como agente terapéutico y/o preventivo para el metabolismo
6seo anormal, a un procedimiento de exploracion de una sustancia Util como agente terapéutico y/o preventivo para
el metabolismo 6seo anormal, a un procedimiento para detectar el metabolismo 6seo anormal y a un procedimiento
para el tratamiento y/o prevencion del metabolismo 6seo anormal.

[Técnica antecedente]

Se sabe que el hueso es un 6rgano dinamico que continuamente se regenera mediante la formacion y resorcion
para cambiar su propia morfologia y mantener los niveles de calcio en sangre. El hueso sano mantiene un equilibrio
entre la formacion de huesos por los osteoblastos y la resorcién ésea por los osteoclastos, y la masa dsea se
mantiene constante. Por el contrario, cuando se pierde el equilibrio entre la formacioén y resorcion de hueso, sucede
el metabolismo 6seo anormal, tal como la osteoporosis (Endocrinological Review, (1992) 13, pags. 66-80; Principles
of Bone Biology, Academic Press, Nueva York, (1996) pags. 87-102).

Como factores que regulan el metabolismo 6seo, se han comunicado muchas hormonas sistémicas y citocinas
locales, y estos factores colaboran entre si para formar y mantener el hueso (Endocrinological Review, (1992) 13,
pags. 66-80; Endocrinological Review, (1996) 17, pags. 308-332). Como cambio en el hueso debido al
envejecimiento, se conoce ampliamente la aparicion de la osteoporosis, pero el mecanismo de su aparicion abarca
varios factores, tales como una disminucion en la secrecion de hormonas sexuales y una anomalia en los receptores
para las hormonas, la variacion en la expresion de citocinas localmente en el hueso, la expresion de genes del
envejecimiento, y el fallo o disfuncién en la diferenciacion de osteoclastos u osteoblastos, y por lo tanto, es dificil
considerarlo como un simple fendémeno fisiolégico relacionado con la edad. La osteoporosis primaria se divide
generalmente en osteoporosis postmenopausica debida a una disminucion en la secrecion de estrogenos y
osteoporosis senil, debida al envejecimiento, pero el avance en la investigacion basica acerca de los mecanismos de
regulacion de la formacion dsea y la resorcion 6sea es esencial para dilucidar el mecanismo de aparicién y para
desarrollar un agente terapéutico para esta.

Los osteoclastos son células multinucleadas derivadas de células madre hematopoyéticas, y mediante la liberacion
de iones de cloro e iones de hidrégeno en una superficie 6sea a la que se adhieren los osteoclastos, los osteoclastos
acidifican un hueco entre la superficie 6sea y los osteoclastos, y también secretan catepsina K que es una proteasa
acida o similares (American Journal of Physiology, (1991) 260, C1315-C1324). Esto causa la degradacion del fosfato
de calcio, la activacion de proteasas acidas y la degradacion de las proteinas de la matriz 6sea, dando como
resultado la resorcion ésea.

Se ha descubierto que las células precursoras de osteoclastos en osteoclastos mediante estimulacion con RANKL
(receptor activador de ligando de NF-kB) expresado sobre la membrana celular de osteoblastos/células estromales
presentes sobre la superficie del hueso (Proceedings of the National Academy of Science of the United States of
America, (1998) 95, pags. 3597-3602; Cell, (1998) 93, pags. 165-176). Se ha desvelado que RANKL es una proteina
de membrana producida por osteoblastos/células estromales, estando su expresion regulada por un factor de
resorcion 6sea, RANKL induce la diferenciaciéon de células precursoras de osteoclastos en osteoclastos
multinucleados, y similares (Proceedings of the National Academy of Science of the United States of America, (1998)
95, pags. 3597-3602; Journal of Bone and Mineral Research, (1998) 23, S222). Ademas, se ha descubierto que los
ratones knockout desprovistos de RANKL desarrollan una enfermedad similar a la osteopetrosis, y por lo tanto, se ha
demostrado que RANKL es un factor inductor de la diferenciacion fisioldgica de osteoclastos (Nature, (1999) 397,
pags. 315-323).

El documento EP 1715038 describe el gen DC-STAMP. Se genera un anticuerpo policlonal anti-DC-STAMP murino y
se describen los efectos de este anticuerpo en la diferenciacion de células RAW-D en osteoclastos.

Como farmacos para tratar enfermedades del metabolismo éseo o para acortar la duracién del tratamiento se usan
los bifosfonatos, la vitamina D3 activa, la calcitonina y derivados de los mismos, las preparaciones de hormonas,
tales como el estradiol, los SERM (moduladores selectivos del receptor de estrégeno), ipriflavone, vitamina K3
(menatetrenona), preparaciones de PTH (hormona paratiroidea), preparaciones de calcio y similares. Sin embargo,
estos farmacos no siempre muestran un efecto terapéutico satisfactorio y se ha demandado el desarrollo de un
agente con un efecto terapéutico mas potente.

Las membranas celulares de células inmunitarias estan cubiertas con un denso recubrimiento de varios glicanos,
tales como acido sialico, que son reconocidos por varias proteinas de unién a glicanos. Las lectinas de tipo
inmunoglobulina de unién a acido sialico (en lo sucesivo citadas como "Siglec") son una familia de proteinas de
membrana de tipo | que reconocen los glicanos sialilados y se unen a estos. Muchas Siglec se expresan en las
membranas celulares de células inmunitarias y reconocen al acido sidlico presente de manera similar en las
membranas celulares de células inmunitarias y regulan la interaccion celular o funcién celular y se considera que
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estan implicadas en la respuesta inmunitaria (Nature Reviews Immunology, (2007) 7, pags. 255-266). Sin embargo,
también hay muchas moléculas de Siglec cuyas funciones fisiolégicas aun no se han dilucidado. Siglec-15 (lectina
15 de tipo inmunoglobulina de uniéon a acido sialico) es una molécula que se ha comunicado recientemente como
pertenecientes a los Siglec (Glycobiology, (2007) 17, pags. 838-846) y es idéntica a una molécula denominada
CD33L3 (molécula 3 similar a CD33). Esta molécula esta evolutivamente elevadamente conservada desde los peces
hasta los seres humanos y se ha descubierto que esta fuertemente expresada en células dendriticas y/o macréfagos
del bazo y nédulos linfaticos humanos. Ademas, como resultado de un ensayo de unién usando una sonda de acido
sialico, también se ha descubierto que Siglec-15 humana se une a Neu5Aca2-6GalNAc, y que Siglec-15 de raton se
une a Neu5Aa2-3GaB1-4Glc ademas de a Neu5Aca2-6GalNAc (Glycobiology, (2007) 17, pags. 838-846). Hasta
hace poco, el papel fisioldgico de Siglec-15 no habia sido revelado, sin embargo, se ha comunicado que la expresion
de Siglec-15 aumenta con la diferenciacion y maduracion de osteoclastos, y la diferenciacion de osteoclastos se
inhibe, disminuyendo la expresion de Siglec-15 mediante interferencia de ARN (documento WO 2007/093042). Sin
embargo, aun no se ha dilucidado el efecto de un anticuerpo anti-Siglec-15 en la diferenciacion de osteoclastos.

[Descripcion]

[Problemas a resolver por la invencién]

En el presente documento se proporciona un gen que se expresa especificamente en varias formas de metabolismo
6seo anormal, tal como destruccién 6sea que se observan en la osteoporosis, artritis reumatoide, metastasis del
cancer al hueso o similares; una sustancia que inhibe la diferenciacion y maduracién de osteoclastos y la actividad
de los mismos; un nuevo procedimiento para explorar un agente terapéutico y/o preventivo para el metabolismo 6seo
anormal; una sustancia que inhibe la diferenciacion y maduracion de osteoclastos y la actividad de los mismos; y un
agente terapéutico y/o preventivo para el metabolismo éseo anormal.

[Medios para resolver los problemas]

Los presentes inventores estudiaron para dilucidar el mecanismo de la diferenciacion, maduracién y activacion de
osteoclastos para encontrar una sustancia que tenga un efecto terapéutico y/o preventivo del metabolismo 6seo
anormal. Como resultado, descubrieron que la expresion del gen de Siglec-15 aumenta con la diferenciacion y
maduraciéon de osteoclastos y también descubrieron que la diferenciacion de los osteoclastos se inhibe por un
anticuerpo que se une especificamente a Siglec-15.

Es decir, la invencion es como se define en las reivindicaciones adjuntas.

Se entendera que la invencion se refiere a ADNc que codifica lo siguiente:

un anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo que reconoce especificamente a uno o mas polipéptidos de
Siglec-15 que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en una cualquiera de las siguientes (a) a (i) e
inhibe la formacién de osteoclastos y/o la resorcion 6sea osteoclastica:

(a) una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2' en el Listado de secuencias;

(b) una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 328 de la secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2 en el Listado de secuencias;

(c) una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 1 a 260 de la secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2 en el Listado de secuencias;

(d) una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 260 de la secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2 en el Listado de secuencias;

(e) una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 4 en el Listado de secuencias;

(f) una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 341 de la secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 4 en el Listado de secuencias;

(g) una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 1 a 258 de la secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 4 en el Listado de secuencias;

(h) una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacidos 21 a 258 de la secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 4 en el Listado de secuencias.

(i) una secuencia de aminoacidos que incluye la sustitucion, delecion o adicion de solo un resto de aminoacido
en la secuencia de aminoacidos descrita en (a) a (h).

El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo puede inhibir el proceso de fusién celular de los osteoclastos.
El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo puede inhibir la formacién de osteoclastos inducida por TNF-a.

El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo puede inhibir la formacion de osteoclastos in vitro a una
concentracion de 30 pg/ml o menos.

El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo puede inhibir la formacion de osteoclastos in vitro a una
concentracion de 3 pg/ml o menos.

El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo puede inhibir la formacion de osteoclastos in vitro a una
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concentracion de 1 pyg/ml o menos.

El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo puede inhibir la formacion de osteoclastos in vitro a una
concentracion de desde 63 ng/ml hasta 1 pg/ml.

El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo puede inhibir la resorcién 6sea osteoclastica.

El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo puede inhibir resorcion ésea osteoclastica in vitro a una
concentracion de 3 pg/ml o menos.

El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo puede inhibir la resorcién 6sea osteoclastica in vitro a una
concentracion de desde 0,3 pg/ml hasta 3 pg/ml.

El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo puede tener la misma especificidad de epitopo que un
anticuerpo producido por el hibridoma N° 32A1 (FERM BP-10999).

El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo puede competir con un anticuerpo producido por el hibridoma
N° 32A1 (FERM BP-10999).

El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo puede tener la misma especificidad de epitopo que un
anticuerpo producido por el hibridoma N° 41B1 (FERM BP-11000).

El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo puede competir con un anticuerpo producido por el hibridoma
N° 41B1 (FERM BP-11000).

El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo puede ser un anticuerpo quimérico.
El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo puede estar humanizado.

El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo puede ser un anticuerpo humano.
El anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo puede ser un anticuerpo de IgG.

Los vectores, células eucariotas, los anticuerpos que pueden obtenerse cultivando dichas células eucariotas y los
procedimientos para producir un anticuerpo son como se definen en las reivindicaciones adjuntas.

Un anticuerpo como se ha definido anteriormente puede estar presente en una composicidon farmacéutica. Un
anticuerpo como se ha definido anteriormente puede usarse en el tratamiento o la prevencion del metabolismo éseo
anormal, ya sea solo o en combinacién con uno o mas agentes.

[Ventajas de la invencidn]

Usando, puede obtenerse un agente terapéutico y/o preventivo para el metabolismo 6seo anormal cuyo mecanismo
de accion es inhibir la diferenciacion y maduracion de osteoclastos y la actividad de los mismos.

[Breve descripcion de las figuras]

[Fig. 1]

La Fig. 1 muestra graficas que ilustran un analisis de perfil de expresion para los genes RANKL, RANK,
catepsina K, y TRAP en tejidos tumorales de células gigantes.

[Fig. 2]

La Fig. 2 muestra una grafica que ilustra un analisis de perfil de expresion para el gen Siglec-15 en tejidos
tumorales de células gigantes.

[Fig. 3]

La Fig. 3 muestra una grafica que ilustra un cambio en el nivel de expresion del gen Siglec-15 cuando se indujo
la diferenciacion de osteoclastos a partir de células RAW 264.7 o de células de médula ésea de raton.

[Fig. 4]

La Fig. 4 muestra graficas que ilustran la expresion de genes de catepsina K y TRAP que acompafian a la
diferenciacion de osteoclastos de células RAW 264.7.

[Fig. 5]

La Fig. 5 muestra una grafica que ilustra la expresion del gen Siglec-15 que acompania a la diferenciacion de
osteoclastos de células RAW 264.7.

[Fig. 6]

La Fig. 6 muestra los resultados de detectar un cambio en la expresion de Siglec-15-His de raton en células 293F
con tiempo de cultivo mediante electroforesis SDS-poliacrilamida y transferencia de Western usando un
anticuerpo anti-6-His-HRP.

[Fig. 7]

La Fig. 7 muestra los resultados de detectar un cambio en la expresion de Siglec-15-His de raton en células 293F
con tiempo de cultivo mediante electroforesis SDS-poliacrilamida y transferencia de Western usando un
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anticuerpo de IgG-Fc-HRP anti-humano.

[Fig. 8]

La Fig. 8 muestra los resultados de evaluar la pureza del Siglec-15-His de ratén purificado por cromatografia en
columna de HisTrap HP y cromatografia en columna Resource Q mediante electroforesis de SDS-poliacrilamida
y tincién de plata.

[Fig. 9]

La Fig. 9 muestra los resultados de detectar el comportamiento del Siglec-15-His purificado por cromatografia en
columna de HisTrap HP y cromatografia en columna Resource Q mediante electroforesis de SDS-poliacrilamida
y transferencia de Western usando un anticuerpo anti-V5-HRP.

[Fig. 10]

La Fig. 10 muestra los resultados de evaluar la pureza de Siglec-15-Fc de raton purificada mediante
cromatografia en columna de proteina A HiTrap mediante electroforesis de SDS-poliacrilamida y tinciéon de plata.
[Fig. 11]

La Fig. 11 muestra los resultados de confirmar que un anticuerpo policlonal Siglec-15 anti-ratén purificado se une
no solo a Siglec-15-Fc sino también a Siglec-15-His mediante electroforesis de SDS-poliacrilamida y
transferencia de Western usando un anticuerpo policlonal Siglec-15 anti-ratén y un anticuerpo de IgG-HRP anti-
conejo.

[Fig. 12]

La Fig. 12 muestra un cromatograma de un anticuerpo policlonal de Siglec-15 anti-ratén purificado con una
columna de afinidad que tenga Siglec-15-Fc de ratén inmovilizado en esta.

[Fig. 13]

La Fig. 13 muestra los resultados de evaluar la pureza de Siglec-15-Fc de raton purificado mediante
cromatografia usando una columna de afinidad que tenia Siglec-15-Fc de raton inmovilizado en esta.

[Fig. 14]

La Fig. 14 muestra cromatogramas de anticuerpos policlonales de Siglec-15 anti-raton purificados con una
columna de filtracion de gel Superose 6.

[Fig. 18]

La Fig. 15 muestra los resultados de ensayar el efecto de la adicidon de un anticuerpo policlonal de Siglec-15 anti-
raton purificado por afinidad en la diferenciacion de osteoclastos (estimulacion con RANKL) de células no
adherentes de médula 6sea de ratén (N = 3).

[Fig. 16]

La Fig. 16 muestra los resultados de ensayar el efecto de la adicion de un anticuerpo policlonal de Siglec-15 anti-
raton purificado mediante filtracion en gel en la diferenciacion de osteoclastos (estimulacion con RANKL) de
células no adherentes de médula 6sea de ratéon basandose en la actividad enzimatica de TRAP (N = 3).

[Fig. 17]

La Fig. 17 muestra los resultados de ensayar la neutralizacion mediante un antigeno de inhibicion de la
diferenciacion de osteoclastos (estimulacion con RANKL) de células no adherentes de médula 6sea de ratén
mediante la adicién de un anticuerpo policlonal de Siglec-15 anti-ratén basandose en la actividad enzimatica de
TRAP (N = 3).

[Fig. 18]

La Fig. 18 muestra los resultados de ensayar el efecto de la adicién de un anticuerpo policlonal de Siglec-15 anti-
raton en la diferenciacion de osteoclastos (estimulacion con TNF-a) de células no adherentes de médula 6sea de
raton basandose en la actividad enzimatica de TRAP (N = 3).

[Fig. 19]

La Fig. 19 muestra fotomicrografias usadas para evaluar el efecto de la adiciéon de un anticuerpo policlonal de
Siglec-15 anti-ratén en la diferenciacion de osteoclastos (estimulacion con TNF-a) de células no adherentes de
médula 6sea de raton mediante tincion con TRAP.

[Fig. 20]

La Fig. 20 muestra graficas que ilustran, mediante la actividad enzimatica de TRAP, la inhibicién de la
diferenciacion de osteoclastos (estimulacion con vitamina D3 activa) de células de médula d6sea de raton
mediante la adicion de un anticuerpo policlonal de Siglec-15 anti-raton (N = 6).

[Fig. 21]

La Fig. 21 muestra fotomicrografias que ilustran, mediante tincion de TRAP, la inhibicion de formacion de
osteoclastos gigantes (estimulacion con vitamina D3 activa) a partir de células de médula 6sea de ratéon mediante
la adicidn de un anticuerpo policlonal de Siglec-15 anti-raton.

[Fig. 22]

La Fig. 22 muestra fotomicrografias que ilustran, mediante tincion de TRAP, la inhibicion de formaciéon de
osteoclastos gigantes (estimulacion con RANKL humana) a partir de células de médula ésea de raton mediante
la adicion de un anticuerpo policlonal de Siglec-15 anti-raton.

[Fig. 23]

La Fig. 23 muestra fotomicrografias que ilustran, mediante tincion de TRAP, la inhibicion de formaciéon de
osteoclastos gigantes (estimulacion con RANKL humana) a partir de células RAW 264.7 mediante la adicion de
un anticuerpo policlonal de Siglec-15 anti-ratén y la anulacién del efecto inhibidor mediante Siglec-15 soluble.
[Fig. 24]

La Fig. 24 muestra los resultados de ensayar la unién de un anticuerpo monoclonal de rata anti-Siglec-15 de
ratén a una placa que tiene Siglec-15-Fc de ratén inmovilizado sobre esta mediante un procedimiento ELISA. El
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simbolo (¢) indica anticuerpo N° 1A1, el simbolo (m) indica anticuerpo N° 3A1, el simbolo (A) indica anticuerpo N°
8A1, el simbolo (X) indica anticuerpo N° 24A1, el simbolo (-) indica anticuerpo N° 32A1, el simbolo () indica
anticuerpo N° 32A1, el simbolo (+) indica anticuerpo N° 39A1, el simbolo (-) indica anticuerpo N° 40A1, el
simbolo (-) indica anticuerpo N° 41B1, el simbolo (O) indica anticuerpo N° 61A1, y el simbolo (o) indica IgG de
control.

[Fig. 28]

La Fig. 25 muestra los resultados de ensayar el efecto de la adiciéon de un anticuerpo monoclonal de Siglec-15
anti-raton (N° 3A1, N° 8A1, o N° 32A1) en la diferenciacion de osteoclastos (estimulacion con RANKL) de células
no adherentes de médula 6sea de ratdn. La IgG de control de rata en la figura es un control negativo comun en
las figuras Figs. 25 y 26.

[Fig. 26]

La Fig. 26 muestra los resultados de ensayar el efecto de la adiciéon de un anticuerpo monoclonal de Siglec-15
anti-raton (N° 34A1, N° 39A1, o N° 40A1) en la diferenciacion de osteoclastos (estimulaciéon con RANKL) de
células no adherentes de médula 6sea de ratdn. El anticuerpo policlonal de Siglec-15 anti-raton N° 3 en la figura
es un control positivo para las Figs. 25 y 26.

[Fig. 27]

La Fig. 27 muestra graficas que ilustran un cambio en la expresion de catepsina K, TRAP o el gen Siglec-15
cuando se indujo la diferenciacion de osteoclastos a partir de células precursoras de osteoclastos humanos
normales.

[Fig. 28]

La Fig. 28 muestra los resultados de examinar la pureza del Siglec-15-His humano purificado por cromatografia
en columna de HisTrap HP y cromatografia en columna Resource Q mediante electroforesis de SDS-
poliacrilamida.

[Fig. 29]

La Fig. 29 muestra los resultados de examinar la pureza de Siglec-15-Fc humana purificada mediante
cromatografia en columna de proteina A mediante electroforesis de SDS-poliacrilamida.

[Fig. 30]

La Fig. 30 muestra cromatogramas de anticuerpos policlonales de Siglec-15 anti-humano purificados usando una
columna de afinidad que tenia Siglec-15-Fc inmovilizado sobre ésta.

[Fig. 31]

La Fig. 31 muestra fotomicrografias que ilustran, mediante tincion de TRAP, la inhibicion de formaciéon de
osteoclastos gigantes a partir de células precursoras de osteoclastos humanos normales mediante la adicion de
un anticuerpo policlonal de Siglec-15 anti-humano.

[Fig. 32]

La Fig. 32 muestra los resultados de evaluar el efecto de la adicion de un anticuerpo policlonal de Siglec-15 anti-
humano a partir de células precursoras de osteoclastos humanos normales contando el nimero de células
positivas a TRAP que tenian 5 o0 mas nucleos con un microscopio invertido.

[Fig. 33]

La Fig. 33 muestra los resultados de ensayar la unién de un anticuerpo monoclonal de rata anti-Siglec-15 de
ratén a una placa que tiene Siglec-15-Fc humano inmovilizado sobre esta mediante un procedimiento ELISA. El
simbolo (¢) indica anticuerpo N° 1A1, el simbolo (m) indica anticuerpo N° 3A1, el simbolo (A) indica anticuerpo N°
8A1, el simbolo (X) indica anticuerpo N° 24A1, el simbolo (-) indica anticuerpo N° 32A1, el simbolo (OO) indica
anticuerpo N° 34A1, el simbolo (+) indica anticuerpo N° 39A1, el simbolo (-) indica anticuerpo N° 40A1, el
simbolo (-) indica anticuerpo N° 41B1, el simbolo (O) indica anticuerpo N° 61A1, y el simbolo (o) indica IgG de
control.

[Fig. 34]

La Fig. 34 muestra fotomicrografias que ilustran, mediante tincion de TRAP, la inhibicion de formaciéon de
osteoclastos gigantes a partir de células precursoras de osteoclastos humanos normales mediante la adicion de
un anticuerpo monoclonal de Siglec-15 de rata anti-ratén.

[Fig. 39]

La Fig. 35 muestra fotomicrografias que ilustran, mediante tincion de TRAP, la inhibicion de formaciéon de
osteoclastos gigantes a partir de células precursoras de osteoclastos humanos normales mediante la adicion de
un anticuerpo monoclonal de Siglec-15 de rata anti-ratén (anticuerpo N° 32A1).

[Fig. 36]

La Fig. 36 muestra una grafica que ilustra la inhibicion de la actividad de resorcion 6sea de osteoclastos
humanos normales mediante la adicion de un anticuerpo monoclonal de Siglec-15 de rata anti-ratén (anticuerpo
N° 32A1) (N = 6).

[Mejor modo de realizacion de la invencion]

El término "gen", tal como se usa en el presente documento incluye no solo ADN, sino también ARNm, ADNc y
ARNCc.

El término "polinucledtido”, tal como se usa en el presente documento se usa con el mismo significado que un acido
nucleico y también incluye ADN, RNA, sondas, oligonucleétidos y cebadores.

Los términos "polipéptidos" y "proteina”, tal como se usan en el presente documento se usan sin distincion.
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La expresion "fraccion de ARN", tal como se usa en el presente documento, se refiere a una fraccidon que contiene
ARN.

El término "célula", tal como se usa en el presente documento, también incluye células en un animal individual y
células cultivadas.

El término "Siglec-15", tal como se usa en el presente documento se usa con el mismo significado que proteina de
Siglec-15.

La expresion "formacion de osteoclastos", tal como se usa en el presente documento, se usa con el mismo
significado que "diferenciacion de osteoclastos" o "maduracion de osteoclastos”.

La expresion "fragmento funcional de un anticuerpo”, tal como se usa en el presente documento se refiere a un
fragmento parcial de un anticuerpo que tiene una actividad de unidn a antigeno e incluye Fab, F(ab')2, scFv y
similares. La expresiéon también abarca Fab', que es un fragmento monovalente en una regién variable de un
anticuerpo obtenido tratando F(ab')2 en condiciones reductoras. Sin embargo, la expresidon no esta limitada a estas
moléculas siempre que el fragmento tenga una afinidad de unién por un antigeno. Ademas, estos fragmentos
funcionales incluyen no solo un fragmento obtenido tratando una molécula de longitud completa de una proteina de
anticuerpo con una enzima adecuada, sino también una proteina producida en una célula hospedadora adecuada
usando un gen de anticuerpo genéticamente modificado.

El término "epitopo”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un péptido parcial de Siglec-15 al que
se une un anticuerpo anti-Siglec-15 especifico. El epitopo anteriormente mencionado que es un péptido parcial de
Siglec-15 puede determinarse mediante procedimientos bien conocidos para los expertos en la técnica, tales como
inmunoensayo. Como alternativa, por ejemplo, puede emplearse el siguiente procedimiento. Se producen varias
estructuras parciales de Siglec-15. En la produccion de las estructuras parciales, puede usarse una técnica de
sintesis de oligopéptidos conocida. Por ejemplo, se produce una serie de polipéptidos que tienen longitudes
adecuadamente reducidas obtenidas acortando secuencialmente Siglec-15 del extremo C o del extremo N usando
una técnica de recombinacion genética conocida para los expertos en la materia. A continuacion, la reactividad de un
anticuerpo contra estos polipéptidos se examina y se determina en lineas generales un sitio de reconocimiento.
Después, se sintetizan péptidos que tienen longitudes mas cortas y se examina la reactividad con estos péptidos,
mediante lo que puede determinarse el epitopo. Si un segundo anticuerpo anti-Siglec-15 se une a un péptido parcial
al que se une un primer anticuerpo anti-Siglec-15, puede determinarse que el primer anticuerpo y el segundo
anticuerpo comparten el mismo epitopo. Ademas, al confirmar que el segundo anticuerpo anti-Siglec-15 compite con
el primer anticuerpo anti-Siglec-15 por la unién a Siglec-15 (es decir, el segundo anticuerpo inhibe la unién entre
Siglec-15 y el primer anticuerpo), puede determinarse que el primer anticuerpo y el segundo anticuerpo comparten el
mismo epitopo incluso si no se ha determinado la secuencia del epitopo especifico. Ademas, cuando el primer
anticuerpo y el segundo anticuerpo se unen al mismo epitopo y también el primer anticuerpo tiene un efecto
especial, tal como una actividad neutralizante de antigeno, se puede esperar que el anticuerpo tenga la misma
actividad.

La expresion "la hibridacion se efectia en condiciones rigurosas”, tal como se usa en el presente documento, se
refiere a que se efectia la hibridacién en condiciones en las que puede efectuarse la identificacion efectuando
hibridacion a 68 °C en una solucién de hibridacién comercialmente disponible, solucidon de hibridacién ExpressHyb
(fabricada por Clontech, Inc.) o efectuando la hibridacién a 68 °C en presencia de NaCL de 0,7 a 1,0 M usando un
filtro que tiene ADN inmovilizado en este, seguido de efectuar el lavado a 68 °C usando solucion SSC de 0,1 a 2 x
(solucion SSC 1 x esta compuesta de NaCl 150 mM vy citrato de sodio 15 mM) o en condiciones equivalentes a
estas.

1. Siglec-15

Los presentes inventores descubrieron que el gen de Siglec-15 se expresa especificamente en tumores de células
gigantes y también descubrieron que el nivel de expresion del gen de Siglec-15 aumenta cuando una linea celular
derivada de monocitos se diferencia en osteoclastos.

Para usar Siglec-15 en la invencion, se purifica Siglec-15 directamente a partir de monocitos o células de célula 6sea
de ser humano, mamifero no humano (tal como de cobaya, rata, ratén, conejo, cerdo, oveja, ganado o mono) o pollo
y se usan, o se prepara una fracciéon de membrana celular de las células anteriormente mencionadas y pueda
usarse. Ademas, puede obtenerse Siglec-15 mediante sintesis in vitro del mismo o produccion del mismo en una
célula hospedadora mediante ingenieria genética. En la ingenieria genética, especificamente, se integra ADNc de
Siglec-15 en un vector capaz de expresar ADNc de Siglec-15, y se sintetiza Siglec-15 en una solucion que contiene
enzimas, sustratos, y sustancias energéticas necesarias para la transcripciéon y traduccion, o se transforma otra
célula hospedadora procariota o eucariota para expresar Siglec-15, mediante lo que puede obtenerse la proteina.

La secuencia de nucleétidos de ADNc de Siglec-15 humano se ha registrado en GenBank con el nimero de registro
NM_213602 y se representa por SEQ ID NO: 1 en el Listado de secuencias, y su secuencia de aminoacidos se
representa por SEQ ID NO: 2 en el Listado de secuencias. La secuencia de nucleétidos de ADNc de Siglec-15 de
ratén se ha registrado en GenBank con el nimero de registro XM_884636 y se representa por SEQ ID NO: 3 en el
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Listado de secuencias, y su secuencia de aminoacidos se representa por SEQ ID NO: 4 en el Listado de secuencias.
La Siglec-15 humana madura de la que se ha eliminado la secuencia de sefial corresponde a una secuencia de
aminoacidos compuesta de los restos de aminoacidos 21 a 328 de la secuencia de aminoacidos representada por
SEQ ID NO: 2. Ademas, la Siglec-15 de raton de la que se ha eliminado la secuencia de sefial corresponde a una
secuencia de aminoacidos compuesta de los restos de aminoacidos 21 a 341 de la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 4. Incidentalmente, Siglec-15 se denomina en ocasiones antigeno 3 similar a CD33,
molécula 3 similar a CD33, similar a CD33 o CD33L3, y todos estos representan la misma molécula.

El ADNc de Siglec-15 puede obtenerse, por ejemplo, mediante un procedimiento denominado PCR en el que se
efectia una reaccién en cadena de la polimerasa (en lo sucesivo citada como "PCR") usando una biblioteca de
ADNCc que expresa ADNc de Siglec-15 como patrén y cebadores que amplifican especificamente ADNc de Siglec-15
(Saiki, R. K., y col., Science, (1988) 239, 487-49).

Ademas, también se incluye un polinucleétido que hibrida con un polinucleétido compuesto de una secuencia de
nucledétidos complementaria a al menos una secuencia de nucleétidos seleccionada de las secuencias de nucleétido
representada por las SEQ ID NO: 1 y 3 en el listado de secuencias en condiciones rigurosas y que codifica una
proteina que tiene una actividad biolégica comparable a la de Siglec-15 en el ADNc de Siglec-15. Ademas, también
se incluye un polinucleétido que es una variante de corte y empalme del locus de Siglec-15 humana o de ratén o un
polinucleétido que hibrida con esta en condiciones rigurosas y codifica una proteina que tiene una actividad bioldgica
comparable a la de Siglec-15 en el ADNc de Siglec-15.

Ademas, también se incluye en Siglec-15 una proteina que esta compuesta de una secuencia de aminoacidos que
incluye sustitucion, delecion o adicion de uno o varios aminoacidos en al menos una secuencia de aminoacidos
seleccionada de las secuencias de aminoacidos representadas por las SEQ ID NO: 2 y 4 en el listado de secuencias
o la secuencia de aminoacidos en la que se ha eliminado la secuencia de sefal y tiene una actividad biolégica
comparable a la de Siglec-15. Ademas, también se incluye en Siglec-15 una proteina que esta compuesta de una
secuencia de aminoacidos codificada por una variante de corte y empalme transcrita a partir del locus de Siglec-15
de ser humano o una secuencia de aminoacidos que incluye sustitucion, delecién o adicién de uno o varios
aminoacidos en esta y tiene una actividad biolégica comparable a la de Siglec-15.

2. Deteccion de metabolismo éseo anormal

Un analisis del nivel de expresion del gen de Siglec-15 en un grupo de muestras de ensayo de varios tejidos 6seos
humanos demostré que el nivel de expresion del gen aumenta significativamente en tumor de células gigantes (TCG)
que es un tumor 6seo que surge con un gran numero de células gigantes multinucleadas similares a osteoclastos y
esta caracterizado por hallazgos clinicos de destruccion 6sea osteolitica (Bullought y col., Atlas of Orthopedic
Pathology 22 edicion, pags. 17.6-17.8; Lippincott Williams & Wilkins Publishers (1992)).

También se descubrié que el nivel de expresion del gen Siglec-15 aumenta cuando se diferencia una linea celular
derivada de monocitos en osteoclastos.

Por consiguiente, se considera que Siglec-15 esta asociado con la patologia humana tal como TCG en el que
aumenta la resorcion 6sea. En otras palabras, la medida del nivel de expresion del gen de Siglec-15 y/o Siglec-15 en
cada célula y/o cada tejido permite la determinacion del estado de metabolismo 6seo anormal acompafiado por la
sobreexpresion de Siglec-15. Los ejemplos del metabolismo 6seo anormal, tal como se usa en el presente
documento, incluyen, pero sin limitacion, osteoporosis (osteoporosis postmenopausica, osteoporosis senil,
osteoporosis secundaria debida al uso de un agente terapéutico, tal como un esteroide o un inmunosupresor, u
osteoporosis acompafiada de artritis reumatoide), destruccion 6sea acompafiada de artritis reumatoide,
hipercalcemia cancerosa, destruccion 6sea que acompara a mieloma multiple o metastasis del cancer al hueso,
tumor de células gigantes, pérdida de hueso debida a la periodontitis, ostedlisis alrededor de una articulacion
prostética, destruccion 6sea en osteomielitis cronica, enfermedad 6sea de Paget, osteodistrofia renal y osteogénesis
imperfecta.

La "muestra de ensayo" usada para examinar el nivel de expresion del gen de Siglec-15 y/o Siglec-15 se refiere a
una muestra de un tejido de médula ésea, hueso, prostata, testiculo, pene, vejiga, rifion, cavidad oral, faringe, labios,
lengua, encias, nasofaringe, esofago, estdbmago, intestino delgado, intestino grueso, colon, higado, vesicula biliar,
pancreas, nariz, pulmon, tejido blando, piel, mama, utero, ovario, cerebro, tiroides, nédulo linfatico, musculo, tejido
adiposo o similar, o sangre, un fluido corporal o una excrecion o similares, sin embargo, se prefiere sangre o médula
Osea.

3. Procedimiento para explorar sustancias que inhiben la diferenciacién en osteoclastos

Sirve como ejemplo un procedimiento para explorar una sustancia que inhibe la diferenciacion en osteoclastos que
mide el nivel de expresion del gen Siglec-15 y/o Siglec-15.

Sirve como ejemplo un procedimiento para explorar una sustancia que tiene un efecto terapéutico y/o un efecto
preventivo en el metabolismo 6seo anormal identificando una sustancia que inhibe la actividad de Siglec-15 de
inducir la diferenciacién en osteoclastos maduros.
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La "sustancia de ensayo" se refiere a una sustancia para su uso en el examen de la actividad de inhibicion de la
diferenciacién en osteoclastos mediante el procedimiento de exploraciéon descrito en el presente documento. Los
ejemplos de la sustancia de ensayo incluyen un compuesto, un metabolito microbiano, un extracto de un tejido
vegetal o animal, un derivado de los mismos, y una mezcla de los mismos. Ademas, también puede usarse un acido
nucleico disefiado para disminuir el nivel de expresion de Siglec-15 o un derivado del mismo (tal como un
oligonucledtido antisentido, una ribozima, ARNbc o ARNpi) como sustancia de ensayo. Puede ajustarse la dosis o
concentracion de la sustancia de ensayo de manera adecuada o puede ajustarse una pluralidad de dosis, por
ejemplo, preparando diluciones en serie de la misma. La sustancia de ensayo puede administrarse en un estado
adecuado, tal como un sélido o un liquido, y puede disolverse en un tampoén adecuado o puede afadirse un
estabilizante o similares a esta. En el caso de un procedimiento de exploracién usando células cultivadas, la
sustancia de ensayo se afiade a un medio y las células pueden cultivarse en este. En el caso donde se afiade una
sustancia de ensayo a un medio, la sustancia de ensayo puede afadirse al inicio del cultivo en el medio de cultivo, y
el nimero de operaciones de adicién no esta limitado a una. El periodo de cultivo en presencia de una sustancia de
ensayo puede ajustarse de manera adecuada, sin embargo, es preferible de 30 minutos a 2 semanas, mas
preferentemente de 30 minutos a 72 horas. En el caso donde la sustancia de ensayo se administra a un individuo
mamifero, la ruta de administracion, incluyendo administracion oral, inyeccion intravenosa, inyeccion intraperitoneal,
administracion transdérmica, inyeccion subcutanea y similares, se determina de manera adecuada dependiendo de
las propiedades fisicas y caracteristicas similares de la sustancia de ensayo. Incidentalmente, un tiempo adecuado
hasta que se obtiene la sustancia de ensayo, después de la administracion de la sustancia de ensayo, puede
seleccionarse.

Las células cultivadas para ser usadas en el procedimiento de exploraciéon descrito en el presente documento
pueden ser células normales, una linea celular establecida, o células que muestran crecimiento anormal, tales como
células de cancer siempre que sean células de mamifero que expresan Siglec-15. Los ejemplos de las mismas
incluyen, pero sin limitacion, células precursoras de osteoclastos humanos normales (Normal Human Natural
Osteoclast Precursor Cells, disponibles a través de Sanko Junyaku Co., Ltd., N° de Cat. 2T-110), células RAW 264.7
derivadas de monocitos de raton (N° de Cat de la ATCC TIB-71), células RAW 264 (N° de Cat de la ECACC
85062803), y células cultivadas primarias derivadas de médula 6sea de raton. Como especie animal de las células
cultivadas, se prefieren de ser humano, raton, u otros mamiferos (cobaya, rata, conejo, cerdo, oveja, ganado, mono,
etc.), pollo y similares, pero la especie no esta limitada a estas. Incidentalmente, como células cultivadas, se prefiere
usar células de mamifero que sobreexpresan Siglec-15, y por ejemplo, células RAW 264.7, células RAW 264,
células 293, células CHO y células COS7 modificadas introduciendo el gen de Siglec-15 junto con la region
promotora del mismo para sobreexpresar Siglec-15, y similares pueden ejemplificarse.

El procedimiento de exploracion descrito en el presente documento también incluye un procedimiento para detectar
la expresion del gen Siglec-15 en células de un érgano o un tejido reseccionado de un individuo mamifero después
de administrar una sustancia de ensayo al individuo mamifero sin usar células cultivadas. El érgano o tejido a usar
para detectar la expresion del gen puede ser cualquiera siempre que exprese Siglec-15, sin embargo, se prefiere un
tejido asociado con el metabolismo 6seo anormal, y se prefiere mas un tejido 6seo y médula 6sea. Como especie de
mamifero, puede usarse un mamifero no humano, y se prefiere de ratén, rata o hamster, y se prefiere mas de raton
o rata. Como modelo animal que tiene metabolismo éseo anormal puede usarse un animal que tiene el ovario
extirpado, un animal que tiene el testiculo extirpado, un animal portador de cancer que tiene células tumorales
implantadas bajo la piel, en la piel, en el ventriculo izquierdo, en la médula 6sea, en una vena, en la cavidad
abdominal o similares, un animal que tiene un nervio ciatico extirpado, un modelo animal de artritis por adyuvante, un
modelo animal de artritis inducida por colageno, un modelo animal de osteoporosis inducida por glucocorticoides, un
ratéon con senescencia acelerada (raton SAM P6, Matsushita y col., Am. J. Pathol. 125, 276-283 (1986)), un animal
que tiene extirpada la tiroides/paratiroides, un animal que recibe una infusién continua de un péptido relacionado con
hormona paratiroidea (PTHrP), un ratén knockout para factor inhibidor de la osteoclastogénesis (OCIF) (Mizuno y
col., Biochem. Biophys. Res. Commun., (1998) 247, 610-615), un animal con la administracion de RANKL soluble o
similares. Ademas, también puede usarse un modelo animal con pérdida de piezas dentales debido a enfermedad
periodontal o un animal modificado para sobreexpresar Siglec-15. Ademas, se administra una sustancia de ensayo
seleccionada mediante exploracion a cualquiera de los modelos animales anteriormente mencionados, y se mide
cada parametro que puede obtenerse mediante la medicion del nimero de osteoclastos maduros en un tejido éseo,
una densidad 6sea, una fuerza 6sea o una morfologia 6sea, parametros del metabolismo 6seo (CTx, NTx, etc.) en
sangre y orina o parametros que varian debido al metabolismo 6seo anormal, tal como niveles de calcio en sangre,
mediante los cuales puede evaluarse el efecto terapéutico y/o el efecto preventivo de la sustancia de ensayo en el
metabolismo 6seo anormal.

Las células cultivadas para su uso en el procedimiento tal como se describe en el presente documento pueden
cultivarse en cualquier condicion siempre que las condiciones permitan que las células cultivadas expresen Siglec-15
son la adicién de una sustancia de ensayo. Por ejemplo, hay condiciones de cultivo conocidas para las células
cultivadas, y cuando las células expresan Siglec-15 en las condiciones, las células pueden cultivarse en las
condiciones. Ademas, en el caso donde se detecta la expresion de Siglec-15 en un 6rgano o tejido reseccionado de
un individuo mamifero, las condiciones de cria para el animal pueden ser cualquiera siempre que las condiciones
permitan que el animal exprese Siglec-15 sin la adicion de una sustancia de ensayo.

Para examinar el efecto de una sustancia de ensayo en la expresion de Siglec-15, existen procedimientos para

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2677246 T3

medir el nivel de expresion del gen de Siglec-15 y un procedimiento para medir el nivel de expresion de Siglec-15
que es un producto de traduccion del gen de Siglec-15. Se considera que una sustancia de ensayo que inhiba la
expresion del gen de Siglec-15 y/o de Siglec-15 es una sustancia que tiene un efecto terapéutico y/o un efecto
preventivo en el metabolismo 6seo anormal, preferentemente osteoporosis, o destruccién ésea que acompafia a
artritis reumatoide y/o metastasis del cancer al hueso.

La medida del nivel de expresion del gen Siglec-15 o de Siglec-15 en células cultivadas puede efectuarse mediante
un analisis de Northern, un procedimiento de PCR cuantitativa, un procedimiento de ELISA o similares. En el caso
donde se usan células de mamifero cultivadas, se afiade una cantidad adecuada de RANKL, TNF-a, M-CSF, la
vitamina D3 activa, o similares, seguin sea necesario, a un medio junto con una sustancia de ensayo, y también en un
control sin la adicion de la sustancia de ensayo, se afiade una cantidad adecuada de RANKL, TNF-a, M-CSF, la
vitamina D3 activa, o similares. Ademas, se construye un sistema experimental para medir la cantidad de unién de un
ligando enddgeno a Siglec-15, y se evalla si la unién del ligando endégeno a Siglec-15 se inhibe o no mediante la
adicién de una sustancia de ensayo, por lo que se efectlia la exploracién de una sustancia que inhibe la
diferenciacion en osteoclastos.

Los respectivos procedimientos de exploracion se describiran en los siguientes (1) a (3).
(1) Procedimiento usando gen de Siglec-15.

Como procedimiento de exploracion, por ejemplo, existe un procedimiento que usa células de mamifero cultivadas y
un procedimiento que usa individuos mamiferos, que se describira mas adelante. respectivamente.

(a) Procedimiento que usa células de mamifero cultivadas
(i) Un procedimiento que incluye las siguientes etapas a) a c):

a) una etapa de extraccion de ARN total de células de mamifero cultivadas en un medio con la adicion de
una sustancia de ensayo;

b) una etapa de detectar una diferencia en el nivel de expresion del gen de Siglec-15 entre el ARN total
obtenido en a) y el ARN total obtenido de células cultivadas de mamifero cultivadas sin la adicién de la
sustancia de ensayo; y

c) una etapa de determinar el efecto terapéutico y/o preventivo de la sustancia de ensayo en el
metabolismo 6seo anormal analizando la diferencia en el nivel de expresion del gen descrito en b).

(ii) Un procedimiento que incluye las siguientes etapas a) a d):

a) una etapa de extraccion de ARN total de células de mamifero cultivadas en un medio con la adicion de
una sustancia de ensayo;

b) una etapa de extraccion de ARN total de células de mamifero cultivadas en un medio sin la adicion de
la sustancia de ensayo;

c) una etapa de medir el nivel de expresion del gen Siglec-15 en el ARN total obtenido en a) y se obtiene
el ARN total obtenido en b). respectivamente, y

d) una etapa de determinar el efecto terapéutico y/o preventivo de la sustancia de ensayo en el
metabolismo 6seo anormal analizando una diferencia en el nivel de expresion del gen medido en c) entre
el ARN total obtenido en a) y el ARN total obtenido en b).

(b) Procedimiento que usa individuos mamiferos
(i) Un procedimiento que incluye las siguientes etapas (a) a (c):

a) una etapa de extraccion de ARN total de una muestra de ensayo recogida de un individuo mamifero
con la administracion de una sustancia de ensayo;

b) una etapa de detectar una diferencia en el nivel de expresion del gen de Siglec-15 entre el ARN total
obtenido en a) y el ARN total obtenido de una muestra de ensayo recogida de un individuo mamifero sin la
administracion de una sustancia de ensayo; y

c) una etapa de determinar el efecto terapéutico y/o preventivo de la sustancia de ensayo en el
metabolismo 6seo anormal analizando la diferencia en el nivel de expresion del gen descrito en b).

(ii) Un procedimiento que incluye las siguientes etapas a) a d):

a) una etapa de extraccion de ARN total de una muestra de ensayo recogida de un individuo mamifero
con la administracion de una sustancia de ensayo;

b) una etapa de extraccion de ARN total de una muestra de ensayo recogida de un individuo mamifero sin
la administracién de la sustancia de ensayo;

c) una etapa de medir el nivel de expresion del gen Siglec-15 en el ARN total obtenido en la etapa a) y se
obtiene el ARN total obtenido en la etapa b), respectivamente, y

d) una etapa de determinar el efecto terapéutico y/o preventivo de la sustancia de ensayo en el
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metabolismo 6seo anormal analizando una diferencia en el nivel de expresién del gen descrito en c).
(2) Procedimiento usando Siglec-15.

Al igual que el procedimiento utilizando la medicion del nivel de expresion de Siglec-15, existe un procedimiento
usando células cultivadas de mamifero y un procedimiento que usa individuos mamiferos, cada uno de los cuales
incluye las siguientes etapas:

(a) Procedimiento que usa células de mamifero cultivadas
(i) Un procedimiento que incluye las siguientes etapas a) y b):

a) una etapa de medir el nivel de expresion de Siglec-15 en células de mamifero cultivadas en un medio
con la adicién de una sustancia de ensayo; y

b) una etapa de determinar el efecto terapéutico y/o efecto preventivo de la sustancia de ensayo en el
metabolismo 6seo anormal analizando una diferencia entre el nivel de expresién de la proteina medido en
a) y el nivel de expresion de la proteina en células de mamifero cultivadas en un medio sin la adicion de la
sustancia de ensayo.

(ii) Un procedimiento que incluye las siguientes etapas a) a c):

a) una etapa de medir el nivel de expresion de Siglec-15 en células de mamifero cultivadas en un medio
con la adicién de una sustancia de ensayo;

b) una etapa de medir el nivel de expresion de la proteina descrita en a) en células de mamifero
cultivadas en un medio sin la adiciéon de la sustancia de ensayo; y

c) una etapa de determinar el efecto terapéutico y/o efecto preventivo de la sustancia de ensayo en el
metabolismo 6seo anormal***

detectando una diferencia entre el nivel de expresion de la proteina medido en a) y el nivel de expresion
de la proteina medido en b).

(iii) Un procedimiento que incluye las siguientes etapas a) a c):

a) una etapa de inmovilizacion de proteina total obtenida de células de mamifero cultivadas en un medio
con la adicién de una sustancia de ensayo;

b) una etapa de medir el nivel de expresion de Siglec-15 en la proteina inmovilizada; y

c) una etapa de determinar el efecto terapéutico y/o efecto preventivo de la sustancia de ensayo en el
metabolismo 6seo anormal analizando una diferencia entre el nivel de expresion de Siglec-15 detectada
en b) y el nivel de expresion de la proteina en la proteina total obtenida de células de mamifero cultivadas
en un medio sin la adicidn de la sustancia de ensayo.

(iv) Un procedimiento que incluye las siguientes etapas a) a e):

a) una etapa de inmovilizacion de proteina total obtenida de células de mamifero cultivadas en un medio
con la adicién de una sustancia de ensayo;

b) una etapa de inmovilizacién de proteina total obtenida de células de mamifero cultivadas en un medio
sin la adicion de la sustancia de ensayo;

c) una etapa de medir el nivel de expresion de Siglec-15 en la proteina inmovilizada descrito en la etapa
a) usando un anticuerpo o un ligando que se une especificamente a la proteina;

d) una etapa de medir el nivel de expresion de Siglec-15 en la proteina inmovilizada descrito en la etapa
b) usando un anticuerpo o un ligando que se une especificamente a la proteina; y

e) una etapa de determinar el efecto terapéutico y/o efecto preventivo de la sustancia de ensayo en el
metabolismo 6seo anormal analizando una diferencia entre el nivel de expresién de la proteina medido en
la etapa c) y el nivel de expresion de la proteina medido en la etapa d).

(b) Procedimiento que usa individuos mamiferos
(i) Un procedimiento que incluye las siguientes etapas a) y b):

a) una etapa de medir el nivel de expresion de Siglec-15 en una muestra de ensayo recogida de un
individuo mamifero al que se le ha administrado una sustancia de ensayo; y

b) una etapa de determinar el efecto terapéutico y/o el efecto preventivo de la sustancia de ensayo en el
metabolismo 6seo anormal analizando una diferencia entre el nivel de expresion de Siglec-15 medido en
la etapa a) y el nivel de expresidon de la proteina en una muestra de ensayo recogida de un individuo
mamifero sin la administracion de la sustancia de ensayo.

(ii) Un procedimiento que incluye las siguientes etapas a) a c):

a) una etapa de medir el nivel de expresion de Siglec-15 en una muestra de ensayo recogida de un
individuo mamifero al que se le ha administrado una sustancia de ensayo, usando un anticuerpo o un
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ligando que se une especificamente a la proteina;

b) una etapa de medir el nivel de expresidon de la proteina en una muestra de ensayo recogida de un
individuo mamifero sin la administracion de la sustancia de ensayo; y

c) una etapa de determinar el efecto terapéutico y/o efecto preventivo de la sustancia de ensayo en el
metabolismo 6seo anormal analizando una diferencia entre el nivel de expresion de Siglec-15 medido en
a) y el nivel de expresion de la proteina medido en b).

(iii) Un procedimiento que incluye las siguientes etapas a) a c):

a) una etapa de inmovilizar la proteina total en una muestra de ensayo recogida de un individuo mamifero
al que se le ha administrado una sustancia de ensayo;

b) una etapa de medir el nivel de expresion de Siglec-15 en la proteina inmovilizada; y

c) una etapa de determinar el efecto terapéutico y/o preventivo de la sustancia de ensayo en el
metabolismo 6seo anormal analizando una diferencia entre el nivel de expresion de Siglec-15 detectado
en b) y el nivel de expresién de la proteina en una muestra de ensayo recogida de un individuo mamifero
sin la administracion de la sustancia de ensayo.

(iv) Un procedimiento que incluye las siguientes etapas a) a e):

a) una etapa de inmovilizar la proteina total en una muestra de ensayo recogida de un individuo mamifero
al que se le ha administrado una sustancia de ensayo;

b) una etapa de inmovilizacion de proteina total en una muestra de ensayo recogida de un individuo
mamifero sin la administracién de la sustancia de ensayo;

c) una etapa de detectar el nivel de expresion de Siglec-15 en la proteina inmovilizada descrito en la etapa
a) usando un anticuerpo o un ligando que se une especificamente a la proteina;

d) una etapa de detectar el nivel de expresion de Siglec-15 en la proteina inmovilizada descrito en b)
usando un anticuerpo o un ligando que se une especificamente a la proteina; y

e) una etapa de determinar el efecto terapéutico y/o efecto preventivo de la sustancia de ensayo en el
metabolismo 6seo anormal analizando una diferencia entre el nivel de expresién de la proteina detectado
en c) y el nivel de expresion de la proteina detectado en d).

(3) Procedimiento de exploracion usando ligando endégeno

También puede efectuarse la exploracién de una sustancia que inhibe la diferenciaciéon en osteoclastos observando
si se inhibe o no la unién de un ligando endégeno a Siglec-15 mediante la adicion de una sustancia de ensayo. Los
ejemplos de un glucano sialilado que sirve como ligando enddégeno para Siglec-15 incluyen la union de Neu5Aca2-
6GalNAc a Siglec-15 de ser humano y de raton y la union de Neu5Aa2-3Gaf31-4Glc a Siglec-15 de raton. Sin
embargo, el ligando enddgeno para Siglec-15 no esta limitado a estos glicanos, siempre que tenga una afinidad de
union a Siglec-15. Estos ligandos enddgenos pueden marcarse con un marcador adecuado, un radiois6topo o una
sustancia fluorescente con el fin de examinar la union del mismo a Siglec-15. Por ejemplo, puede usarse
poliacrilamida biotinilada a la que se le ha unido un oligosacarido sialilado, tal como Neu5Aca2-6GalNAc, en la
exploracién como sonda que se une a Siglec-15. Como Siglec-15 al que se une un ligando endégeno, pueden
usarse células que expresan Siglec-15 o una fraccion de membrana preparada a partir de las células. Ademas,
Siglec-15 puede someterse a exploracion después de que se haya aislado Siglec-15 de células que expresan Siglec-
15, seguido de purificacion. Como células que expresan Siglec-15, puede usarse cualquier linea celular cultivada
que expresa Siglec-15, células a las que se hace expresar transitoria o constantemente el gen de Siglec-15
sometiendo a las células cultivadas adecuadas a modificacion por ingenieria genética, y células que expresan
Siglec-15 obtenido in vivo. El procedimiento de exploracion usando dicho ligando endégeno puede llevarse a cabo
de acuerdo con las etapas tal como se describen a continuacion.

(i) Un procedimiento que incluye las siguientes etapas a) y b):

a) una etapa de afadir un ligando enddgeno para Siglec-15 y una sustancia de ensayo a células que
expresan Siglec-15; y

b) una etapa de determinar el efecto terapéutico y/o preventivo de la sustancia de ensayo en el metabolismo
6seo anormal comparando la cantidad de unién del ligando enddgeno a las células que expresan Siglec-15
entre el caso donde se afiadio la sustancia de ensayo y el caso donde no se afiadié la sustancia de ensayo.

(ii) Un procedimiento que incluye las siguientes etapas a) a c):

a) una etapa de preparar una fraccion de membrana celular de células que expresan Siglec-15;

b) una etapa de afadir un ligando enddgeno para Siglec-15 y una sustancia de ensayo a la fraccion de
membrana celular; y

c) una etapa de determinar el efecto terapéutico y/o preventivo de la sustancia de ensayo en el metabolismo
6seo anormal comparando la cantidad de uniéon del ligando enddgeno a la fraccion de membrana celular
entre el caso donde se afiadio la sustancia de ensayo y el caso donde no se afiadi6 la sustancia de ensayo.

(iii) Un procedimiento que incluye las siguientes etapas a) a c):
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a) una etapa de preparar Siglec-15;
b) una etapa de afiadir un ligando endégeno para Siglec-15 y una sustancia de ensayo para Siglec-15 en a);

c) una etapa de determinar el efecto terapéutico y/o preventivo de la sustancia de ensayo en el metabolismo
6seo anormal comparando la cantidad de unién del ligando enddgeno a Siglec-15 entre el caso donde se
afnadio la sustancia de ensayo y el caso donde no se afadid la sustancia de ensayo.

En el caso donde se hace que las células adecuadas expresan Siglec-15 mediante ingenieria genética y la Siglec-15
resultante se purifica y somete a exploracion, la Siglec-15 a explorar puede seleccionarse entre polipéptidos
compuestos de las secuencias de aminoacidos mostradas en las siguientes (a) a (i):

(a) una secuencia de aminodacidos representada por SEQ ID NO: 2 en el Listado de secuencias;

(b) una secuencia de aminoacidos compuesta de los restos de aminoacidos 21 a 328 de la secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2 en el Listado de secuencias;

(c) una secuencia de aminoacidos compuesta de los restos de aminoacidos 1 a 260 de la secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2 en el Listado de secuencias;

(d) una secuencia de aminoacidos compuesta de los restos de aminoacidos 21 a 260 de la secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2 en el Listado de secuencias;

(e) una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 4 en el Listado de secuencias;

(f) una secuencia de aminoacidos compuesta de los restos de aminoacidos 21 a 341 de la secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 4 en el Listado de secuencias;

(g) una secuencia de aminoacidos compuesta de los restos de aminoacidos 1 a 258 de la secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 4 en el Listado de secuencias;

(h) una secuencia de aminoacidos compuesta de los restos de aminoacidos 21 a 258 de la secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 4 en el Listado de secuencias; y

(i) una secuencia de aminoacidos que incluye sustitucion, deleciéon o adicion de uno o varios restos de
aminoacidos en la secuencia de aminoacidos descrita en (a) a (h).

La Siglec-15 a explorar también puede seleccionarse de polipéptidos compuestos de secuencias de aminoacidos
codificadas por las secuencias de nucleétidos mostradas en los siguientes (j) a (n):

(j) una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 1;

(k) una secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 3;

() una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 19;

(m) una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 43;y

(n) una secuencia de un polinucleétido que hibrida con un polinucleétido compuesto de una secuencia de
nucleétidos complementaria a la secuencia de nucleétidos descrita en (j) a (m) en condiciones rigurosas.

Ademas, también es posible usar un polipéptido obtenido mediante el acoplamiento de un marcador adecuado a
cualquiera de estos polipéptidos, o un polipéptido fusionado con una proteina soluble diferente, como una diana para
exploracién. Incidentalmente, el polipéptido compuesto de los restos de aminoacidos 1 a 20 de la secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2 en el listado de secuencias corresponde con el péptido de sefial de
Siglec-15 humana, y el polipéptido compuesto de los restos de aminoacidos 21 a 260 del mismo se corresponden
con el dominio extracelular de la proteina madura de Siglec-15 humana. Ademas, el polipéptido compuesto de los
restos de aminoacidos 1 a 20 de la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 4 en el listado de
secuencias corresponde con el péptido de sefial de Siglec-15 de ratén, y el polipéptido compuesto de los restos de
aminoacidos 21 a 258 del mismo se corresponden con el dominio extracelular de la proteina madura de Siglec-15 de
raton. Ademas, la secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 43 codifica el dominio extracelular de
Siglec-15 humana codificado por la secuencia de nucledtidos representada por la SEQ ID NO: 1, y la secuencia de
nucledtidos representada por SEQ ID NO: 19 codifica el dominio extracelular de Siglec-15 de raton codificado por la
secuencia de nucleotidos representada por la SEQ ID NO: 3.

Las sustancias candidatas para una sustancia que inhibe la diferenciacién en osteoclastos seleccionados mediante
cualquiera de los procedimientos de exploracion (1) a (3) pueden evaluarse de manera secundaria usando la
inhibicién de la actividad de la fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP) en forma de un indice, tal como se
muestra en los Ejemplos 17, 19 y 20. Ademas, la evaluacién secundaria del mismo también puede efectuarse
usando la inhibicién de la formacién de osteoclastos multinucleados positivos a TRAP, es decir, la inhibicion de la
fusion celular de osteoclastos en forma de un indice se muestra en los Ejemplos 19, 21, 22 y 35.

(4) Otros procedimientos

La tasa de incidencia de metabolismo dseo anormal a lo largo del tiempo, el grado de metabolismo 6seo anormal,
y/o la tasa de supervivencia, etc. se determinan para el caso donde una sustancia de ensayo se administré a un
individuo mamifero al que se le hace sobreexpresar Siglec-15 y el caso donde la sustancia de ensayo no se
administré a esto. En los casos donde en el mamifero con la administracion de la sustancia de ensayo la tasa de
incidencia de metabolismo 6seo anormal disminuye significativamente, el grado de metabolismo 6seo anormal es
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significativamente mas bajo, y/o la tasa de supervivencia aumenta en aproximadamente un 10 % o mas,
preferentemente aproximadamente un 30 % o mas, mas preferentemente aproximadamente un 50 % o mas, la
sustancia de ensayo puede seleccionarse como un compuesto que tiene un efecto terapéutico y/o preventivo en el
metabolismo 6seo anormal.

4. Produccion de anticuerpo anti-Siglec-15

El anticuerpo contra Siglec-15 puede obtenerse inmunizando un animal con Siglec-15 o un polipéptido arbitrario
seleccionado de la secuencia de aminoacidos de Siglec-15, y recogiendo y purificando el anticuerpo producido in
vivo de acuerdo con un procedimiento convencional. Las especies bioldgicas de Siglec-15 a emplear como antigeno
no estan limitadas a humano, y un animal puede inmunizarse con Siglec-15 derivado de un animal distinto de un ser
humano, tal como un ratén o rata. En este caso, al examinar la reactividad cruzada entre un anticuerpo que se une a
los Siglec-15 heterologo y Siglec-15 humano obtenidos, puede seleccionarse un anticuerpo aplicable a una
enfermedad en el ser humano.

Ademas, puede obtenerse un anticuerpo monoclonal fusionando células productoras de anticuerpo que producen un
anticuerpo frente a Siglec-15 con células de mieloma para establecer un hibridoma, de acuerdo con un
procedimiento conocido (por ejemplo, Kohler y Milstein, Nature, (1975) 256, pags. 495-497; Kennet, R. ed.,
Monoclonal Antibody, pags. 365-367; Prenum Press, N.Y. (1980)).

El Siglec-15 para su uso como antigeno puede obtenerse mediante ingenieria genética para hacer que la célula
hospedadora exprese el gen de Siglec-15.

Especificamente, la ingenieria genética puede llevarse a cabo del modo siguiente. Se produce un vector capaz de
expresar el gen de Siglec-15, y el vector resultante se transfecta en una célula hospedadora para expresar el gen, vy,
después, se purifica la Siglec-15 expresada. A continuacion, se describira especificamente un procedimiento para
obtener un anticuerpo contra Siglec-15.

(1) Preparacion del antigeno

Los ejemplos del antigeno a usar para producir el anticuerpo anti-Siglec-15 incluyen Siglec-15, un polipéptido
compuesto de una secuencia parcial de aminoacidos que consiste en al menos 6 restos de aminoacidos
consecutivos de Siglec-15, y un derivado obtenido afiadiendo una secuencia de aminoacidos dada o transportador al
mismo. Ademas, en la seccion "3. Procedimiento para explorar sustancias que inhiben la diferenciaciéon en
osteoclastos", la Siglec-15 ejemplificada como diana para exploracion también puede ejemplificarse como antigeno a
usar para producir el anticuerpo anti-Siglec-15.

Siglec-15 puede usarse después de purificarla directamente de tejidos tumorales humanos o células tumorales.
Ademas, puede obtenerse Siglec-15 sintetizandola in vitro o haciendo que una célula hospedadora lo produzca por
ingenieria genética.

En la ingenieria genética, especificamente, el ADNc de Siglec-15 se integra en un vector capaz de expresar ADNc
de Siglec-15 y se sintetiza Siglec-15 en una solucién que contiene enzimas, sustratos, y sustancias energéticas
necesarias para la transcripcion y traduccion, o se transforma otra célula hospedadora procariota o eucariota para
expresar Siglec-15, mediante lo que puede obtenerse el antigeno.

Ademas, también puede obtenerse el antigeno como una proteina secretada mediante la expresion de una proteina
de fusidn obtenida ligando el dominio extracelular de Siglec-15, que es una proteina de membrana, a la region
constante del anticuerpo en un sistema de hospedador-vector adecuado.

El ADNc de Siglec-15 puede obtenerse, por ejemplo, mediante un procedimiento denominado PCR en el que se
efectia una reaccién en cadena de la polimerasa (en lo sucesivo citada como "PCR") usando una biblioteca de
ADNCc que expresa ADNc de Siglec-15 como patrén y cebadores que amplifican especificamente ADNc de Siglec-15
(véase Saiki, R. K., y col., Science, (1988) 239, pags. 487-489).

Como sistema de sintesis in vitro del polipéptido, por ejemplo, puede ejemplificarse el sistema Rapid Translation
System (RTS) fabricado por Roche Diagnostics, Inc., pero no esta limitado a éste.

Los ejemplos del hospedador procariota incluyen Escherichia coli y Bacillus subtilis. Para transformar la célula
hospedadora con un gen diana, se transforma la célula hospedadora usando un vector plasmidico que contiene un
replicon, es decir, un origen de replicacion derivado de una especie compatible con el hospedador, y una secuencia
reguladora. Ademas, el vector tiene preferentemente una secuencia capaz de imponer selectividad fenotipica en la
célula transformada.

Los ejemplos de la célula hospedadora eucariota incluyen células de vertebrado, células de insecto, y células de
levadura. Como células cultivadas, por ejemplo, se usan frecuentemente cepas deficientes en dihidrofolato
reductasa (Urlaub, G. y Chasin, L. A., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1980) 77, pags. 4126-4220) de células COS de
simio (Gluzman, Y., Cell, (1981) 23, pags. 175-182; ATCC CRL-1650), fibroblastos NIH3T3 murinos (ATCC N°: CLR-
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1658), y células de ovario de cancer chino (células CHO; ATCC: CCL-61) y similares, sin embargo, no estan
limitadas a estas.

El transformante obtenido de este modo puede cultivarse de acuerdo a un procedimiento comun, y mediante el
cultivo del transformante, se produce intracelular o extracelularmente un polipéptido diana.

Puede seleccionarse un medio a usar adecuado para el cultivo entre varios medios de cultivo usados de manera
comun dependiendo de la célula hospedadora empleada. Si se emplea Escherichia coli, puede usarse un medio LB
suplementado con un antibiético, tal como ampicilina o IPMG, si es necesario.

Puede separarse y purificarse una proteina recombinante producida intracelular o extracelularmente por el cultivo del
transformante mediante cualquiera de varios procedimientos de separacién conocidos que utilizan una propiedad
fisica o quimica de la proteina.

Los ejemplos especificos de procedimientos incluyen tratamiento con un precipitante comin de proteinas,
ultrafiltracion, varios tipos de cromatografia liquida, tales como cromatografia de tamiz molecular (filtracion en gel),
cromatografia de adsorcion, cromatografia de intercambio idnico y cromatografia de afinidad, dialisis, y una
combinacién de las mismas.

Ademas, al unir seis restos de histidina a una proteina recombinante que se va a expresar, la proteina puede
purificarse de manera eficaz con una columna de afinidad de niquel. Como alternativa, al unir la regién Fc de IgG a
una proteina recombinante que se va a expresar, la proteina puede purificarse de manera eficaz con una columna
de proteina A.

Al combinar los procedimientos anteriormente mencionados, puede producirse facilmente una gran cantidad de
polipéptido diana con un alto rendimiento y una elevada pureza.

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

Los ejemplos del anticuerpo que se une especificamente a Siglec-15 incluyen un anticuerpo monoclonal que se une
especificamente a Siglec-15, y un procedimiento para obtener el anticuerpo es como se describe a continuacion.

La produccion de un anticuerpo monoclonal requiere generalmente de las siguientes etapas operativas:

(a) purificar un biopolimero a usar como antigeno;

(b) preparar células productoras de anticuerpos inmunizando a un animal mediante inyeccion del antigeno,
recogiendo la sangre, ensayando su titulacion de anticuerpo y determinando cuando se debe reseccionar el
bazo;

(c) preparando células de mieloma (en lo sucesivo citado como "mieloma");

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

(e) explorar un grupo de hibridomas que producen un anticuerpo diana;

(f) dividir los hibridomas en clones de una sola célula (clonacion);

(g) opcionalmente, cultivar el hibridoma o criar a un animal con el hibridoma implantado para producir una gran
cantidad de un anticuerpo monoclonal;

(h) examinar la actividad biolégica y la especificidad de unién del anticuerpo producido de este modo, o ensayar
las mismas propiedades con un reactivo marcado; y similares.

A continuacioén, se describira en detalle el procedimiento para producir un anticuerpo monoclonal siguiendo las
etapas anteriores, sin embargo, el procedimiento no esta limitado a este, y, por ejemplo, pueden usarse células
productoras de anticuerpo y mielomas distintos de células de bazo.

(a) Purificacion de antigeno

Como antigeno, puede usarse Siglec-15 preparado mediante el procedimiento descrito anteriormente o un péptido
parcial del mismo.

Ademas, también puede usarse como antigeno una fraccion de membrana preparada a partir de células
recombinantes que expresan Siglec-15 o las células recombinantes que expresan Siglec-15 en si, y también un
péptido parcial de la proteina sintetizada quimicamente mediante un procedimiento conocido para los expertos en la
materia.

(b) Preparacion de células productoras de anticuerpo

El antigeno obtenido en la etapa (a) se mezcla con un adyuvante, tal como adyuvante completo o incompleto de
Freund, o con sulfato de potasio y aluminio, y la mezcla resultante se usa como inmundégeno para inmunizar a un
animal experimental. Como animal experimenta, puede usarse sin problema cualquier animal usado en un
procedimiento de produccion de hibridoma conocido. Especificamente, por ejemplo, ratén, rata, una cabra, oveja,
ganado, caballo o similares pueden usarse. Sin embargo, desde el punto de vista de la facilidad de biodisponibilidad
de células de mieloma para fusionarlas con las células productoras de anticuerpos extraidas, se usan
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preferentemente ratones o ratas como animal a inmunizar.

Ademas, la raza de ratdén o rata a usar no esta particularmente limitada, y en el caso de ratones, por ejemplo,
pueden usarse varias lineas, tales como A, AKR, BALB/c, BDP, BA, CE, C3H, 57BL, C57BL, C57L, DBA, FL, HTH,
HT1, LP, NZB, NZW, RF, R lll, SJL, SWR, WB, y 129, y en el caso de ratas pueden usarse, por ejemplo, Wistar,
Low, Lewis, Sprague Dawley, ACI, BN, Fischer y similares.

Estos ratones y ratas estan comercialmente disponibles a través de criadores/distribuidores de animales
experimentales, por ejemplo, CLEA Japan, Inc. y Charles River Laboratories Japan, Inc.

Entre estas, teniendo en consideracion la compatibilidad de fusién con las células de mieloma descritas mas
adelante, se prefieren particularmente en el caso de ratones la raza BALB/c y en el caso de ratas, las lineas Wistar y
Low.

Ademas, teniendo en consideracion la homologia antigénica entre seres humanos y ratones, también se prefiere
usar un ratén que tenga una funcion bioldgica disminuida para eliminar autoanticuerpos, es decir, un ratéon con una
enfermedad autoinmunitaria.

La edad del ratén o rata en el momento de la inmunizacion es preferentemente de 5 a 12 semanas de edad, mas
preferentemente de 6 a 8 semanas de edad.

Para inmunizar a un animal con Siglec-15 o un recombinante de la misma, por ejemplo, se describe en detalle un
procedimiento conocido en, por ejemplo, Weir, D. M., Handbook of Experimental Immunology Vol. I. II. lll.; Blackwell
Scientific Publications, Oxford (1987), Kabat, E. A. y Mayer, M. M., Experimental Immunochemistry, Charles C
Thomas Publisher Springfield, lllinois (1964), o similares.

Entre estos procedimientos de inmunizacion, un procedimiento especifico citado es, por ejemplo, del siguiente modo.

Es decir, en primer lugar, se administra a un animal una fraccion de proteina de membrana que sirve como antigeno
o células a las que se hace expresar el antigeno por via intradérmica o intraperitoneal.

Sin embargo, la combinacion de ambas rutas de administracion se prefiere para aumentar la eficacia de la
inmunizacién, y cuando se efectia administracion intradérmica en la primera mitad y administracion intraperitoneal
en la ultima mitad o solo en la ultima dosificaciéon, puede aumentarse particularmente la eficacia de la inmunizacion.

La pauta de administracion del antigeno varia dependiendo del tipo de animal a inmunizar, de diferencias
individuales o similares. Sin embargo, en general, la frecuencia de administracion del antigeno es preferentemente
de 3 a 6 veces, mas preferentemente de 3 a 4 veces, y el intervalo de dosificacion es preferentemente de 2 a 6
semanas, mas preferentemente de 2 a 4 semanas.

Ademas, la dosis del antigeno varia dependiendo del tipo de animal a inmunizar, de diferencias individuales o
similares. Sin embargo, la dosis se ajusta generalmente a de 0,05 a 5 mg, preferentemente de aproximadamente 0,1
a 0,5 mg.

Se efectla una inmunizacion de refuerzo de 1 a 6 semanas, preferentemente de 2 a 4 semanas, mas
preferentemente de 2 a 3 semanas después de la administracion del antigeno, tal como se ha descrito
anteriormente.

La dosis del antigeno en el momento de efectuar la inmunizacién de refuerzo varia dependiendo del tipo o tamafio
del animal, o similares, sin embargo, en el caso de un ratdn, la dosis se ajusta generalmente a de 0,05 a 5 mg,
preferentemente de 0,1 a 0,5 mg, mas preferentemente de aproximadamente 0,1 a 0,2 mg.

Se retiran de manera aséptica células del bazo o linfocitos que incluyen células productoras de anticuerpos del
animal después de 1 a 10 dias, preferentemente de 2 a 5 dias, mas preferentemente de 2 a 3 dias después de la
inmunizacion de refuerzo.

En ese momento, se mide el titulo de anticuerpo, y si se usa un animal que tiene un titulo de anticuerpo
suficientemente elevado como fuente de células productoras de anticuerpo, el procedimiento posterior puede
llevarse a cabo mas eficazmente.

El procedimiento para medir el titulo de anticuerpo para su uso en el presente documento incluye, por ejemplo, un
procedimiento RIA y un procedimiento ELISA, pero no esta limitado a estos.

Por ejemplo, se emplea un procedimiento ELISA, puede llevarse a cabo la medida del titulo de anticuerpo de
acuerdo con los procedimientos descritos a continuacion.

En primer lugar, se adsorbe un antigeno purificado o parcialmente purificado sobre la superficie de una fase solida,
tal como una placa de 96 pocillos para ELISA, y la superficie de la fase sdlida que no tiene antigeno adsorbido se
cubre con una proteina no relacionada con el antigeno, tal como albumina de suero bovina (en lo sucesivo citada
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como "BSA"). Después de lavar la superficie, ésta se pone en contacto con una muestra diluida en serie (por
ejemplo, suero de ratén) como anticuerpo primario para permitir que el anticuerpo contenido en la muestra se una al
antigeno.

Ademas, como anticuerpo secundario, se afiade un anticuerpo marcado con una enzima contra un anticuerpo de
ratén y se deja unir al anticuerpo de raton. Después de lavar, se afiade una sustancia para la enzima y se mide el
cabio en la absorbancia que sucede debido al revelado del color inducido por la degradacion del sustrato o similares
para calcular el titulo de anticuerpo.

La separacioén de las células productoras de anticuerpo de las células del bazo o linfocitos puede llevarse a cabo de
acuerdo con un procedimiento conocido (por ejemplo, Kohler y col., Nature (1975), 256, pag. 495; Kohler y col., Eur.
J. Immunol. (1977), 6, pag. 511; Milstein y col., Nature (1977), 266, pag. 550; Walsh, Nature (1977), 266, p. 495).

Por ejemplo, en el caso de células de bazo, puede emplearse un procedimiento general en el que las células
productoras de anticuerpo se separan homogenizando el bazo para obtener células mediante filtracién con un tamiz
de acero inoxidable y suspendiendo las células en medio esencial minimo de Eagle (MEM).

(c) Preparacion de células de mieloma (en lo sucesivo citadas como "mieloma")

Las células de mieloma a usar para la fusiéon celular no estan particularmente limitadas y las células adecuadas
pueden seleccionarse de lineas celulares conocidas. Sin embargo, teniendo en consideracién la conveniencia
cuando un hibridoma se selecciona de células fusionadas, se prefiere usar una cepa defectuosa en HGPRT
(hipoxantina-guanina fosforibosil transferasa) cuyo procedimiento de seleccion se haya establecido.

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

Estas cepas defectuosas en HGPRT estan disponibles de, por ejemplo, la Coleccion Americana de Cultivos Tipo
(ATCC) o similares.

Estas cepas celulares se subcultivan en un medio adecuado, tal como un medio de 8-azaguanina [un medio
obtenido afadiendo 8-azaguanina a un medio RPMI-1640 suplementado con glutamina, 2-mercaptoetanoal,
gentamicina y suero de ternero fetal (en lo sucesivo citado como "STF")]; medio modificado de Dulbecco de Iscove
(en lo sucesivo citado como "IMDM"), o medio Eagle modificado de Dulbecco (en lo sucesivo citado como "DMEM").
En este caso, de 3 a 4 dias antes de efectuar la fusién celular, se subcultivan las células en un medio normal [por
ejemplo, un medio ASF104 (fabricado por Ajinomoto Co., Ltd.) que contiene STF al 10 %] para obtener no menos de
2 x 107 células en el dia de la fusion celular.

(d) Fusion celular

La fusién entre las células productoras de anticuerpo y las células de mieloma se lleva a cabo de manera adecuada
de acuerdo con un procedimiento conocido (Weis, D. M. Handbook of Experimental Immunology Vol. I. Il. I,
Blackwell Scientific Publications, Oxford (1987), Kabat, E. A. y Mayer, M. M., Experimental Immunochemistry,
Charles C Thomas Publisher, Springfield, lllinois (1964), etc.), en condiciones tales que la tasa de supervivencia de
las células no se reduce de manera excesiva.

Los ejemplos del procedimiento incluyen un procedimiento quimico en el que las células productoras de anticuerpo
se mezclan en una solucién de polimero de alta concentracion de polietilenglicol o similares, y un procedimiento
fisico usando estimulacion eléctrica.

Entre estos procedimientos, un ejemplo especifico del procedimiento quimico es como se describe a continuacion.

Es decir, en el caso donde se usa polietilenglicol para la solucién de polimero de alta concentracion, las células
productoras de anticuerpo y las células de mieloma se mezclan en una solucion de polietilenglicol que tiene un peso
molecular de 1500 a 6000, mas preferentemente de 2000 a 4000 a una temperatura de 30 a 40 °C, preferentemente
de 35 a 38 °C durante 1 a 10 minutos, preferentemente de 5 a 8 minutos.

(e) Seleccioén de un grupo de hibridomas

El procedimiento de seleccién de hibridomas obtenidos mediante la fusion celular anteriormente mencionada no esta
particularmente limitado. Normalmente, se usa un procedimiento de seleccion HAT (hipoxantina, aminopterina,
timidina) (Kohler y col., Nature (1975), 256, pag. 495; Milstein y col., Nature (1977), 266, pag. 550).

Este procedimiento es eficaz cuando se obtienen los hibridomas usando las células de mieloma de una cepa
defectuosa en HGPRT incapaz de sobrevivir en presencia de aminopterina.

Es decir, al cultivar células sin fusionar e hibridomas en un medio HAT, solo se deja sobrevivir y proliferar de manera
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selectiva a los hibridomas resistentes a aminopterina.
() Division en clon de una sola célula (clonacion)

Como procedimiento de clonacién para hibridomas, puede usarse un procedimiento conocido, tal como un
procedimiento de metilcelulosa, un procedimiento de agarosa blanda, o un procedimiento de dilucion limitante
(véase, por ejemplo, Barbara, B. M. y Stanley, M. S.: Selected Methods in Cellular Immunology, W. H. Freeman and
Company, San Francisco (1980)). Entre estos procedimientos, en concreto, se prefiere un procedimiento de dilucion
limitante.

En este procedimiento, se siembra una cepa celular de fibroblastos derivada de feto de rata o de células nodriza,
tales como células de bazo de raton normales, células glandulares del timo, o células de ascitis, en una microplaca.

Mientras tanto, se diluyen los hibridomas en un medio para dar una densidad de células de 0,2 a 0,5 células por
cada 0,2 ml. Se pone una alicuota de 0,1 ml de la suspensién de hibridoma diluido en cada pocillo y se continda
cultivando durante aproximadamente 2 semanas mientras que se reemplaza aproximadamente 1/3 de la solucion de
cultivo con medio fresco a intervalos de tiempo predeterminados (por ejemplo, cada 3 dias), mediante lo que pueden
proliferarse los clones.

Los hibridomas en los pocillos para los que se ha confirmado el titulo del anticuerpo se someten, por ejemplo, a
clonacion mediante el procedimiento de dilucién limitadamente repetidamente de 2 a 4 veces. Se selecciona un
hibridoma que se ha confirmado que tiene un titulo de anticuerpo estable como una cepa de hibridoma productora de
anticuerpo monoclonal anti-Siglec-15.

Los ejemplos de cepa de hibridoma clonada de este modo incluyen el hibridoma N° 32A1 y el hibridoma N° 41B1. El
hibridoma N° 32A1 y el hibridoma N° 41B1 se depositaron en el Patent Organism Depositary of the National Institute
of Advanced Industrial Science and Technology (Depdsito de Organismos de Patente del Instituto Nacional de
Ciencia Industrial Avanzada y Tecnologia) (localizado en Central 6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, 305-
8566, Japon) el 28 de agosto de 2008. Al hibridoma N° 32A1 se le ha asignado el nimero de depdsito FERM BP-
10999 con el nombre de hibridoma anti-Siglec-15 N° 32A1, y al hibridoma N° 41B1 se le ha asignado el nimero de
depdsito FERM BP-11000 con el nombre de hibridoma anti-Siglec-15 N° 41B1. En la presente descripcion, el
anticuerpo producido por el hibridoma N° 32A1 se representa como "anticuerpo N° 32A1" o simplemente como "N°
32A1", y el anticuerpo producido por el hibridoma N° 41B1 se representa como "anticuerpo N° 41B1" o simplemente
como "N° 41B1". Ademas, los anticuerpos obtenidos en los Ejemplos de la presente descripcion que forman el
hibridoma N° 32A1 y el hibridoma N° 41B1 también se representan por los nombres de anticuerpos del mismo modo.

(g) Preparacion de anticuerpo monoclonal cultivando hibridoma

Mediante el cultivo del hibridoma seleccionado de este modo, puede obtenerse un anticuerpo monoclonal de manera
eficiente. Sin embargo, antes del cultivo, se prefiere efectuar una exploracion de un hibridoma que produce un
anticuerpo monoclonal diana.

En la exploracién, puede emplearse un procedimiento conocido.

La medicion del titulo de anticuerpo puede llevarse a cabo mediante, por ejemplo, un procedimiento ELISA explicado
en el articulo (b) descrito anteriormente.

El hibridoma obtenido mediante el procedimiento tal como se describe anteriormente puede almacenarse en estado
congelado en nitrégeno liquido o en un congelador a -80 °C o menos.

Después de completar la clonacién, se cambia el medio de un medio HT a un medio normal, y se cultiva el
hibridoma.

Se efectua un cultivo a gran escala mediante cultivo rotatorio usando una botella grande de cultivo o mediante cultivo
rotativo.

Del sobrenadante obtenido por el cultivo a gran escala, puede obtenerse un anticuerpo monoclonal que se une
especificamente a la proteina mediante purificacion usando un procedimiento conocido para los expertos en la
materia, tal como filtracion en gel.

Ademas, se inyecta el hibridoma en la cavidad abdominal de un ratén de la misma cepa que el hibridoma (por
ejemplo, el BALB/c anteriormente mencionado) o en un ratdon Nu/Nu para proliferar el hibridoma, mediante lo que
puede obtenerse la ascitis que contiene una gran cantidad del anticuerpo monoclonal.

En el caso donde el hibridoma se administra en la cavidad abdominal, si se administra un aceite mineral, tal como
2,6,10,14-tetrametil pentadecano (pristine) de 3 a 7 dias antes de este, puede obtenerse una cantidad mayor de la
ascitis.

Por ejemplo, se inyecta previamente un inmunosupresor en la cavidad abdominal de un ratén de la misma cepa que
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el hibridoma para inactivar a los linfocitos T. 20 dias después, se suspenden de 108 a 107 células clones de
hibridoma en un medio sin suero (0,5 ml), y se inyecta la suspension en la cavidad abdominal del ratén. En general,
cuando se expande el abdomen y se llena con la ascitis, se recoge la ascitis.

Mediante este procedimiento, puede obtenerse el anticuerpo monoclonal a una concentracién aproximadamente 100
veces mayor que la de la soluciéon de cultivo.

El anticuerpo monoclonal obtenido mediante el procedimiento anteriormente mencionado puede purificarse mediante
el procedimiento descrito en, por ejemplo, Weir, D. M.: Handbook of Experimental Immunology Vol. I, Il, 11, Blackwell
Scientific Publications, Oxford (1978).

Es decir, los ejemplos del procedimiento incluyen un procedimiento de precipitacion por sulfato de amonio, filtracion
en gel, cromatografia de intercambio i6nico, y cromatografia de afinidad.

Como un procedimiento de purificacion sencillo, puede usarse un kit de purificacién de anticuerpo monoclonal
comercialmente disponible (por ejemplo, el kit MAbTrap GlI fabricado por Pharmacia, Inc.) o similares.

El anticuerpo monoclonal obtenido de este modo tiene una elevada especificada antigénica por Siglec-15.
(h) Ensayo de anticuerpo monoclonal
El isotipo y subclase del anticuerpo monoclonal obtenido de este modo puede determinarse del modo siguiente.

En primer lugar, los ejemplos del procedimiento de identificacion incluyen el procedimiento de Ouchterlony, un
procedimiento ELISA y un procedimiento RIA.

El procedimiento de Ouchterlony es sencillo, pero cuando la concentracion del anticuerpo monoclonal es baja, se
necesita una operacién de condensacion.

Por otra parte, cuando se emplea un procedimiento ELISA o un procedimiento RIA, haciendo reaccionar
directamente el sobrenadante de cultivo con una fase sélida con antigeno adsorbido y usando anticuerpos
correspondientes a varios tipos de isotipos y subclases de inmunoglobulina como anticuerpos secundarios, puede
identificarse el isotipo y subclase del anticuerpo monoclonal.

Ademas, como procedimiento mas sencillo, puede usarse un kit de identificacion comercialmente disponible (por
ejemplo, el kit Mouse Typer fabricado por Bio-Rad Laboratories, Inc.) o similares.

Ademas, puede efectuarse una determinacion cuantitativa de una proteina mediante el procedimiento de Folin Lowry
y un procedimiento de calculo basado en la absorbancia a 280 nm [1,4 (DO 280) = 1 mg/ml de inmunoglobulina].

(3) Otros anticuerpos

El anticuerpo descrito en el presente documento incluye no solo el anticuerpo monoclonal mencionado anteriormente
contra Siglec-15, sino también un anticuerpo recombinante obtenido mediante modificacion artificial con el fin de
disminuir la antigenicidad heterdloga a humanos, tal como un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado y un
anticuerpo humano. Estos anticuerpos pueden producirse usando un procedimiento conocido.

Como anticuerpo quimérico, sirve como ejemplo un anticuerpo en el que las regiones variable y constante de
anticuerpo se derivan de diferentes especies, por ejemplo, un anticuerpo quimérico en el que una region variable de
anticuerpo derivada de ratdn se conecta a una region constante derivada de ser humano (véase Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A., 81, 6851-6855, (1984)).

Como anticuerpo humanizado, sirve como ejemplo un anticuerpo obtenido integrando solo una regiéon determinante
de la complementariedad (CDR) en un anticuerpo derivado de ser humano (véase Nature (1986) 321, pags. 522-
525), y un anticuerpo obtenido injertando una parte de los restos de aminoacidos del armazoén asi como la secuencia
de CDR en un anticuerpo humano o mediante un procedimiento de injerto de CDR (documento WO 90/07861).

Ademas, el anticuerpo descrito en el presente documento incluye un anticuerpo humano. Un anticuerpo humano
anti-Siglec-15 se refiere a un anticuerpo humano que tiene solo una secuencia génica de un anticuerpo derivada de
un cromosoma humano. El anticuerpo humano anti-Siglec-15 puede obtenerse mediante un procedimiento usando
un ratén que produce anticuerpos humanos que tiene un fragmento de cromosoma humano que contiene los genes
de la cadena H y de la cadena L de un anticuerpo humano (véase Tomizuka, K. y col., Nature Genetics (1997) 16,
pags. 133-143; Kuroiwa, Y. y col., Nuc. Acids Res. (1998) 26, pags. 3447-3448; Yoshida, H. y col., Animal Cell
Technology: Basic and Applied Aspects vol. 10, pags. 69-73 (Kitagawa, Y., Matuda, T. y lijima, S. eds.), Kluwer
Academic Publishers, 1999; Tomizuka, K. y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (2000) 97, pags. 722-727; etc.).

Dicho animal transgénico puede crearse especificamente del modo siguiente. Se crea un animal genéticamente
modificado en el que se han eliminado los locus génicos de las cadenas ligera y pesada de inmunoglobulina
enddégenas de mamifero no humano, y en su lugar, se han introducido los locus génicos de las cadenas ligera y
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pesada de inmunoglobulina humana a través de un vector de cromosoma artificial de levadura (YAC) o similar
produciendo un animal knockout y un animal transgénico y emparejando a estos animales.

Ademas, de acuerdo con una técnica de ingenieria genética, usando ADNc que codifican dichas cadenas ligera y
pesada de un anticuerpo humano, respectivamente, preferentemente un vector que contiene los ADNc, se
transforman células eucariotas, y se cultiva un transformante que produce un anticuerpo monoclonal humano
recombinante, por lo que también puede obtenerse el anticuerpo a partir del sobrenadante de cultivo.

En el presente documento, como hospedador, por ejemplo, pueden usarse células eucariotas, preferentemente
células de mamifero, tales como células CHO, linfocitos o células de mieloma.

Ademas, también se conoce un procedimiento para obtener un anticuerpo humano derivado de una presentacién en
fagos explorado a partir de una biblioteca de anticuerpos humanos (véase Wormstone, I. M. y col., Investigative
Ophthalmology & Visual Science. (2002) 43 (7), pags. 2301-2308; Carmen, S. y col., Briefings in Functional
Genomics and Proteomics (2002), 1 (2), pags. 189-203; Siriwardena, D. y col., Opthalmology (2002) 109 (3), pags.
427-431; etc.).

Por ejemplo, puede usarse un procedimiento de presentacion en fatos en el que una region variable de un
anticuerpo humano se expresa sobre la superficie de un fago como un anticuerpo monocatenario (scFv), y se
selecciona un fato que se une a un antigeno (Nature Biotechnology (2005), 23, (9), pags. 1105-1116).

Mediante el analisis del gen del fago seleccionado basandose en la unién a un antigeno, puede determinarse la
secuencia de ADN que codifica la region variable de un anticuerpo humano que se une a un antigeno.

Si se determina la secuencia de ADN de un scFv que se une a un antigeno, puede obtenerse un anticuerpo humano
preparando un vector de expresion que tiene la secuencia e introduciendo el vector en un hospedador adecuado
para expresarlo (documentos WO 92/01047, WO 92/20791, WO 93/06213, WO 93/11236, WO 93/19172, WO
95/01438, WO 95/15388, Annu. Rev. Immunol (1994) 12, pags. 433-455; Nature Biotechnology (2005) 23 (9), pags.
1105-1116).

En el caso donde se produce un anticuerpo aislando una vez un gen de anticuerpo y después introduciendo el gen
en un hospedador adecuado, puede usarse una combinaciéon adecuada de hospedador y vector de expresion.

En el caso donde se usan células eucariotas como hospedador, pueden usarse células animales, células vegetales y
microorganismos eucariotas.

Como células animales, sirven de ejemplo (1) células de mamifero, por ejemplo, cepas deficientes en dihidrofolato
reductasa (Urlaub, G. y Chasin, L. A., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1980) 77, pags. 4126-4220) de células COS de
simio (Gluzman, Y., Cell, (1981) 23, pags. 175-182; ATCC CRL-1650), fibroblastos NIH3T3 murinos (ATCC N°: CLR-
1658), y células de ovario de cancer chino (células CHO; ATCC: CCL-61).

En los casos donde se usan células procariotas, por ejemplo, sirven de ejemplo Escherichia coli y Bacillus subtilis.

Al introducir un gen de un anticuerpo diana en estas células mediante transformacion, y cultivar las células
transformadas de este modo in vitro, puede obtenerse el anticuerpo.

No hay limitacidon en cuanto al isotipo del anticuerpo descrito en el presente documento, y los ejemplos del mismo
incluyen IgG (IgG 1, 1gG2, 1gG3, 1gG4), IgM, IgA (IgA1, IgA2), IgD e IgE, y los ejemplos preferidos del mismo
incluyen IgG e IgM.

Ademas, el anticuerpo descrito en el presente documento puede ser un fragmento funcional del anticuerpo que tiene
un sitio de unién a antigeno del anticuerpo o un fragmento modificado del mismo. El fragmento del anticuerpo puede
obtenerse tratando al anticuerpo con una proteasa, tal como papaina o pepsina, o modificando el gen de anticuerpo
de acuerdo con una técnica de ingenieria genética y expresando el gen modificado en células cultivadas adecuadas.
Entre estos fragmentos de anticuerpo, un fragmento que tenga la totalidad o parte de las funciones de la molécula de
longitud completa del anticuerpo puede denominarse fragmento funcional del anticuerpo. En cuanto a las funciones
del anticuerpo, sirven generalmente de ejemplo una actividad de unién a antigeno, una actividad de neutralizar la
actividad de un antigeno, una actividad de aumentar la actividad de un antigeno, una actividad citotoxica
dependiente de anticuerpo, una actividad citotéxica dependiente de complemento, y una actividad citotdxica celular
dependiente de complemento. La funcién del fragmento funcional del anticuerpo descrito en el presente documento
es preferentemente una actividad de inhibicion de la formacion de osteoclastos, mas preferentemente, una actividad
de inhibir el proceso de fusion de osteoclastos.

Los ejemplos del fragmento de anticuerpo incluyen Fab, F(ab')2, Fv, Fv monocatenario (scFv) en el que las
moléculas de la cadena pesada y de la cadena ligera estan ligadas a través de un enlazador adecuado, un
diacuerpo (diacuerpos), un anticuerpo lineal, y un anticuerpo poliespecifico compuesto del fragmento de anticuerpo.
Ademas, Fab', que es un fragmento monovalente en una region variable de un anticuerpo obtenido tratando F(ab')2
en condiciones reductoras también esta incluido en el fragmento de anticuerpo.
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Ademas, el anticuerpo descrito en el presente documento puede ser un anticuerpo poliespecifico con especificidad
por al menos dos antigenos diferentes.

En general, dicha molécula se une a dos antigenos (es decir, anticuerpo biespecifico), sin embargo, el "anticuerpo
poliespecifico”, tal como se usa en el presente documento incluye un anticuerpo que tiene especificidad por dos o
mas (por ejemplo, tres) antigenos.

El anticuerpo descrito en el presente documento puede ser un anticuerpo poliespecifico compuesto de un anticuerpo
de longitud completa o un fragmento de dicho anticuerpo (por ejemplo, anticuerpo biespecifico F(ab')2). El
anticuerpo biespecifico puede producirse ligando las cadenas ligera y pesada (pares HL) de dos tipos de
anticuerpos, o también pueden producirse fusionando hibridomas que producen diferentes anticuerpos monoclonales
para preparar células fusionadas que producen el anticuerpo biespecifico (Millstein y col., Nature (1983) 305, pags.
537-539).

El anticuerpo descrito en el presente documento puede ser un anticuerpo monocatenario (también citado como
scFv). El anticuerpo monocatenario puede obtenerse ligando las regiones V de la cadena ligera y de la cadena
pesada del anticuerpo mediante un enlazador polipeptidico (Pluckthun, The Pharmacology of Monoclonal Antibodies,
113 (Editado por Rosenburg y Moore, Springer Verlag, Nueva York, pags. 269-315 (1994), Nature Biotechnology
(2005), 23, pags. 1126-1136). Ademas, también puede usarse un fragmento BiscFv producido ligando dos moléculas
scFv mediante un enlazador polipeptidico como anticuerpo biespecifico.

Se conoce en este campo técnico un procedimiento para producir un anticuerpo monocatenario (véase, por ejemplo,
las Patentes de los Estados Unidos N° 4.946.778, 5.260.203, 5.091.513, 5.455.030, etc.). En este scFv, las regiones
V de la cadena pesada y de la cadena ligera se ligan mediante un enlazador que no forma un conjugado,
preferentemente mediante un enlazador polipeptidico (Huston, J. S. y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1988), 85,
pags. 5879-5883). En los scFv, las regiones V de la cadena pesada y de la cadena ligera pueden derivarse del
mismo anticuerpo o de anticuerpos distintos. Como enlazador polipeptidico a usar para ligar las regiones V, por
ejemplo, se usa un péptido monocatenario dado compuesto de 12 a 19 restos.

El ADN que codifica al scFv puede obtenerse efectuando amplificaciéon usando un ADN parcial que codifica una
secuencia completa o una deseada de un ADN seleccionado de un ADN que codifica la cadena pesada o la region V
de la cadena pesada del anticuerpo anteriormente mencionado y un ADN que codifica la cadena ligera o la region V
de la cadena ligera del mismo como molde mediante un procedimiento PCR usando un par de cebadores que define
ambos extremos del mismo, y efectuar adicionalmente amplificacion combinando un ADN que codifica una porcién
de enlazante polipeptidico y un par de cebadores que define ambos extremos del mismo para ligar ambos extremos
a la cadena pesada y a la cadena ligera, respectivamente.

Ademas, una vez se ha producido el ADN que codifica el scFv, puede obtenerse un vector de expresién que
contiene al mismo y transformarse un hospedador mediante el vector de expresion de acuerdo con un procedimiento
comun. Ademas, mediante el uso del hospedador resultante, puede obtenerse el scFv de acuerdo con un
procedimiento comun.

Puede producirse un fragmento de anticuerpo del mismo en un hospedador obteniendo un gen y expresando el gen
del mismo modo descrito anteriormente.

El anticuerpo descrito en el presente documento puede multimerizarse para aumentar la afinidad por un antigeno. El
anticuerpo a multimerizar puede ser un tipo de anticuerpo o una pluralidad de anticuerpos que reconocen una
pluralidad de epitopos del mismo antigeno. Como procedimiento de multimerizacion del anticuerpo, la unién del
dominio CH3 de IgG a dos moléculas scFv, union a estreptavidina, introduccién de un motivo hélice-bucle-hélice y
similares sirven como ejemplos.

El anticuerpo descrito en el presente documento puede ser un anticuerpo policlonal que es una mezcla de diversos
tipos de anticuerpos anti-Siglec-15 que tienen diferentes secuencias de aminoacidos. Como ejemplo del anticuerpo
policlonal, sirve de ejemplo una mezcla de varios tipos de anticuerpos que tienen diferentes CDR. Como dicho
anticuerpo policlonal, se cultiva una mezcla de células que producen diferentes anticuerpos, y puede usarse un
anticuerpo purificado a partir del cultivo resultante (véase el documento WO 2004/061104).

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

Ademas, el anticuerpo descrito en el presente documento puede estar en forma de un conjugado formado entre
cualquiera de estos anticuerpos y otro agente medicinal (inmunoconjugado). Los ejemplos de dicho anticuerpo
incluyen uno en el que el anticuerpo esta conjugado a un material radiactivo o a un compuesto que tiene una accion
farmacologica (Nature Biotechnology (2005) 23, pags. 1137-1146).

El anticuerpo obtenido puede purificarse hasta la homogeneidad. La separacion y purificacion del anticuerpo puede
efectuarse empleando un procedimiento de separacion y purificacion de proteinas convencional.
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Por ejemplo, el anticuerpo puede separarse y purificarse seleccionando y combinando de manera adecuada el uso
de una columna de cromatografia, filtrado, ultrafiltracion, precipitacion de sal, didlisis, electroforesis preparativa en
gel de poliacrilamida, electroforesis de focalizacion isoeléctrica, y similares (Strategies for Protein Purification and
Characterization: A Laboratory Course Manual, Daniel R. Marshak y col. eds., Cold Spring Harbor Laboratory Press
(1996); Antibodies: A Laboratory Manual. Ed Harlow y David Lane, Cold Spring Harbor Laboratory (1988)), pero el
procedimiento no esta limitado a esto.

Los ejemplos de cromatografia incluyen cromatografia de afinidad, cromatografia de intercambio iénico,
cromatografia hidréfoba, cromatografia de filtracion en gel, cromatografia en fase inversa, y cromatografia de
adsorcion.

Dicha cromatografia puede efectuarse empleando cromatografia liquida, tal como HPLC o FPLC.

Como columna para su uso en la cromatografia de afinidad, sirven como ejemplo una columna de proteina A y una
columna de proteina G.

Por ejemplo, como columna que usa una columna de proteina A, sirven como ejemplos Hyper D, POROS,
Sepharose F. F. (Pharmacia) y similares.

Ademas, mediante el uso de un vehiculo que tiene un antigeno inmovilizado sobre este, también puede purificarse el
anticuerpo utilizando la propiedad de union del anticuerpo al antigeno.

5. Medicina que contiene anticuerpo anti-Siglec-15

A partir de los anticuerpos anti-Siglec-15 obtenidos mediante el procedimiento descrito en el apartado anterior "4.
Produccion de anticuerpo anti-Siglec-15", puede obtenerse un anticuerpo que neutraliza la actividad biolégica de
Siglec-15. Dicho anticuerpo que neutraliza la actividad bioldgica de Siglec-15 inhibe la actividad biolégica de Siglec-
15 in vivo, es decir, la diferenciacién y/o maduracion de osteoclastos, y por lo tanto puede usarse como un agente
terapéutico y/o preventivo para el metabolismo 6seo anormal causado por una diferenciacion y/o maduracion
anormal de los osteoclastos, como una medicina. El metabolismo 6seo anormal puede ser un trastorno caracterizado
por una pérdida neta de hueso (osteopenia u ostedlisis). En general, el tratamiento y/o prevencion mediante el
anticuerpo anti-Siglec-15 se aplica a un caso donde se necesita la inhibicion de la resorcion 6sea. Los ejemplos del
metabolismo 6seo anormal que puede tratarse y/o prevenirse mediante el anticuerpo anti-Siglec-15 incluyen:
osteoporosis (osteoporosis postmenopausica, osteoporosis senil, osteoporosis secundaria debida al uso de un
agente terapéutico, tal como un esteroide o un inmunosupresor, u osteoporosis acompafnada de artritis reumatoide),
destrucciéon 6sea acompafada de artritis reumatoide, hipercalcemia cancerosa, destruccion ésea que acompafa a
mieloma multiple o metastasis del cancer al hueso, tumor de células gigantes, pérdida de hueso debida a la
periodontitis, ostedlisis alrededor de una articulaciéon prostética, destruccion ésea en osteomielitis croénica,
enfermedad dsea de Paget, osteodistrofia renal y osteogénesis imperfecta, aunque el metabolismo 6seo anormal no
se limita a los mismos, en tanto que haya una enfermedad acompafada por una pérdida 6sea neta causada por
osteoclastos. Los ejemplos del anticuerpo anti-Siglec-15 para su uso como la medicina anteriormente mencionada
incluye un anticuerpo quimérico y un anticuerpo humanizado producido a partir del anticuerpo N° 32A1 o el
anticuerpo N° 41B1 mediante el procedimiento descrito en 4. (3) "Otros anticuerpos". Ademas, un anticuerpo
quimérico, un anticuerpo humanizado y un anticuerpo humano que comparten el mismo epitopo que el anticuerpo N°
32A1 o el anticuerpo N° 41B1 también puede usarse como medicina. Puede confirmarse si un anticuerpo anti-Siglec-
15 determinado comparte el mismo epitopo que el anticuerpo N° 32A1 o el anticuerpo N° 41B1 observando si estos
anticuerpos se unen o no al mismo péptido parcial especifico de Siglec-15. Ademas, también puede determinarse
que si el anticuerpo anti-Siglec-15 determinado compite con el anticuerpo N° 32A1 o con el anticuerpo N° 41B1 por
la unién a Siglec-15, estos anticuerpos comparten el mismo epitopo.

La actividad in vitro del anticuerpo anti-Siglec-15 de neutralizar la actividad biolégica de Siglec-15 puede
determinarse, por ejemplo, mediante la actividad de inhibir la diferenciacion de células que sobreexpresan Siglec-15
en osteoclastos. Por ejemplo, el anticuerpo anti-Siglec-15 se afiade a células RAW 364.7 o a células RAW 264, que
son una linea celular derivada de monocitos de ratén, a varias concentraciones, y puede determinarse la actividad
de inhibir la diferenciacién en osteoclastos mediante estimulacion con RANKL o TNF-a. Ademas, el anticuerpo anti-
Siglec-15 se afiade a células primarias cultivadas derivadas de médula 6sea a varias concentraciones, y puede
determinarse la actividad de inhibir la diferenciacion en osteoclastos mediante estimulacién con RANKL, TNF-a o
vitamina D3 activa. Ademas, el anticuerpo anti-Siglec-15 se afiade a células precursoras de osteoclastos humanos
normales (Normal Human Natural Osteoclast Precursor Cells, disponibles a través de Sanko Junyaku Co., Ltd., N°
de Cat. 2T-11) a varias concentraciones, y puede determinarse la actividad de inhibir la diferenciacion en
osteoclastos mediante estimulacion con RANKL o M-CSF. Dicho efecto inhibidor en la diferenciacion de osteoclastos
puede determinarse usando la inhibicién de la actividad de fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP) de los
osteoclastos como un indice, tal como se muestra en los Ejemplos 17, 19, 20 y 26. Ademas, también puede
determinarse el efecto inhibidor en la diferenciacion de osteoclastos usando la inhibicién de la formacién de
osteoclastos multinucleados positivos a TRAP, es decir, la inhibicidn de la fusiéon celular de osteoclastos en forma de
un indice se muestra en los Ejemplos 19, 21, 22 y 35. Los anticuerpos mostraron un efecto inhibidor en la fusion
celular a una concentracion de 30 pg/ml o menos en el sistema de ensayo anteriormente mencionado para
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diferenciacion de osteoclastos, y algunos anticuerpos mostraron el efecto inhibidor incluso a una concentracion de 3
pg/ml o menos o a 1 ug/ml o menos. Ademas, en el caso donde se ensayo el efecto a una concentracion ain menor,
se descubrié que una variedad de anticuerpos mostré un efecto inhibidor en la diferenciacién de osteoclastos incluso
a un intervalo de concentraciones de 63 ng/ml a 1 ug/ml. Ademas, en un experimento de un ensayo de fosa (Takada
y col., Bone and Mineral, (1992) 17, 347-359) usando células derivadas del fémur y/o de la tibia, puede determinarse
la actividad in vitro de inhibicion de la resorcién 6sea por osteoclastos afiadiendo el anticuerpo anti-Siglec-15 a
células derivadas del fémur y/o de la tibia a varias concentraciones, y observando la formaciéon de fosas en una
lamina de dentina. Como sistema para determinar la actividad in vitro de inhibicion de la resorcidon 6sea por
osteoclastos, tal como se muestra en el Ejemplo 37, también es posible usar una placa recubierta con colageno
humano conjugado con europio. En el sistema de ensayo anteriormente mencionado para resorcion ésea por
osteoclastos, el anticuerpo inhibio la resorcion ésea a una concentracion de 3 ug/ml o menor, es decir, a un intervalo
de concentracion de desde 0,3 pg/ml hasta 3 pug/ml. El efecto terapéutico o preventivo in vivo del anticuerpo anti-
Siglec-15 en el metabolismo 6seo anormal usando un animal experimental puede confirmarse administrando en
anticuerpo anti-Siglec-15 a un modelo animal de osteoporosis 0 a un animal transgénico que sobreexpresa Siglec-15
y midiendo un cambio en los osteoclastos.

El anticuerpo obtenido de este modo que neutraliza la actividad biolégica de Siglec-14 es util como medicina,
particularmente como una composicién farmacéutica para tratar o prevenir el metabolismo éseo anormal, tal como
osteoporosis, destruccion é6sea que acompafa a artritis reumatoide o destruccidon ésea que acompafia a la
metastasis cancerosa al hueso, o como un anticuerpo para el diagndstico inmunoloégico de dicha enfermedad.

En el tratamiento de la artritis reumatoide (AR), el principal problema es la pérdida 6sea que acompafia a la aparicion
de la enfermedad. Se ha comunicado que en esta pérdida 6sea que acompania a la AR, los osteoclastos juegan un
papel principal. Las citocinas consideradas mas importantes para la induccién (diferenciacion y maduracion) y
activacion de osteoclastos, y la causa de la destruccion 6sea en la AR son RANKL y TNF-a (Romas E. y col., Bone
30, pags. 340-346; 2002). Tal como se muestra en el Ejemplo 19 de la presente descripcion, OCIF/OPG que es un
receptor sefiuelo para RANKL puede inhibir la formacién de osteoclastos inducida por RANKL pero no inhibe la
formacion de osteoclastos inducida por TNF-a. Por otra parte, el anticuerpo anti-Siglec-15 inhibié de manera efectiva
la formacién de osteoclastos inducida tanto por RANKL como por TNF-a. Por lo tanto, se espera que el anticuerpo
anti-Siglec-15 descrito en el presente documento pueda inhibir la pérdida 6sea y la destruccion 6sea inducida por
TNF-a en AR o similares mas fuertemente que un bloqueante de RANKL (OCIF/OPG, un anticuerpo anti-RANKL o
similares).

Como ejemplo, para el tratamiento o prevencion del metabolismo 6seo anormal, puede administrarse el anticuerpo
anti-Siglec-15 solo o junto con al menos un agente terapéutico para una enfermedad relacionada con los huesos.
Como otro ejemplo, el anticuerpo anti-Siglec-15 puede administrarse junto con una cantidad terapéuticamente eficaz
de un agente terapéutico para el metabolismo éseo anormal. Los ejemplos del agente terapéutico que pueden
administrarse junto con el anticuerpo anti-Siglec-15 incluyen, pero sin limitacion, los bifosfonatos, la vitamina D3
activa, la calcitonina y derivados de los mismos, las preparaciones de hormonas, tales como el estradiol, los SERM
(moduladores selectivos del receptor de estrogeno), ipriflavone, vitamina K, (menatetrenona), preparaciones de
calcio, preparaciones de PTH (hormona paratiroidea), agentes antiinflamatorios no esteroideos, preparaciones de
receptor de TNF soluble, anticuerpos anti-TNF-a o fragmentos funcionales de los anticuerpos, anticuerpos anti-
PTHrP (proteina relacionada con hormona paratiroidea) o fragmentos funcionales de los anticuerpos, antagonistas
del receptor de IL-1, anticuerpos anti-IL-6 o fragmentos funcionales de los anticuerpos, anticuerpos anti-RANKL o
fragmentos funcionales de los anticuerpos y OCIF (factor inhibidor de la osteoclastogénesis). Dependiendo del
estado del metabolismo 6seo anormal o del grado previsto del tratamiento y/o prevencién, pueden administrarse dos
o tres o mas tipos de agentes medicinales. y estos agentes medicinales pueden administrarse juntos,
encapsulandolos en la misma preparacion. Estos agentes medicinales y el anticuerpo anti-Siglec-15 pueden
suministrarse juntos, encapsulandolos en la misma preparacion. Ademas, estos agentes medicinales pueden
suministrarse juntos encapsulandolos en forma de kit para usarlos para el tratamiento y/o prevencion. Ademas, estos
agentes medicinales y el anticuerpo anti-Siglec-15 pueden administrarse por separado. En el caso de administracion
en terapia génica, puede insertarse un gen de un agente terapéutico proteinaceo para una enfermedad 6sea y un
gen del anticuerpo anti-Siglec-15 cadena abajo de la misma regién promotora o en diferentes regiones promotoras, y
puede introducirse en el mismo vector o en diferentes vectores.

Al conjugar un agente terapéutico para una enfermedad ésea al anticuerpo anti-Siglec-15 o un fragmento del mismo,
puede producirse un conjugado de farmaco dirigido, tal como se describe en M. C. Garnet "Targeted drug
conjugates: principles and progress", Advanced Drug Delivery Reviews, (2001) 53, 171-216. Para lograr este fin, en
vez de la molécula de anticuerpo, puede aplicarse un fragmento de anticuerpo siempre que no pierda
completamente la capacidad de reconocer osteoclastos, y los ejemplos del mismo incluyen fragmentos, tales como
Fab, F(ab')2, y Fv. En el presente caso, el anticuerpo y el fragmento pueden usarse del mismo modo. El conjugado
formado por el anticuerpo anti-Siglec-15 o un fragmento del mismo y un agente terapéutico para una enfermedad
6sea puede ser cualquiera de varias formas descritas en M. C. Garnet "Targeted drug conjugates: principles and
progress", Advanced Drug Delivery Reviews, (2001) 53, 171-216, G. T. Hermanson "Bioconjugate Techniques"
Academic Press, California (1996), Putnam y J. Kopecek "Polymer Conjugates with Anticancer Activity" Advances in
Polymer Science (1995) 122, 55-123 y similares. Es decir, sirven como ejemplos una forma conjugada en la que el
anticuerpo anti-Siglec-15 y un agente terapéutico para una enfermedad 6sea se conjugan entre si quimica y
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directamente o a través de un espaciador, tal como un oligopéptido y una forma conjugada a través de un vehiculo
farmacoldgico. Los ejemplos del vehiculo farmacolégico incluyen un liposoma y un polimero soluble en agua. Los
ejemplos mas especificos de la forma de conjugado mediante dicho vehiculo farmacolégico incluyen una forma
conjugada en la que el anticuerpo y un agente terapéutico para una enfermedad 6sea se incorporan en un liposoma
y el liposoma y el anticuerpo se conjugan entre si, y una forma conjugada en la que se conjuga un agente
terapéutico para una enfermedad 6sea a un polimero soluble en agua (un compuesto que tenga un peso molecular
de desde aproximadamente 1000 a 100000) de manera quimica y directamente o mediante un espaciador, tal como
un oligopéptido y el anticuerpo se conjuga al polimero soluble en agua. La conjugacion del anticuerpo (o un
fragmento del mismo) a un agente terapéutico para una enfermedad 6sea o un vehiculo farmacoldgico, tal como un
liposoma o un polimero soluble en agua, puede efectuarse mediante un procedimiento conocido para los expertos en
la materia, tal como el procedimiento descrito en G. T. Hermanson "Bioconjugate Techniques" Academic Press,
California (1996), Putnam y J. Kopecek "Polymer Conjugates with Anticancer Activity" Advances in Polymer Science
(1995) 122, 55-123. La incorporacion de un agente terapéutico para una enfermedad ésea en un liposoma puede
efectuarse mediante un procedimiento conocido para los expertos en la materia, tal como el procedimiento descrito
en D. D. Lasic "Liposomes: From Physics to Applications" Elsevier Science Publishers B. V., Amsterdam (1993) o
similares. La conjugacion de un agente terapéutico para una enfermedad 6sea a un polimero soluble en agua puede
efectuarse mediante un procedimiento conocido para los expertos en la materia, tal como mediante el procedimiento
descrito en D. Putnam y J. Kpecek "Polymer Conjugates with Anticancer Activity" Advances in Polymer Science
(1995) 122, 55-123. Un conjugado entre el anticuerpo (o un fragmento del mismo) y un agente terapéutico
proteinaceo para una enfermedad 6sea (o un fragmento del mismo) pueden producirse mediante un procedimiento
conocido para los expertos en la materia mediante ingenieria genética distinta al procedimiento anteriormente
mencionado.

La divulgacion también se refiere a una composicion farmacéutica que contiene una cantidad terapéuticamente y/o
preventivamente eficaz del anticuerpo anti-Siglec-15 y un diluyente, vehiculo, agente solubilizante, agente
emulsionante, conservante o adyuvante farmacéuticamente aceptable.

La divulgacion también se refiere a una composicion farmacéutica que contiene una cantidad terapéuticamente y/o
preventivamente eficaz del anticuerpo anti-Siglec-15, una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un agente
terapéutico para una enfermedad 6sea, y un diluyente, vehiculo, agente solubilizante, agente emulsionante,
conservante o adyuvante farmacéuticamente aceptable. Los ejemplos del agente terapéutico para una enfermedad
6sea incluyen, pero sin limitacion, los bifosfonatos, la vitamina D3 activa, la calcitonina y derivados de los mismos,
las preparaciones de hormonas, tales como el estradiol, los SERM (moduladores selectivos del receptor de
estrogeno), ipriflavone, vitamina K, (menatetrenona), preparaciones de calcio, preparaciones de PTH (hormona
paratiroidea), agentes antiinflamatorios no esteroideos, preparaciones de receptor de TNF soluble, anticuerpos anti-
TNF-a o fragmentos funcionales de los anticuerpos, anticuerpos anti-PTHrP (proteina relacionada con hormona
paratiroidea) o fragmentos funcionales de los anticuerpos, antagonistas del receptor de IL-1, anticuerpos anti-IL-6 o
fragmentos funcionales de los anticuerpos, anticuerpos anti-RANKL o fragmentos funcionales de los anticuerpos y
OCIF (factor inhibidor de la osteoclastogénesis).

Una sustancia para su uso en una preparacion aceptable en una composicién farmacéutica como se describe en el
presente documento es preferentemente no téxica para una persona a la que se le va a administrar la composicion
farmacéutica, en cuanto a la dosificacion y concentracion.

La composiciéon farmacéutica descrita en el presente documento puede contener una sustancia para uso
farmacéutico que es capaz de cambiar o mantener el pH, la presién osmética, la viscosidad, la transparencia, el
color, la isotonicidad, el color, el estado aséptico, la estabilidad, la solubilidad, la tasa de liberacién, la tasa de
absorcion, y la permeabilidad. Los ejemplos de la sustancia para uso farmacéutico incluyen, pero sin limitacion,
aminoacidos tales como glicina, alanina, glutamina, asparagina, arginina y lisina; agentes antimicrobianos;
antioxidantes, tales como acido ascorbico, sulfato de sodio e hidrogenosulfito de sodio; tampones, tales como
tampones fosfato, citrato, borato, bicarbonato y soluciones Tris-HCI; cargas, tales como manitol y glicina; agentes
quelantes, tales como tetraacetato de etilendiamina (EDTA); agentes complejantes, tales como cafeina,
polivinilpirrolidona, B-ciclodextrina e hidroxipropil-B-ciclodextrina; expansores, tales como glucosa, manosa y
dextrina; otros carbohidratos, tales como monosacaridos y disacaridos; agentes colorantes; aromas; diluyentes;
agentes emulsionantes; polimeros hidrofilos tales como polivinilpirrolidina; conservantes, tales como polipéptidos de
bajo peso molecular, contraiones formadores de bases, cloruro de benzalconio, benzoato, acido salicilico, timerosal,
alcohol feniletilico, metilparabeno, propilparabeno, clorhexidina, acido sorbico, y perdxido de hidrogeno; disolventes,
tales como glicerina, propilenglicol y polietilenglicol; alcoholes de azucar, tales como manitol y sorbitol; agentes
suspensores; tensioactivos, tales como éster de sorbitan, polisorbatos, incluyendo polisorbato 20 y polisorbato 80,
Triton, trometamina, lecitina y colesterol; agentes potenciadores de la estabilidad, tales como sacarosa y sorbitol;
agentes potenciadores de la elasticidad, tales como cloruro de sodio, cloruro de potasio y manitol y sorbitol; agentes
transportadores; diluyentes; excipientes; y/o adyuvantes farmacéuticos. La cantidad de adicion de estas sustancias
para uso farmacéutico es preferentemente de 0,01 a 100 veces, particularmente preferentemente de 0,1 a 10 veces
el peso del anticuerpo anti-Siglec-15. Los expertos en la materia pueden determinar de manera adecuada una
formulacion preferida de la composiciéon farmacéutica en una preparacion dependiendo de la enfermedad a la que se
va a aplicar, de la ruta de administracién que se va a aplicar o similares.
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El excipiente o transportador en la composicion farmacéutica puede estar en forma de un liquido o un sélido. Un
excipiente o vehiculo adecuado puede ser agua inyectable, suero salino fisiologico, y fluido cefalorraquideo artificial
u otfra sustancia usada de manera comun para administracion parenteral. Ademas, también puede usarse como
vehiculo suero salino fisiolégico neutro o suero salino fisioldgico que contiene albumina de suero. La composicion
farmacéutica puede contener un tampén Tris de pH 7,0 a 8,5 o un tampén acetato de pH 4,0 a 5,5 que puede
suplementarse con sorbitol u otro compuesto. Los ejemplos de la composicion farmacéutica descrita en el presente
documento incluyen una composicion farmacéutica que contiene el anticuerpo anti-Siglec-15 y una composicion
farmacéutica que contiene el anticuerpo anti-Siglec-15 y al menos un agente terapéutico para una enfermedad 6sea.
La composiciéon farmacéutica descrita en el presente documento se prepara en forma de un producto liofilizado o un
liguido como agente medicinal que tiene una composicion seleccionada y una pureza necesaria. La composicion
farmacéutica que contiene el anticuerpo anti-Siglec-15 y la composicion farmacéutica que contiene el anticuerpo
anti-Siglec-15 y al menos un agente terapéutico para el metabolismo 6seo anormal también puede formarse en un
producto liofilizado usando un excipiente adecuado, tal como sacarosa.

La composicion farmacéutica descrita en el presente documento puede prepararse para administracion parenteral o
para absorcion gastrointestinal mediante administracion oral. La composiciéon y concentracion puede determinarse
dependiendo del procedimiento de administracion. A medida que aumenta la afinidad del anticuerpo anti-Siglec-15
contenido en la composicion farmacéutica descrita en el presente documento por Siglec-15, es decir, a medida que
la constante de disociacion (valor de Kd) por Siglec-15 es menor, el anticuerpo anti-Siglec-15 puede mostrar su
eficacia farmacolégica a una dosis menor para seres humanos, y por lo tanto, la dosis de la composicion
farmacéutica descrita en el presente documento para seres humanos también puede determinarse basandose en
este resultado. En cuanto a la dosis, en el caso donde se administra un anticuerpo anti-Siglec-15 humano a seres
humanos, el anticuerpo puede administrarse a una dosis de desde aproximadamente 0,1 hasta 100 mg/kg una vez
cada uno a 180 dias.

Los ejemplos de la forma de dosificacion de la composicion farmacéutica descrita en el presente documento incluyen
inyecciones que incluyen infusiones, supositorios, agentes transnasales, agentes sublinguales y absorbentes
percutaneos.

6. Busqueda de una sustancia de interaccion directa

La divulgacion también incluye un procedimiento de disefio de farmaco basado en la conformacion de Siglec-15 para
obtener una sustancia que inhibe la actividad de Siglec-15. Dicho procedimiento se conoce como un procedimiento
racional de disefio de farmaco y se usa para investigar en busca de un compuesto que inhiba o active eficazmente la
actividad enzimatica o la unién a un ligando, un cofactor o un ADN. Como ejemplo de dicho compuesto, se conoce
bien un inhibidor de proteasa que sirve como agente anti-VIH que ya se ha empezado a comercializar. También en
un analisis estructural tridimensional de Siglec-15, tal como se desvela en el presente documento, puede usarse un
procedimiento generalmente bien conocido, tal como un analisis cristalografico por rayos X o un procedimiento de
resonancia magnética nuclear. Ademas, en la busqueda de una sustancia que inhibe la funciéon de Siglec-15,
también puede efectuarse el disefio del farmaco utilizando disefio de farmaco asistido por ordenador (CADD). Como
ejemplo de este caso, se conoce un compuesto de bajo peso molecular (documento WO 99/58515) que inhibe la
accion de AP-1y se espera que sea un farmaco genémico novedoso para tratar la artritis reumatoide y similares. Por
virtud de dicho procedimiento, es posible obtener una sustancia que inhiba la funcion de Siglec-15 uniéndose
directamente a Siglec-15 o inhibiendo la interaccion entre Siglec-15 y otros factores.

Ademas, otra realizacion se refiere a un polipéptido con el que se asocia el Siglec-15 descrito en el presente
documento, en otras palabras, una proteina compafiera del Siglec-15. Es decir, la divulgacion se refiere a un
procedimiento de exploracion de una proteina compafiera que regula la actividad de Siglec-15.

Una realizacion de este procedimiento de exploracion incluye una etapa de poner en contacto una proteina de
ensayo con Siglec-15 y seleccionar una proteina que se une a Siglec-15. Como dicho procedimiento, por ejemplo,
sirve de ejemplo un procedimiento en el que se usa Siglec-15 purificada y se efectlia purificacion por afinidad de una
proteina que se une a esta. Un ejemplo especifico del procedimiento se describira mas adelante. Se fusiona una
secuencia compuesta de seis histidinas como marcador de afinidad con Siglec-15 para preparar una proteina de
fusion, y la proteina resultante se incuba a 4 °C durante 12 horas junto con una solucion de extracto celular (una
fraccion pasada a través de una columna de niquel-agarosa después de cargar la columna con una solucién de
células). Después, se afiade otro vehiculo de niquel-agarosa a la mezcla y la mezcla se incuba a 4 °C durante 1
hora. Después de que el vehiculo de niquel-agarosa esté suficientemente lavado con un tampdn de lavado, se
afiade imidazol 100 mM a la mezcla para eluir y purificar una proteina que se une especificamente a Siglec-15 en la
solucién de extracto celular. Después, la proteina purificada se analiza para determinar su estructura. De este modo,
puede purificarse una proteina que se une directamente a Siglec-15 y una proteina que no tiene una actividad de
union a Siglec-15 pero que se une indirectamente a Siglec-15 formando un complejo con una proteina como una
subunidad que se une directamente a Siglec-15. Como procedimiento alternativo, también es posible efectuar
clonacién mediante un ensayo de transferencia de Western lejano o un ensayo de sistema de dos hibridos usando
células de levadura o de mamifero, sin embargo, no esta limitado a estos procedimientos.

Si un ADNc o una proteina compafiera que interactua directa o indirectamente con Siglec-15 se obtiene de este

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2677246 T3

modo, el ADNc puede usarse en una exploracion funcional de una sustancia que inhibe la interaccion entre Siglec-15
y la proteina compafiera. Especificamente, se prepara una proteina de fusion entre Siglec-15 y glutation-S-
transferasa y se une a una microplaca cubierta con un anticuerpo anti-glutation-S-transferasa. Después, se pone en
contacto una proteina comparfiera biotinilada con la proteina de fusién, y se detecta la unién de la proteina
compafiera con la proteina de fusién usando fosfatasa alcalina conjugada a estreptavidina. Cuando se afade la
proteina compafiera biotinilada, también se afiade una sustancia para seleccionar una sustancia que promueve o
inhibe la unién de la proteina de fusion a la proteina compariera. Mediante este procedimiento, puede obtenerse una
sustancia que actua directamente en la proteina de fusidon o una sustancia que actia directamente en la proteina
compainera.

En el caso donde la proteina de fusién se une indirectamente a la proteina compafiera a través de otro factor, el
ensayo se efectlia en presencia de, por ejemplo, una solucion de extracto celular que contiene este factor. En este
caso, hay una posibilidad de que también se pueda seleccionar una sustancia que pueda actuar sobre el factor.

Ademas, en el caso donde la proteina compariera obtenida tenga la actividad de promover la funcion de Siglec-15,
es posible explorar una sustancia candidata util como agente terapéutico y/o preventivo para el metabolismo 6seo
anormal, por ejemplo, un agente terapéutico y/o preventivo para la osteoporosis de acuerdo con un procedimiento de
ensayo que emplea un vector de expresion del gen de Siglec-15 tal como se describe anteriormente. Ademas, en el
caso donde la proteina compafiera obtenida tiene una actividad de inhibir la funcién de Siglec-15, es posible usar un
polinucleétido que codifica dicho inhibidor en terapia génica para el metabolismo 6seo anormal.

Dicho polinucleétido puede obtenerse, por ejemplo, mediante el andlisis de la secuencia de aminoacidos del
inhibidor identificado, sintetizando una sonda oligonucleotidica que codifica la secuencia de aminoacidos, y
efectuando la exploracion de una biblioteca de ADNc o una biblioteca genémica. Ademas, en el caso donde se
deriva un polipéptido que tiene la actividad de inhibir la funcién de Siglec-15 a partir de una biblioteca peptidica
artificial sintetizada al azar, se sintetiza quimicamente un ADN compuesto de una secuencia nucleotidica que
codifica la secuencia de aminoacidos del péptido.

En la terapia génica, el gen obtenido de este modo que codifica el inhibidor se integra, por ejemplo, en un vector viral
y se infecta a un paciente con un virus (atenuado) que tiene el vector viral recombinante resultante. En el cuerpo del
paciente, se produce un factor anti-destruccion dsea y funciona para inhibir la diferenciacion de osteoclastos, y por lo
tanto, puede realizarse el tratamiento y/o prevencion del metabolismo 6seo anormal.

Como procedimiento para introducir un agente terapéutico génico en una célula, puede usarse un procedimiento de
transferencia génica usando un vector viral o un procedimiento de transferencia génica no viral.

Los ejemplos del procedimiento de transferencia génica usando un vector viral incluyen un procedimiento para
integrar un ADN que codifica un inhibidor de Siglec-15 o un mutante del mismo en un virus de ADN o en un virus de
ARN, tal como un retrovirus, un adenovirus, un virus adenoasociado, un herpes virus, un virus de vaccinia, un
poxvirus, un poliovirus, o un sindbis virus para efectuar la transferencia génica. Entre estos, se prefiere
particularmente un procedimiento que usa un retrovirus, un adenovirus, un virus adenoasociado, o0 un virus vaccinia.
Los ejemplos de procedimiento de transferencia génica no viral incluyen un procedimiento de administraciéon de un
plasmido de expresion directamente en el musculo (un procedimiento de vacunaciéon de ADN), un procedimiento de
liposoma, un procedimiento de lipofeccion, un procedimiento de microinyeccion, un procedimiento de fosfato de
calcio, y un procedimiento de electroporacion. En particular, se prefieren un procedimiento de vacunacion de ADN y
un procedimiento de liposoma.

Ademas, para usar realmente el agente terapéutico génico como agente medicinal, existen un procedimiento in vivo
en el que el ADN se introduce directamente en el cuerpo y un procedimiento ex vivo en el que se toma un
determinado tipo de célula de un ser humano y se introduce un ADN en la célula ex vivo, y se devuelve la célula al
cuerpo.

Por ejemplo, en el caso donde el agente terapéutico génico se administra mediante el procedimiento in vivo, se
administra a través de una ruta de administracion adecuada, tal como a través de una vena o una arteria, o debajo
de la piel, en la piel, o dentro del musculo segun la enfermedad, los sintomas o similares. Ademas, en el caso donde
se administra mediante el procedimiento in vivo, el agente terapéutico génico se formula generalmente en forma de
una inyeccion, sin embargo, puede afadirse un vehiculo usado de manera comun segun sea necesario. Ademas, en
el caso donde se formula en un liposoma o en un liposoma de fusién de membrana (tal como un liposoma de virus
Sendai), puede formularse en una preparacion de liposoma, tal como una suspension, un agente liofilizado, o un
agente concentrado por centrifugacion y liofilizado.

Puede usarse una secuencia nucleotidica complementaria a una secuencia de longitud completa o parcial de la
secuencia nucleotidica representada por SEQ ID NO: 1 o 3 en el Listado de secuencias para la denominada terapia
antisentido. Puede usarse una molécula antisentido como un ADN que esta compuesto generalmente de desde 15
hasta 30 nucledtidos y es complementario a una parte de una secuencia nucleotidica seleccionada de las
secuencias nucleotidicas representadas por las SEQ ID NO: 1 y 3 en el Listado de secuencias o un derivado de ADN
estable del mismo, tal como un derivado de fosforotioato, metilfosfonato, o morfolino del mismo, o un derivado de
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ARN estable, tal como 2'-O-alquilo ARN. Dicha molécula antisentido puede introducirse en una célula mediante un
procedimiento conocido en el campo técnico de la invencion, por ejemplo, inyectando una cantidad extremadamente
pequefa de la molécula antisentido, formando la molécula en una capsula de liposoma, o expresando la molécula
mediante el uso de un vector que tiene una secuencia antisentido. Dicha terapia antisentido es util para tratar una
enfermedad causada por aumentar excesivamente la actividad de una proteina codificada por la secuencia
nucleotidica representada por SEQ ID NO: 1 o 3 en el Listado de secuencias.

Ademas, también sirve de ejemplo un procedimiento que usa un ARN corto bicatenario (ARNpi) (Genes and
Developments, 15 de enero de 2001, vol. 15, N° 2, pags. 188-200). Por ejemplo, se prepara ARNpi contra el gen de
Siglec-15 y se introduce en una célula de acuerdo con el procedimiento descrito en el documento, mediante el cual
puede prepararse un agente terapéutico para una enfermedad metabdlica ésea acompafnada de la sobreexpresion
de Siglec-15.

[Ejemplos]

Notese que las operaciones respectivas referentes a la manipulacion génica en los siguientes Ejemplos se llevaron a
cabo de acuerdo con los procedimientos descritos en "Molecular Cloning" (escrito por Sambrook, J., Fritsch, E. F. y
Maniatis, T., publicado por Cold Spring Harbor Laboratory Press en 1989), o en el caso de usar reactivos o kits
comercialmente disponibles, se efectuaron de acuerdo con los protocolos adjuntos a estos.

Ejemplo 1. Expresion de gen Siglec-15 humano en tejido de tumor de células gigantes

Un tumor de células gigantes (TCG) es histolégicamente un tumor 6seo con un gran nimero de células gigantes
multinucleadas similares a osteoclastos que surgen y se caracterizan por hallazgos clinicos de destruccion 6sea
osteolitica (Bullough et al., Atlas of Orthopedic Pathology 22 edicion, 17,6-17,8, Lippincott Wiliams & Wilkins
Publishers (1992)). Se efectud un analisis de perfil de expresion para una sonda EST (sonda Affymetrix GeneChip
HG-U133 215856 _at, fabricada por Affimetrix, Inc.) que tiene una secuencia nucleotidica parcialmente solapante con
aquella del gen de Siglec-15 humana en tejidos de TCG usando la base de datos (Genesis 2006 Release 3.0)
elaborada por Gene Logic, Inc. Ademas, también se efectud un analisis de perfil de expresion para las sondas EST
para RANK (sonda Affymetrix GeneChip HG-U133 207037_at, fabricada por Affymetrix, Inc.) y RANKL (sonda
Affymetrix GeneChip HG-U133 210643_at, fabricada por Affymetrix, Inc.) que juega un papel clave en la
diferenciacion en osteoclastos; y para catepsina K (sonda Affymetrix GeneChip HG-U133 202450_s_at, fabricada
por Affymetrix, Inc.) y TRAP (sonda Affymetrix GeneChip HG-U133 204638 _at, fabricada por Affymetrix, Inc.) que
son marcadores para la diferenciacién en osteoclastos en tejidos de TCG del mismo modo.

Cuando se compararon los niveles de expresion entre 13 casos de tejidos 6seos normales, 2 casos de tejidos de
TCG y 16 casos de tejidos de tumor 6seo diferentes de TCG, se reveld que la transcripcion de RANK y RANKL
aumenta especificamente en los tejidos de TCG en comparacion con el tejido normal (Fig. 1-A). Por otra parte, en
los tejidos de tumor 6seo distintos de TCG en los que se cree que no siempre se causa un aumento en la resorcion
6sea, la transcripcion de RANK y RANKL fue menor que en TCG, y por lo tanto, se sugirié6 que TCG proporciona un
ambiente en el que se promueve la formacién y activacion de osteoclastos. Ademas, cuando se compararon los
niveles de expresion de genes de catepsina Ky TRAP, los genes se transcribieron a alto nivel en TCG (Fig. 1-B), y
se sugirié que surgian un gran numero de osteoclastos que tienen una actividad de resorcion dsea. De igual forma,
cuando se compararon los niveles de transcripcion del gen de Siglec-15, se reveld que el gen se transcribia a un alto
nivel especificamente en TCG del mismo modo que los genes de RANK, RANKL, catepsina K y TRAP,
respectivamente (Fig. 2). A partir de estos resultados, se sugirid que Siglec-15 se asocia con patologias humanas en
las que aumenta la resorcion ésea por TCG.

Ejemplo 2. Extraccion de ARN total de osteoclastos maduros derivados de raton

a) Las células RAW 264.7 derivadas de monocitos de raton (N° ATCC TIB-71) se prepararon a 4,5 X 10*
células/ml en medio a-MEM que contenia suero fetal bovino al 10 %. La preparacion resultante de células se
puso en un matraz de 75 cm? a 10 ml/matraz, y se afiadié a este RANKL humana (fabricada por PeptroTech Inc.)
para dar una concentracion final de 40 ng/ml, y las células se incubaron durante 3 dias en un incubador con CO..
Ademas, el cultivo sin la adicion de RANKL humana se llevé a cabo del mismo modo.

Después de terminar el cultivo, se extrajo en ARN total de las RAP 264.7 cultivadas en las respectivas
condiciones usando un reactivo de extraccion de ARN total (ISOGEN, fabricado por Nippon Gene Co., Ltd.) de
acuerdo con el protocolo adjunto al reactivo. EI ARN total recogido se almacend a -80 °C.

b) Cuando se cultivaron células primarias derivadas de médula ésea de raton en presencia de vitamina D3 activa,
surgieron un gran numero de osteoclastos multinucleados positivos a TRAP (Takahashi et al., Endocrinology,
(1988) 122, 1373-1382).

Se eutanasié un raton ddY macho de 8 semanas mediante dislocacién cervical con anestesia de éter y se
reseccionaron el fémur y la tibia. Después de retirar los tejidos blandos, se cortaron ambos extremos del fémur o la
tibia. Después, se inyectdé medio a-MEM que contenia suero fetal bovino al 10 % en la médula dsea usando una
jeringa con una aguja para inyeccion del calibre 25, y se recogieron las células de la médula ésea. Después de
contar el niUmero de células, se prepararon las células a 5 x 108 células/ml en medio a-MEM que contenia suero fetal
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bovino al 10 %. La preparacion celular resultante se plantd en 60 pocillos de una placa de 96 pocillos a 100 pl/pocillo
y se afadio vitamina D3 activa (fabricada por Sigma Co., Ltd.) para dar una concentracion final de 2 x 1028 M, y las
células se incubaron durante 8 dias en un incubador con CO,. Ademas, el cultivo sin la adicién de vitamina D3 activa
se llevo a cabo del mismo modo. Incidentalmente, el reemplazo del medio y la adiciéon de vitamina D3 activa se llevo
a cabo en los dias 3 y 6.

A continuacion, se extrajo en ARN total de las células cultivadas en las respectivas condiciones usando un reactivo
de extraccion de ARN total (ISOGEN, fabricado por Nippon Gene Co., Ltd.) de acuerdo con el protocolo adjunto al
reactivo. El ARN total recogido se almacené a -80 °C hasta su uso.

Ejemplo 3. Adquisicion de secuencia de marco abierto de lectura (ORF) para Siglec-15 de ratén
a) Sintesis de la primera hebra de ADNc

A 1 ug del ARN total producido en a) del Ejemplo 2, se afiadieron 1 yl de DNasa | 1 U/ul y 1 pl de tampén de DNasa
10 x (fabricado por Invitrogen, Inc.), y, después, se enraso el volumen hasta 10 yl con H;O. Después de dejar
proceder la reaccion a temperatura ambiente durante 15 minutos, se afiadié a esta 1 yl de EDTA 25 mM y la mezcla
resultante se calent6é a 65 °C durante 10 minutos. De esta solucién, se tomé una alicuota de 8 pl, y se afadieron a
esta 1 yl de cebador oligo(dT)20 50 uM y 1 yl de dNTP 10 mM, y la mezcla resultante se calent6 a 65 °C durante 5
minutos y después se incubd en hielo. A esta solucion, se le afadieron 2 yl de tampén RT 10 x (fabricado por
Invitrogen, Inc.), 4 yl de MgCl; 25 mM, 2 pl de ditiotreitol 0,1 M, 1 ul de inhibidor de RNasa (RNaseOUT, 40 U/ul,
fabricado por Invitrogen, Inc.), y 1 yl de transcriptasa inversa Superscript Il (200 U/ul, fabricado por Invitrogen, Inc.)
y el volumen total se enras6 a 20 yl. Después de dejar proceder la reaccion a 50 °C durante 50 minutos, la mezcla
se calent6 a 85 °C durante 5 minutos y después se incubd en hielo durante 1 minuto. A continuacion, la mezcla se
almaceno a -20 °C.

b) Reaccion de PCR

Se sintetizaron los oligonucleétidos que tienen las secuencias: 5'-agaattccac cATGGAGGGG TCCCTCCAAC TC-3'
(mSiglec-15- EcoRI kozak-F: SEQ ID NO: 5 en el Listado de secuencias); y 5-cgccgctcga gTTATTTCTC
ATGGTGAATG AC-3' (mSiglec-15-Xhol-R: SEQ ID NO: 6 en el Listado de secuencias) como cebadores para
amplificar el ADNc de ORF para Siglec-15 de ratén mediante PCR de acuerdo con un procedimiento comun. La PCR
se llevd a cabo usando esta combinacion de cebadores y el ADNc producido en a) y polimerasa de alta fidelidad
(fabricada por Invitrogen, Inc.) de acuerdo con un procedimiento comun. Las condiciones para el termociclador se
ajustaron del siguiente modo: después de calentar a 94 °C durante 2 minutos, se repitio un ciclo de temperatura de
"94 °C durante 0,5 minutos, 55 °C durante 0,5 minutos y 68 °C durante 1,5 minutos" 35 veces, seguido de
calentamiento a 68 °C durante 5 minutos e incubacion a 4 °C.

c) clonacioén en vector pcDNA3.1(+)

La solucién de reaccién de la PRC obtenida en b) y el vector pcDNA3.1(+) (fabricado por Invitrogen, Inc.) se trataron
con enzimas de restriccion (EcoRI, Xhol), seguido de purificacion en columna, y después, se llevd a cabo una
reaccion de ligasa de acuerdo con un procedimiento comun. Se transformaron Escherichia coli DH5a-T1 con el
vector resultante y se emplacaron en una placa que contenia ampicilina. A partir de las colonias de Escherichia coli
obtenidas de este modo, se aislaron Escherichia coli que contenian el plasmido de ratén Siglec-15/pcDNA3.1(+).

La secuencia completa de nucleétidos del ADNc de ORF insertada en el plasmido obtenido se analizé usando un
secuenciador de ADN, y como resultado, se descubrié que era la secuencia representada por SEQ ID NO: 3 en el
Listado de secuencias. Esta secuencia nucleotidica fue la misma que una region codificante de ORF de una
secuencia predicha registrada en la base de datos GenBank del NCBI como "mouse CD33L3" (numero de registro:
XM_884636), y ademas, la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 4 en el Listado de secuencias) codificada por la
secuencia nucleotidica fue un 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos predicha de CD33L3 de ratén.

Ejemplo 4. Expresion de ARNm para diferenciacion de osteoclastos de raton acompainados de Siglec-15
(analisis de PCR en tiempo real)

a) A 1 ug del ARN total producido en a) o en b) del Ejemplo 2, se afiadieron 1 yl de DNasa | 1 U/ul y 1 pl de
tampon de DNasa 10 x (fabricado por Invitrogen, Inc.), y, después, se enraso6 el volumen hasta 10 ul con H2O.
Después de dejar proceder la reaccion a temperatura ambiente durante 15 minutos, se afiadié a esta 1 pl de
EDTA 25 mM y la mezcla resultante se calentd a 65 °C durante 10 minutos. A partir de esta solucién, se tomd
una alicuota de 8 pl, y se afiadieron a esta 1 pl de cebador oligo(dT)20 50 uM y 1 pl de dNTP 10 mM, y la mezcla
resultante se calentdé a 65 °C durante 5 minutos y después se incubd en hielo. A esta solucion, se le afiadieron 2
pl de tampoén RT 10 x (fabricado por Invitrogen, Inc.), 4 yl de MgCl, 25 mM, 2 pl de ditiotreitol 0,1 M, 1 pl de
inhibidor de RNasa (RNaseOUT, 40 U/ul, fabricado por Invitrogen, Inc.), y 1 pl de transcriptasa inversa
Superscript Il (200 U/ul, fabricado por Invitrogen, Inc.) y el volumen total se enrasé a 20 pl. Después de dejar
proceder la reaccion a 50 °C durante 50 minutos, la mezcla se calent6 a 85 °C durante 5 minutos y después se
incubd en hielo.
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Mediante el uso del ADNc monocatenario producido de este modo, se llevé a cabo la PCR en tiempo real con
una combinacion de los siguientes cebadores y sondas marcadas fluorescentemente (sonda TagMan, fabricada
por Applied Biosystems, Inc.). Condiciones para la PCR en tiempo real:

Cebadores para amplificar Siglec-15 de ratén:

5'-tcaggctcag gagtccaatt at-3' (TqM-mSiglec-15-F: SEQ ID NO: 7 en el Listado de secuencias) y
5'-ggtctagcct ggtactgtcc ttt-3' (TgM-mSiglec-15-R: SEQ ID NO: 8 en el Listado de secuencias)

Sonda TagMan para detectar Siglec-15 de raton:

5'-Fam-atttgagcca gatgagtcct ccaggcca-TAMRA-3' (sonda TgM-mSiglec-15: SEQ ID NO: 9 en el Listado de
secuencias)

Cebadores para amplificar proteina ribosomal L32 de ratén:

5'-aagaagttca tcaggcacca gt-3' (TgM-mL32-F: SEQ ID NO: 10 en el Listado de secuencias) y
5'-cttgacattg tggaccagga ac-3' (TqM-mL32-R: SEQ ID NO: 11 en el Listado de secuencias)

Sonda TagMan para detectar proteina ribosomal L32 de ratén:
5'-Fam-aaacccagag gcattgacaa cagggtgc-TAMRA-3' (sonda TqgM-mL32: SEQ ID NO: 12 en el Listado de
secuencias)

Se llevé a cabo un analisis de PCR en tiempo real usando un sistema de PCR en tiempo real (Detector de
Secuencia ABI Prism 7700, fabricado por Perkin Elmer Japan, Applied Biosystems Division) en las siguientes
condiciones. En la reaccion, se usdé Mezcla Maestra de PCR universal TagMan (fabricado por Applied
Biosystems, Inc.). En primer lugar, se ahadié agua destilada a 25 pmol de cada cebador, 8 ng de ADNc
monocatenario y 10 pmol de sonda TagMan para enrasar el volumen a 25 pl, y después, se afiadié a esto 25 pl
de Mezcla Maestra de PCR Universal TagMan, preparando de este modo 50 pl de una solucién de reaccién. Esta
solucion de reaccion se calenté a 50 °C durante 2 minutos y después se calenté a 95 °C durante 10 minutos, y
posteriormente se sometié a 40 ciclos de temperatura de "95 °C durante 0,25 minutos y 60 °C durante 1 minuto",
efectuando de este modo el analisis de PCR en tiempo real. Incidentalmente, el nivel de expresion de ARNm
para Siglec-15 de raton se corrigio por el nivel de expresion de ARNm para proteina ribosomal L32.

Como resultado, el nivel de expresion del gen de Siglec-15 aument6 significativamente en ambos casos donde
se introdujeron los osteoclastos afadiendo RANKL a RAW 264.7 y donde se indujeron los osteoclastos
afadiendo vitamina D3 activa a células primarias cultivadas derivadas de médula 6sea de raton (Fig. 3).

b) Las células RAW 264.7 se prepararon a 4,5 x 10* células/ml en medio a-MEM que contenia suero fetal bovino
al 10 %, y la preparacion resultante de células se puso en un matraz de 75 cm? a 10 ml/matraz, y, después, y se
afadioé a este RANKL humana (fabricada por PeptroTech Inc.) para dar una concentracion final de 40 ng/ml. Las
células se cultivaron durante 0, 1, 2, y 3 dias en un incubador de CO,. Ademas, el cultivo sin la adicién de
RANKL humana se llevé a cabo del mismo modo.

Después de terminar el cultivo, se extrajo en ARN total de las RAP 264.7 cultivadas en las respectivas condiciones
usando un reactivo de extraccion de ARN total (ISOGEN, fabricado por Nippon Gene Co., Ltd.) de acuerdo con el
protocolo adjunto al reactivo. El ARN total recogido se almacend a -80 °C.

A 1 ug del ARN total recogido de este modo, se afiadieron 1 yl de DNasa | 1 U/ul y 1 pl de tampén de DNasa 10 x
(fabricado por Invitrogen, Inc.), y, después, se enraso el volumen hasta 10 pl con H>O. Después de dejar proceder la
reaccion a temperatura ambiente durante 15 minutos, se afiadi6 a esta 1 yl de EDTA 25 mM y la mezcla resultante
se calentd a 65 °C durante 10 minutos. A partir de esta solucion, se tomé una alicuota de 8 pl, y se afiadieron a esta
1 ul de cebador oligo(dT)2 50 uM y 1 pl de dNTP 10 mM, y la mezcla resultante se calenté a 65 °C durante 5
minutos y después se incubd en hielo. A esta solucion, se le afadieron 2 yl de tampén RT 10 x (fabricado por
Invitrogen, Inc.), 4 yl de MgCl; 25 mM, 2 pl de ditiotreitol 0,1 M, 1 pl de inhibidor de RNasa (RNaseOUT, 40 U/ul,
fabricado por Invitrogen, Inc.), y 1 yl de transcriptasa inversa Superscript Il (200 U/ul, fabricado por Invitrogen, Inc.)
y el volumen total se enras6 a 20 yl. Después de dejar proceder la reaccion a 50 °C durante 50 minutos, la mezcla
se calent6 a 85 °C durante 5 minutos y después se incubd en hielo.

Mediante el uso del ADNc monocatenario producido de este modo, se llevé a cabo la PCR en tiempo real con una
combinacion de los siguientes cebadores y sondas marcadas fluorescentemente (sonda TaqMan, fabricada por
Applied Biosystems, Inc.).

Condiciones para la PCR en tiempo real:

Cebadores para amplificar catepsina K de raton:

5'-ggcatctttc cagttttaca gc-3' (TgM-mcatK-F: SEQ ID NO: 13 en el Listado de secuencias) y
5'-gttgttctta ttccgagcca ag-3' (TqM-mcatK-R: SEQ ID NO: 14 en el Listado de secuencias)

Sonda TagMan para detectar catepsina K de ratén:
5'-Fam-atgtgaacca tgcagtgttg gtggtggg-TAMRA-3' (sonda TgM-mcatK: SEQ ID NO: 15 en el Listado de
secuencias)
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Cebadores para amplificar TRAP de ratén:

5'-gaacttccce ageccttact ac-3' (TqM-mTRAP-F: SEQ ID NO: 16 en el Listado de secuencias) y
5'-aactgctttt tgagccagga c-3' (TQM-mTRAP-R: SEQ ID NO: 17 en el Listado de secuencias)

Sonda TagMan para detectar TRAP de raton:

5'-Fam-ttgccagtca gcagcccaaa atgcct-TAMRA-3' (sonda TgM-mTRAP: SEQ ID NO: 18 en el Listado de
secuencias)

Cebadores para amplificar Siglec-15 de ratén:

5'-tcaggctcag gagtccaatt at-3' (TqM-mSiglec-15-F: SEQ ID NO: 7 en el Listado de secuencias) y
5'ggtctagect ggtactgtcc ttt-3' (TgM-mSiglec-15-R: SEQ ID NO: 8 en el Listado de secuencias)

Sonda TagMan para detectar Siglec-15 de raton:

5'-Fam-atttgagcca gatgagtcct ccaggcca-TAMRA-3' (sonda TqM-mSiglec-15: SEQ ID NO: 9 en el Listado de
secuencias)

Cebadores para amplificar proteina ribosomal L32 de ratén:

5'-aagaagttca tcaggcacca gt-3' (TgM-mL32-F: SEQ ID NO: 10 en el Listado de secuencias) y
5'-cttgacattg tggaccagga ac-3' (TqM-mL32-R: SEQ ID NO: 11 en el Listado de secuencias)

Sonda TagMan para detectar proteina ribosomal L32 de ratén:
5'-Fam-aaacccagag gcattgacaa cagggtgc-TAMRA-3' (sonda TgM-mL32: SEQ ID NO: 12 en el Listado de
secuencias)

Se llevé a cabo un andlisis de PCR en tiempo real usando un sistema de PCR en tiempo real (Detector de
Secuencia ABI Prism 7700, fabricado por Perkin EImer Japan, Applied Biosystems Division) en las siguientes
condiciones. En la reaccion, se usé Mezcla Maestra de PCR universal TagMan (fabricado por Applied Biosystems,
Inc.). En primer lugar, se afiadié agua destilada a 25 pmol de cada cebador, 8 ng de ADNc monocatenario y 10 pmol
de sonda TagMan para enrasar el volumen a 25 yl, y, después, se afadio a esto 25 ul de Mezcla Maestra de PCR
Universal TagMan, preparando de este modo 50 pl de una solucién de reaccion. Esta solucion de reaccion se
calent6 a 50 °C durante 2 minutos y después se calenté a 95 °C durante 10 minutos, y posteriormente se sometié a
40 ciclos de temperatura de "95 °C durante 0,25 minutos y 60 °C durante 1 minuto", efectuando de este modo el
analisis de PCR en tiempo real. Incidentalmente, el nivel de expresion de ARNm para cada gen se corrigio por el
nivel de expresion de ARNm para proteina ribosomal L32.

Como resultado, los niveles de expresion de los genes de catepsina K 'y TRAP que se conocen como moléculas
marcadoras para osteoclastos, aumentaron significativamente del dia 2 al dia 3 después de la adicion de RANKL
(Figs. 4-A, B). De igual forma, el nivel de expresién del gen de Siglec-15 aumentoé también significativamente del dia
2 al dia 3 después de la adiciéon de RANKL (Fig. 5). A partir de estos resultados, se reveld que la expresion del gen
de Siglec-15 aumenta acompafiando la diferenciacion de osteoblastos, y particularmente, el gen de Siglec-15 se
expresa con fuera en un estado de diferenciacion tardio.

Ejemplo 5. Produccion de construccion de expresion de proteina Siglec-15 de raton soluble

Se representa una secuencia parcial de acido nucleico que codifica el dominio extracelular de proteina Siglec-15 de
raton por la SEQ ID NO: 19 en el Listado de secuencias y la secuencia de aminoacidos de la misma esta
representada por la SEQ ID NO: 20 en el Listado de secuencias. Al utilizar dicha secuencia parcial, puede producirse
proteina Siglec-15 de ratdn soluble en un sobrenadante de cultivo de una célula animal o similares.

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

Se sintetizaron los oligonucledétidos que tienen las secuencias: 5'-ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctt caccATGGAG
GGGTC- CCTCC AACTC-3' (mSiglec-15-ECD-F: SEQ ID NO: 21 en el Listado de secuencias); y 5'-ggggaccact
ttgtacaaga aagct- gggtc TCCGGGGGCG CCGTGGAAGC GGAAC-3' (mSiglec-15-ECD-R: SEQ ID NO: 22 en el
listado de secuencias) como cebadores para amplificar el ADNc del dominio extracelular de Siglec-15 mediante la
PCR de acuerdo con un procedimiento comun. Incidentalmente, Estos cebadores se disefiaron como cebadores de
amplificaciéon para producir una puerta de entrada al clon, tal como afiadiendo una secuencia attB1 a mSiglec-15-
ECD-F y una secuencia attB2 a mSiglec-15-ECD-R. La PCR llevo a cabo usando esta combinacion de cebadores y
el plasmido Siglec-15/pcDNA3.1(+) producido en el Ejemplo 3 como molde de acuerdo con un procedimiento
conocido. Las condiciones para el termociclador se ajustaron del siguiente modo: después de calentar a 94 °C
durante 2 minutos, se repitié un ciclo de temperatura de "94 °C durante 0,5 minutos, 55 °C durante 0,5 minutos y 68
°C durante 1,5 minutos" 15 veces, seguido de calentamiento a 68 °C durante 5 minutos e incubacién a 4 °C.

b) Produccion de clon de entrada mediante reaccion Gateway BP

Se produjo un clon de entrada en el que se integré el ADNc del dominio extracelular de Siglec-15 mediante la
tecnologia Gateway (Invitrogen, Inc.) empleando, un sistema de recombinacion especifico de sitio de fago lambda
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mediante el siguiente procedimiento. En primer lugar, se efectué una reacciéon BP usando BP clonasa entre el
producto de la PCR que tenia una secuencia attB en ambos extremos producida en a) y pDNOR221 (fabricado por
Invitrogen, Inc.) que es un vector donante que tiene una secuencia attP. Usando esta solucion de reaccion, se
transformaron Escherichia coli DH10B, y se efectué una PCR de colonia para los clones resistentes a farmacos, y se
confirmé el tamano de las inserciones. Después, para un clon que se confirmé que tenia una insercién con el tamarfo
correcto, se efectudé un analisis de la secuencia de ADN total de la insercién. Como resultado, se obtuvo un clon de
entrada que es completamente idéntico a la secuencia de acido nucleico diana (SEQ ID NO: 19 en el Listado de
secuencias) que codifica el dominio extracelular de la proteina Siglec-15 de ratén.

c) Produccion de clon de expresién mediante reaccion Gateway LR

Se produjo un clon de expresion en el que se integré el ADNc del dominio extracelular de Siglec-15 mediante la
tecnologia Gateway (Invitrogen, Inc.) empleando un sistema de recombinacion especifico de sitio de fago lambda
mediante el siguiente procedimiento. El clon de entrada producido en b) contiene una insercion que tiene una
secuencia attL en ambos extremos. Se llevd a cabo una reaccion LR usando clonasa LR entre este clon de entrada y
dos tipos de vectores de destino que tenian una secuencia attR. Incidentalmente, como vector de destino, se usaron
dos tipos de vectores de destino: pPDONM disefiado de tal forma que el marcador del epitopo V5 y un marcador 6 x
His se afiaden al extremo C-terminal de la insercion; y phlgFc disefiado de tal forma que un marcador Fc humano se
afiade al extremo C-terminal de la inserciéon. Usando la soluciéon de reaccion obtenida por la reaccion LR, se
transformaron Escherichia coli DH10B, y se efectu6 una PCR de colonia para los clones resistentes a farmacos
obtenidos, y se confirmé el tamafo de las inserciones. Después, para un clon que se confirmd que tenia una
insercion con el tamafo correcto, se efectué un andlisis de secuencia de ambos extremos desde el lado de la
insercion hasta el lado del vector.

Secuencias de cebadores para el analisis de secuencias

5'-tgcgtgaagg tgcagggcag-3' (mSiglec-15-ECD-seqg-upstm: SEQ ID NO: 23 en el Listado de secuencias)

y
5'-cctcgectgg tegggte-3' (mSiglec-15-ECD-seg-dnstm: SEQ ID NO: 24 en el Listado de secuencias)

Como resultado del analisis de secuencias, se obtuvieron clones de expresion (Siglec-15 soluble de raton/pDONM y
Siglec-15 soluble de ratdon/phigFc) en la que sucedié la recombinacién correcta para pDONM y phigFc,
respectivamente. Transfectando el Siglec-15 soluble de ratén/pDONM en una célula animal o similares, el ARNm
que tenia la secuencia de bases representada por SEQ ID NO: 25 en el Listado de secuencias se transcribi6 y
tradujo en una proteina (Siglec-15- His de raton) que tenia la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO: 26 en el Listado de secuencias. Ademas, transfectando el Siglec-15 soluble de raton/phigFc en una célula
animal o similares, el ARNm que tenia la secuencia de bases representada por SEQ ID NO: 27 en el Listado de
secuencias se transcribié y tradujo en una proteina (Siglec-15-Fc de ratdn) que tenia la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 28 en el Listado de secuencias.

Ejemplo 6. Examen de tiempo 6ptimo de cultivo para producir proteina Siglec-15 soluble de ratén
a) Expresion de proteina usando células 293-F

Los dos tipos de plasmidos de expresion (Siglec-15 soluble de raton/pDONM vy Siglec-15 soluble de ratén/phigFc)
obtenidos en el Ejemplo 5 se prepararon en una cantidad de aproximadamente 100 ug, respectivamente. 50 ug de
cada uno de los plasmidos preparados se mezcléo con Opti-MEM (fabricado por Invitrogen, Inc.), seguido de
esterilizacion por filtracion. Después, 64 ul de un reactivo de transfeccion 293fectina (fabricado por Invitrogen, Inc.)
se afnadié a esta, y la mezcla resultante se incub6 a temperatura ambiente durante 25 minutos. Cada una de las
muestras obtenidas de este modo se afadid a células FreeStyle 293-F (producidas por Invitrogen, Inc.) cultivadas en
un matraz agitado hasta que la densidad celular alcanzo 1,0 x 108 células/ml x 50 ml en medio de expresion
FreeStyle 293 (fabricado por Invitrogen, Inc.), y se sometio a las células a cultivo rotatorio (125 rotaciones/min) a una
concentracion de CO- del 8,0 % durante 96 horas (4 dias) a 37 °C. Una pequefia porcion de la solucion de cultivo se
recogio a intervalos de 24 horas (tiempo de cultivo: 0, 24, 48, 72, 96 horas), y se centrifugé para preparar un
sobrenadante de cultivo. Se considera que en los sobrenadantes de cultivo preparados de este modo, se expresan
una proteina en la que se han afiadido un marcador de epitopo V5 y un marcador 6 x His al extremo C-terminal del
dominio extracelular de Siglec-15 (Siglec-15-His de ratén) y una proteina en la que se ha afnadido un marcador Fc
humano al extremo C-terminal del dominio extracelular de Siglec-15 de ratén (Siglec-15-Fc de raton),
respectivamente.

b) Cambio en el nivel de expresion en funcion del tiempo de cultivo para células 293F que expresan Siglec-15-His de
raton.

Usando las muestras de solucion de cultivo (tiempo de cultivo: 0, 24, 48, 72, 96 horas) de células 293F que
expresaban Siglec-15-His de ratdn preparadas en a) y una proteina comercial que contenian un marcador His,
osteoprotegerina humana recombinante/his (OPG-Fc-His) (fabricado por R&D systems, Inc.), se analizaron los
niveles de expresion mediante electroforesis de SDS-poliacrilamida en condiciones reductoras y transferencia de
Western. Es decir, a 5 yl de una muestra obtenida concentrando cada solucién de cultivo 20 veces usando Microcon
YM-10 (fabricado por Millipore Co., Ltd.) o 5 pl de una solucién OPG-Fc-His, se afiadié una cantidad equivalente de
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solucién de tratamiento SDS (Tampoén Tris-HCI 10 mM (pH 8,0) que contenia EDTA 1 mM, SDS al 2,5 %, azul de
bromofenol al 0,1 %, y 2-mercaptoetanol al 5 % ), y la mezcla resultante se calenté a 95 °C durante 10 minutos. 0,8
ul de cada una de las muestras tratadas termalmente se usaron para la electroforesis en SDS-poliacrilamida. Como
gel para electroforesis, se usé un gel de gradiente de poliacrilamida al 8-25 % (fabricado por Amersham Biosciences,
Inc.), y se llevd a cabo la electroforesis usando un dispositivo PhastSystem (fabricado por Amersham Biosciences,
Inc.). Ademas, como marcadores de peso molecular, se usaron marcadores ECL DualVue de transferencia de
Western (fabricado por Amersham Biosciences, Inc.). Tras finalizar la electroforesis, se transfirid la proteina en el gel
a una membrana de PVDF (Hybond-P, fabricado por Amersham Biosciences, Inc.) usando el kit de transferencia
semiseca PhastTransfer (fabricado por Amersham Biosciences, Inc.) y PhastSystem. Esta membrana de PVDF se
transfiri6 en 10 ml de un agente de bloqueo (BlockAce, fabricado por Snow Brand Milk Products, Co., Ltd.) que
contenia Tween 20 al 0,1 % y se agité suavemente a temperatura ambiente durante 1 hora. A esta solucion de
bloqueo, se le afiadieron 5 pl de una solucion de proteina S-HRP (Marcadores ECL DualVue de transferencia de
Western, fabricado por Amersham Biosciences, Inc.) y 2 uyl de un anticuerpo anti-6-His-HRP (PentaHis. kit HRP
Conjugate, fabricado por Qiagen, Inc.) y se agité suavemente la membrana en la solucién a temperatura ambiente
durante 1 hora mas. Esta membrana de PVDF se lavo 4 veces agitandola suavemente en 50 ml de suero salino
tamponado con fosfato (PBS) que contenia Tween 20 al 0,01 % durante 5 minutos. Después de lavar, se tratd la
membrana de PVDF de acuerdo con el protocolo adjunto al kit de deteccion ECL (reactivos y sistema de analisis
ECL de deteccion por transferencia de Western, fabricado por Amersham Biosciences, Inc.) para revelar el color de
la banda de la proteina que contenia His, y el color revelado se detecté usando una minicamara ECL (fabricado por
Amersham Biosciences, Inc.) y pelicula Polaroid (Polapan 3200B, fabricado por Polaroid, Inc.). Los resultados se
muestran en la Fig. 6. A partir de estos resultados, se seleccion6 un tiempo de cultivo de 96 horas como tiempo de
cultivo para células 293F que produjeron la concentracion mas alta de una proteina (Siglec-15-His de raton) que
tiene un peso molecular de aproximadamente 35 kDa y reacciona con un anticuerpo anti-6-His-HRP.

b) Cambio en el nivel de expresion en funcién del tiempo de cultivo para células 293F que expresan Siglec-15-Fc de
raton

Usando la solucién de cultivo (tiempo de cultivo: 0, 24, 48, 72, 96 horas) de células 293F que expresaban Siglec-15-
Fc de ratén preparadas en a) y una IgG humana (fabricado por Sigma Co., Ltd), se analizaron los niveles de
expresion mediante electroforesis de SDS-poliacrilamida en condiciones no reductoras y transferencia de Western.
Es decir, a 5 yl de cada muestra de solucion de cultivo o 5 pl of de una solucién de IgG humana, se le afadié una
cantidad equivalente de una solucién de tratamiento de SDS, y la mezcla resultante se calent6é a 95 °C durante 10
minutos. De igual modo al procedimiento descrito en el apartado b) anterior usando 0,8 pl de cada una de las
muestras tratadas térmicamente, se efectuaron electroforesis en SDS-poliacrilamida, transferencia a una membrana
de PVDF, y bloqueo de la membrana de PVDF. A la membrana de PVDF después de bloquear, se le ahadieron 5 pl
de una solucién de proteina S-HRP (Marcadores ECL DualVue de transferencia de Western, fabricado por
Amersham Biosciences, Inc.) y 2 yl de un anticuerpo IgG-Fc-HRP anti-humano (IgG anti-humano (especifica de Fc)
conjugado a peroxidasa, fabricado por Sigma Co., Ltd) y se agit6 suavemente la membrana en la solucion a
temperatura ambiente durante 1 hora mas. Después de efectuar el lavado del mismo modo al descrito en el
procedimiento del apartado b) anterior, el color revelado de la banda de la proteina que contenia Fc se detectd. Los
resultados se muestran en la Fig. 7. A partir de estos resultados, se selecciond un tiempo de cultivo de 96 horas
como tiempo de cultivo para células 293F que produjeron la concentracion mas alta de una proteina (Siglec-15-Fc de
raton) que tiene un peso molecular de aproximadamente 110 kDa y reacciona con un anticuerpo Fc anti-humano.

Ejemplo 7. Preparacion de solucion de cultivo a gran escala que contiene proteina Siglec-15 soluble de ratén
usando células 293-F

Los dos tipos de plasmidos de expresion (Siglec-15 soluble de raton/pDONM vy Siglec-15 soluble de ratén/phigFc)
obtenidos en el Ejemplo 5 se prepararon en una cantidad de aproximadamente 5 mg, respectivamente.
Incidentalmente, en la purificacion de los plasmidos de la Escherichia coli cultivada a gran escala, se uso el kit
Invitrogen PureLink HiPure Plasmid Gigaprep (fabricado por Invitrogen, Inc.). Los plasmidos preparados de este
modo se mezclaron con Opti-MEM (fabricado por Invitrogen, inc.), seguido de esterilizacion por filtracion. Después,
10 ml de un reactivo de transfeccion 293fectina (fabricado por Invitrogen, Inc.) se afiadi6 a esta, y la mezcla
resultante se incub6 a temperatura ambiente durante 20 minutos. Cada una de las muestras obtenidas de este modo
se afiadio a células FreeStyle 293-F (producidas por Invitrogen, Inc.) cultivadas en matraces Erlenmeyer hasta que
la densidad celular alcanzé 1,1 x 10° células/ml x 5 | (1 I/matraz por 5 matraces) en medio de expresion FreeStyle
293 (fabricado por Invitrogen, Inc.). Después de someter a las células a cultivo rotatorio (125 rotaciones/min) a una
concentracion de CO; del 8,0 % durante 96 horas (4 dias) a 37 °C, se recogio la solucién de cultivo y se centrifugd
para preparar un sobrenadante de cultivo. Se considera que en los sobrenadantes de cultivo preparados de este
modo, se expresan una proteina en la que se han afadido un marcador de epitopo V5 y un marcador 6 x His al
extremo C-terminal del dominio extracelular de Siglec-15 (Siglec-15-His de raton) y una proteina en la que se ha
afiadido un marcador Fc humano al extremo C-terminal del dominio extracelular de Siglec-15 de ratén (Siglec-15-Fc
de ratén), respectivamente.

Ejemplo 8. Purificacion de Siglec-15-His de raton

a) Columna de cromatografia HisTrap HP
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A 2 | de la solucion de cultivo de células 293F que expresan Siglec-15-His de raton preparadas en el Ejemplo, se le
afnadieron 225 ml de tampon 10 x (Tris 500 mM, NaCl 1,5 M, imidazol 200 mM, pH 8,0), y la mezcla resultante se
agito bien y se filtrd a través de un filtro Sterivex-GV (fabricado por Millipore Co., Ltd.). Esta solucién de cultivo se
aplicé a una columna que comprendia tres columnas de 5 ml HisTrap HP (fabricado por Amersham Biosciences,
Inc.) conectadas en serie y se tratd previamente con un agente eliminador de pirégenos, PyroCLEAN (fabricado por
ALerCHEK, Inc.) y se lavé con agua destilada para inyeccion a un caudal de 2 ml/min. Después de lavar la columna
con 60 ml de tampon Tris-HCI 50 mM (pH 8,0) que contenia NaCl 300 mM a un caudal de 1 ml/min, se eluyd una
proteina adsorbida en columna con 50 ml de tampon Tris-HCI 50 mM (pH 8,0) que contenia NaCl 300 mM e imidazol
500 mM a un caudal de 1 mil/min. El eluato se fraccion6 a 1 ml por fraccion en tubos mini-sorp (fabricado por Nunc,
Inc.) a los que se les habia afiadido anteriormente 10 pl de Tween 20. Después de concentrar aproximadamente 20
ml de una solucién obtenida combinando las fracciones (fracciones 14 a 20) que contenian las proteinas a 2,5 ml
con un concentrador de membrana de centrifugacion Amicon Ultra-15 (fabricado por Millipore Co., Ltd.), se aplico el
concentrado a una columna de desalado PD-10 (fabricada por Amersham Biosciences, Inc.) que habia sido
equilibrada previamente con suero salino tamponado con fosfato que contenia Tween 20 al 0,01 % (T-PBS), seguido
de elucion con T-PBS, mediante lo cual se obtuvieron 3,5 ml de una muestra cuyo disolvente estaba reemplazado
por T-PBS.

b) Cromatografia en columna Resource Q

A 3,5 ml de la muestra que se habia purificado mediante columna HisTrap HO y cuyo disolvente se habia
reemplazado por T-PBS, se le afiadieron 22,5 ml de tampodn Tris-HCI 50 mM (pH 7,5) que contenia CHAPS al 0,1 %
y se agitd la mezcla resultante. Después, la mezcla se centrifugd a 4 °C durante 30 minutos a 3. 000 rpm y se retird
el precipitado. Después de filtrar el sobrenadante resultante a través de un filtro Miller-GV (fabricado por Millipore
Co., Ltd.), el filtrado se aplicé a una columna de 6 ml Resource Q (fabricado por Amersham Biosciences, inc.) que se
habia equilibrado previamente con tampon Tris-HCI 50 mM (pH 7,5) que contenia CHAPS al 0,1 % a un caudal de 1
ml/min. A continuacién, se lavo la columna con este tampoén a un caudal de 1 ml/min y se recogié una fraccion de
proteina que no habia sido adsorbida en la columna. Se eluyé una proteina adsorbida en la columna con tampén
Tris-HCI 50 mM (pH 7,5) que contenia CHAPS al 0,1 % y NaCl 1 M a un caudal de 1 ml/min. Después de concentrar
26,5 ml de la fracciéon que no estaba adsorbida en la columna a 2,0 ml con un concentrador de membrana de
centrifugacion Amicon Ultra-15 (fabricado por Millipore Co., Ltd.), el concentrado se centrifugé a 4 °C durante 10
minutos a 3.000 rpm y se retird el precipitado. Se crioconservé el sobrenadante después de la centrifugacion a -80
°C hasta su uso. El procedimiento de purificacion anteriormente mencionado (cromatografia en columna HisTrap HP
y cromatografia en columna Resource Q) se realiz6 dos veces repitiéndolo.

c) Ensayo de deteccioén y pureza de Siglec-15-His de raton purificada

Usando una muestra preparada por el procedimiento de purificacion anteriormente mencionado (cromatografia en
columna HisTrap HP y cromatografia en columna Resource Q), se efectud electroforesis en SDS-poliacrilamida en
condiciones reductoras y tincion de plata. Es decir, a 5 yl de cada una de las muestras purificadas mediante las
respectivas etapas de purificacion, se le afiadié una cantidad equivalente de una solucién de tratamiento de SDS, y
la mezcla resultante se tratd térmicamente a 95 °C durante 10 minutos. 0,3 pl de cada una de las muestras tratadas
termalmente se usaron para la electroforesis en SDS-poliacrilamida. El procedimiento de electroforesis se llevd a
cabo del mismo modo que en el apartado b) anteriormente mencionado del Ejemplo 6, excepto en que se usaron
marcadores de peso molecular Rainbow (fabricado por Amersham Biosciences, Inc.) como marcadores de peso
molecular. Tras finalizar la electroforesis, se llevé a cabo la tincién de plata usando el kit PhastGel Silver (fabricado
por Amersham Biosciences, Inc.) y PhastSystem. Los resultados se muestran en la Fig. 8. Se demostré que una
proteina que tenia un peso molecular de aproximadamente 35 kDa (Siglec-15-His de raton) se purificaba
eficazmente y se concentraba en la fraccion de proteina que no se adsorbia en la columna Resource Q.

La electroforesis se llevd a cabo en las mismas condiciones, excepto que se usaron los marcadores ECL DualVue
de transferencia de Western (fabricado por Amersham Biosciences, Inc.) como marcadores de peso molecular, y se
transfirio la proteina en el gel a una membrana de PVDF (Hybond-P, fabricado por Amersham Biosciences, Inc.)
usando el kit de transferencia semiseca PhastTransfer (fabricado por Amersham Biosciences, Inc.) y PhastSystem.
Esta membrana de PVDF se agité6 suavemente en 10 ml de un agente de bloqueo (BlockAce, fabricado por Snow
Brand Milk Products, Co., Ltd.) que contenia Tween 20 al 0,1 % a temperatura ambiente durante 1 hora. A esta
solucion de bloqueo, se afiadieron 10 pl de proteina S-HRP (fabricado por Amersham Biosciences, Inc.) y 10 pl de
un anticuerpo anti-V5-HRP (anticuerpo monoclonal contra Pk-TAG-HRP, fabricado por Acris Antibodies GmbH) y se
agité suavemente la membrana en la soluciéon a temperatura ambiente durante 1 hora mas. La membrana de PVDF
se lavo 4 veces agitandola suavemente en 50 ml de suero salino tamponado con fosfato (PBS) que contenia Tween
20 al 0,01 % durante 5 minutos. Después de lavar, se traté la membrana de PVDF de acuerdo con el protocolo
adjunto al kit de deteccion ECL (fabricado por Amersham Biosciences, Inc.) para revelar el color de la banda de la
proteina, y el color revelado se detectd usando una minicamara ECL (fabricado por Amersham Biosciences, Inc.) y
pelicula Polaroid (Polapan 3200B, fabricado por Polaroid, Inc.). Los resultados se muestran en la Fig. 9. También a
partir de estos resultados, se pudo confirmar que una proteina que tiene un peso molecular de aproximadamente 35
kDa (Siglec-15-His de raton) y reacciona con anticuerpo anti-VH-HRP se purificaba eficazmente y se concentraba en
la fraccion de proteina que no se adsorbia en la columna Resource Q.
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d) Medicion de concentracion de proteina de Siglec-15-His de ratén purificada

Para la Siglec-15-His purificada de ratén (la fraccion de proteina que no se adsorbi6 en la columna Resource Q), se
midié la concentracion de proteina con un kit de ensayo de proteina DC (fabricado por Bio-Rad Laboratories, Inc)
usando albumina de suero bovino como patron de muestra. Tal como se muestra en la Tabla 1, se obtuvo un total de
1,66 mg de proteina Siglec-15-His de raton llevando a cabo dos veces el procedimiento de purificacion.

Tabla 1

Conc. Prot. (mg/ml)

Vol. de muestra (ml)

Proteina total (mg)

12 0,475 2,0 0,95
22 0,354 2,0 0,71
Total 1,66

Ejemplo 9. Purificacion de Siglec-15-Fc de ratén
a) Cromatografia en columna de proteina A HiTrap

1,8 | de la solucién de cultivo de células 293F que contenian Siglec-15-Fc de raton preparada en el Ejemplo 7 se
filtré a través de un filtro Sterivex-GV (fabricado por Millipore Co., Ltd.), y, después, el filtrado se aplicé a una
columna de 5 ml de proteina A HiTrap (fabricado por Amersham Biosciences, Inc.) que se habia equilibrado
previamente con PBS de Dulbecco (D-PBS, fabricado por Invitrogen, Inc.) a un caudal de 5 ml/min. Después de lavar
la columna con D-PBS a un caudal de 5 ml/min, se eluy6 una proteina adsorbida en la columna con 50 ml de tampdn
de citrato de sodio 0,1 M (pH 3,0) a un caudal de 5 mil/min. El eluato se fraccioné a 5 ml por fraccion en tubos mini-
sorp (fabricado por Nunc, Inc.), e inmediatamente después, se afiadieron 1,3 ml de Tris 1 M para neutralizar el
eluido. Después de concentrar una solucion obtenida combinando las fracciones (fracciones 1 y 2) en la que se
detectd proteinas a 2,5 ml con un concentrador de membrana de centrifugacion Amicon Ultra-15 (fabricado por
Millipore Co., Ltd.), se aplicod el concentrado a una columna de desalado PD-10 (fabricada por Amersham
Biosciences, Inc.) que se habia equilibrado previamente con suero salino fisiolégico Otsuka para inyeccion (TO-SS,
fabricado por Otsuka Pharmaceutical Co., Ltd.) que contenia Tween 20 al 0,01 %, seguido de elucion con TO-SS,
mediante lo cual se obtuvieron 3,5 ml de una muestra cuyo disolvente estaba reemplazado por TO-SS. Esta muestra
se crioconservo a -80 °C hasta su uso. Usando 2,9 | de una solucion de cultivo de células 293F, se llevé a cabo el
mismo procedimiento de purificacion una y otra vez repitiéndolo.

b) Ensayo de deteccion y pureza de Siglec-15-Fc de ratén purificada

Usando una muestra preparada por el procedimiento de purificacion anteriormente mencionado, se efectud
electroforesis en SDS-poliacrilamida en condiciones reductoras y tincion de plata. Es decir, a 5 ml de cada una de
las muestras purificadas mediante las respectivas etapas de purificacion, se le afiadié una cantidad equivalente de
una solucioén de tratamiento de SDS, y la mezcla resultante se calenté a 95 °C durante 10 minutos. Se usaron 0,3 pl
de una muestra obtenida diluyendo cada una de las muestras tratadas termalmente a 1/300 o 1/900 con una
concentracion media de la solucion de tratamiento de SDS para la electroforesis en gel de poliacrilamida. La
electroforesis y la tincion de plata se llevaron a cabo del mismo modo que en el ensayo de pureza de Siglec-15-His
de ratén descrito en c) del Ejemplo 8. Los resultados de muestran en la Figura 10 junto con los resultados del
examen preliminar de las condiciones de purificacion a pequefia escala (el pH de la solucién de cultivo aplicada fue
8,9 0 7,0). Se demostré que una proteina que tenia un peso molecular de aproximadamente 55 kDa (Siglec-15-Fc de
ratén) se purificaba eficazmente y se concentraba en la fraccion de proteina eluida de la columna de proteina A
HiTrap.

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

Para Siglec-15-Fc de ratén purificada (la fraccion de proteina eluida de la columna de desalado PD-10), se midi6 la
concentracion de proteina con un kit de ensayo de proteina DC (fabricado por Bio-Rad Laboratories, Inc) usando
albumina de suero bovino como patréon de muestra. Tal como se muestra en la Tabla 2, se obtuvo un total de 92 mg
de proteina Siglec-15-Fc de ratén llevando a cabo dos veces el procedimiento de purificacion.

Tabla 2

Conc. Prot. (mg/ml)

Vol. de muestra (ml)

Proteina total (mg)

12 8,0 3,5 28
22 18,5 3,5 64
Total 92
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Ejemplo 10. Produccion de anticuerpo policlonal de conejo anti-Siglec-15 de ratén (inmunizacion de conejo)
a) Preparacion del antigeno

La proteina Siglec-15-Fc de ratén producida en el Ejemplo 9 se preparé a 100 pg/0,5 ml, y se afiadio a esta una
cantidad equivalente de un adyuvante y se produjo una emulsiéon usando una jeringa de vidrio. Como adyuvante, se
uso adyuvante incompleto de Freund (FCA, fabricado por Difco Laboratories, Inc.) solo para la primera inmunizacion,
y adyuvante incompleto de Freund (FICA, fabricado por Difco Laboratories, Inc.) para la segunda inmunizacion y las
posteriores.

b) Inmunizacién de conejo

Tres conejos (conejos japoneses hembra de color blanco con un peso corporal de 3 kg) se usaron como animales
inmunizados. Incidentalmente, se recogié sangre antes de la inmunizacion, y se obtuvo 1 ml de suero preinmune por
cada conejo. La emulsion obtenida en a) se inyectd por via subcutanea e intradérmicamente usando una agua de
inyeccion del calibre 27 a razon de 1 ml/conejo. La inmunizacién se llevo a cabo un total de 8 veces cada 14 dias
después de la primera inmunizacion. La sangre completa se recogié después de 7 dias desde la fecha de la 82
inmunizacion, y se obtuvieron de 76 a 79 ml de antisuero por conejo. Los titulos de anticuerpo en el suero preinmune
y el antisuero se confirmaron mediante un procedimiento ELISA usando un antigeno inmovilizado. Como resultado,
se confirmd un aumento en el titulo de anticuerpo en los tres conejos. El antisuero se almaceno a -20°C hasta su
uso.

Ejemplo 11. Purificacion de anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de ratén
a) Cromatografia en columna de proteina A HiTrap

A 20 ml de cada uno de los tres lotes de antisuero de conejo preparados en el Ejemplo 10, se le afiadio 20 ml de
PBS de Dulbecco (D-PBS, fabricado por Invitrogen, Inc.) y se mezcld, y la mezcla resultante se filtré a través de un
filtro Sterivex-GV (fabricado por Millipore Co., Ltd.). Después, el filtrado se aplicé a una columna de 5 ml de proteina
A HiTrap (fabricado por Amersham Biosciences, Inc.) que se habia equilibrado previamente con D-PBS a un caudal
de 2 ml/min. Después de lavar la columna con 37,5 ml de D-PBS a un caudal de 2,5 ml/min, se eluy6 una proteina
adsorbida en la columna con 50 ml de tampdn de citrato de sodio 0,1 M (pH 3,0) a un caudal de 2,5 mil/min. El eluato
se fraccion6 a 2,5 ml por fraccion en tubos mini-sorp (fabricado por Nunc, Inc.), e inmediatamente después, se
afiadieron 0,65 ml de Tris 1 M para neutralizar el eluido. Después de concentrar aproximadamente 10 ml de una
solucion obtenida combinando las fracciones (fracciones 2 a 5) que contenian las proteinas a 2,5 ml con un
concentrador de membrana de centrifugacion Amicon Ultra-15 (fabricado por Millipore Co., Ltd.), se aplico el
concentrado a una columna de desalado PD-10 (fabricada por Amersham Biosciences, Inc.) que se habia
equilibrado previamente con suero salino Otsuka para inyeccion (TOSS) que contenia Tween 20 al 0,01 %, seguido
de eluciéon con TO-SS, mediante lo cual se obtuvieron 3,5 ml de una muestra cuyo disolvente estaba reemplazado
por TO-SS. La muestra preparada de este modo se criopreservoé a -80 °C hasta su uso.

b) Ensayo de deteccion y pureza de anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de raton

Usando las muestras (tres lotes, N° 1, 2, y 3) preparadas mediante el procedimiento de purificacion descrito en el
apartado a) anterior, se efectud electroforesis en SDS-poliacrilamida en condiciones reductoras y tincion de plata. Es
decir, a 5 yl de cada una de las muestras purificadas mediante las respectivas etapas de purificaciéon, una cantidad
equivalente de solucion de tratamiento SDS (Tampén Tris-HCI 10 mM (pH 8,0) que contenia EDTA 1 mM, SDS al
2,5 %, azul de bromofenol al 0,1 %, y 2-mercaptoetanol al 5 %), y la mezcla resultante se calenté a 95 °C durante 10
minutos. 0,3 ul de una muestra obtenida diluyendo cada una de las muestras tratadas térmicamente a 1/100, 1/300 o
1/900 con una concentracién media de la solucién de tratamiento de SDS se usaron para la electroforesis de SDS-
poliacrilamida. La electroforesis y la tincion de plata se llevaron a cabo del mismo modo que en el ensayo de pureza
de Siglec-15-His de ratdn descrito en c) del Ejemplo 8. Se demostré que una proteina IgG compuesta de una cadena
pesada que tiene un peso molecular de aproximadamente 45 kDa y una cadena ligera que tiene un peso molecular
de aproximadamente 21 kDa se purificé eficazmente y se concentré en la fraccidon de proteina que se eluyd de la
columna de desalado PD-10.

c) Medicidn de la concentracion de proteina de anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de ratén purificado

Para el anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de raton purificado (la fraccion de proteina eluida de la columna de
desalado PD-10), se midié la concentracion de proteina con un kit de ensayo de proteina DC (fabricado por Bio-Rad
Laboratories, Inc) usando IgG bovina como patrén de muestra. Tal como se muestra en la Tabla 3, se pudieron
purificar de 100 a 170 mg del anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de ratén en cada uno de los lotes con N° 1 a 3.
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Tabla 3

Conc. Prot. (mg/ml) |Vol. de muestra (ml)| Proteina total (mg)

N° 1 39,9 3,5 140
N° 2 28,8 3,5 100
N° 3 487 3,5 170

d) Examen de la reactividad de anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de ratén purificado con el dominio extracelular de
Siglec-15

Se llevd a cabo un ensayo para confirmar que el anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de ratdén preparado en el
apartado a) anterior se une no solo a un marcador Fc, sino también al dominio extracelular de proteina Siglec-15. A
5 pl de la muestra purificada de Siglec-15-His de raton (Ejemplo 8) o 5 pl de la muestra purificada de Siglec-15-Fc,
se afiadié una cantidad equivalente de una solucién de tratamiento SDS (con o sin adicion de 2-mercaptoetanol al 5
%), y la mezcla resultante se calenté a 95 °C durante 10 minutos. 0,3 pl de cada una de las muestras tratadas
termalmente se usaron para la electroforesis en SDS-poliacrilamida. y se llevaron a cabo la electroforesis y la
transferencia a una membrana de PVDF del mismo modo que en el procedimiento descrito en apartado b) del
Ejemplo 6 anterior. Esta membrana de PVDF se agit6 suavemente en 8 ml de un agente de bloqueo (BlockAce,
fabricado por Snow Brand Milk Products, Co., Ltd.) que contenia Tween 20 al 0,1 % a temperatura ambiente durante
1 hora. A esta solucion de bloqueo, se le afadieron 1,6 pl del anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de raton N° 1
(Tabla 3), y la membrana de PVDF se agitd6 suavemente la membrana en la solucién a temperatura ambiente
durante 1 hora mas. Esta membrana de PVDF se lavd 4 veces agitandola suavemente en 50 ml de PBS que
contenia Tween 20 al 0,01 % durante 5 minutos. La membrana de PVD lavada se inmersioné en 8 ml de agente de
bloqueo diluyente de anticuerpo ECL Advance (kit de deteccion de transferencia de Western ECL Advance,
fabricado por Amersham Biosciences, Inc.), se IgG-HRP anti-conejo (fabricado por Amersham Biosciences, Inc.)
para dar una concentracion final de 2 x 1/200.000 M. Después, se le afiadieron 0,8 ul de una solucién de proteina S-
HRP (Marcadores ECL DualVue de transferencia de Western, fabricado por Amersham Biosciences, Inc.) se afiadié
a esta, y la membrana se agité suavemente la membrana en la solucién a temperatura ambiente durante 1 hora
mas. Esta membrana de PVDF se lavd 4 veces agitandola suavemente en 50 ml de PBS que contenia Tween 20 al
0,01 % durante 5 minutos. Después de lavar, se traté la membrana de PVDF de acuerdo con el protocolo adjunto al
kit de deteccion de transferencia de Western ECL Advance (fabricado por Amersham Biosciences, Inc.), y el color
revelado de la banda de proteina se detecté usando una minicamara ECL (fabricado por Amersham Biosciences,
Inc.) y pelicula Polaroid (Polapan 3200B, fabricado, por Polaroid, Inc.). Los resultados se muestran en la Fig. 11. A
partir de estos resultados, se demostré que el anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de ratéon también se une a Siglec-
15-His de ratén, y se pudo confirmar que el anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de ratén se une no solo a un
marcador Fc, sino también al dominio extracelular de la proteina Siglec-15. Se efectud el mismo ensayo repitiéndolo,
y se confirmé que los anticuerpos policlonales anti-Siglec-15 de raton N° 2 y N° 3 también se unen a Siglec-15-His
de ratén.

Ejemplo 12. Purificacion de IgG de conejo preinmune

Se habia recogido sangre previamente de cada uno de los tres conejos usados en el Ejemplo 10, antes de iniciar la
inmunizacioén con Siglec-15-Fc de raton, y se prepard suero preinmune a partir de esta. Después de mezclar entre si
una alicuota de 0,8 ml de cada una de estas muestras de suero, se le afiadié 2,4 ml de PBS de Dulbecco (D-PBS,
fabricado por Invitrogen, Inc.) se afiadié a esta, y la mezcla resultante se filtr6 a través de un filtro Millex-GV
(fabricado por Millipore Co., Ltd.). Después, la muestra resultante se aplicé a una columna de 5 ml de proteina A
HiTrap (fabricado por Amersham Biosciences, Inc.) que se habia equilibrado previamente con D-PBS a un caudal de
1 ml/min. Después de lavar la columna con 50 ml de D-PBS a un caudal de 2,5 ml/min, se eluyé una proteina
adsorbida en la columna con 50 ml de tampdn de citrato de sodio 0,1 M (pH 3,0) a un caudal de 2,5 miI/min. El eluato
se fraccion6 a 2,5 ml por fracciéon en tubos mini-sorp (fabricado por Nunc, Inc.), e inmediatamente después, 0. se
afiadieron 0,65 ml de Tris 1 M para neutralizar el eluido. Después de concentrar una solucién obtenida combinando
las fracciones (fracciones 2 a 4) que contenian las proteinas a 2,5 ml con un concentrador de membrana de
centrifugacion Amicon Ultra-15 (fabricado por Millipore Co., Ltd.), se aplicé el concentrado a una columna de
desalado PD-10 (fabricada por Amersham Biosciences, Inc.) que se habia equilibrado previamente con suero salino
Otsuka para inyeccion (TO-SS) que contenia Tween 20 al 0,01 %, seguido de elucién con TO-SS, mediante lo cual
se obtuvieron 3,5 ml de una muestra cuyo disolvente estaba reemplazado por TO-SS. La muestra de IgG preinmune
de conejo purificada de este modo se sometid a electroforesis de poliacrilamida y tincién de plata mediante el
procedimiento descrito en el apartado c) anterior del Ejemplo 8 para confirmar que la proteina de IgG estaba
suficientemente purificada, y después se midi6 la concentracion de proteina. La muestra purificada de este modo se
criopreservoé a -80 °C hasta su uso.

Ejemplo 13. Preparacion de columna de afinidad que tiene Siglec-15-Fc de raton inmovilizado sobre este

Después de reemplazar 0,54 ml del disolvente de la solucién de Siglec-15-Fc de ratén de 18,5 mg/ml descrita en el
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Ejemplo 9 (un total de 10 mg de proteina) con un tampén de acoplamiento (NaHCO3 0,2 M, NaCl 0,5 M, pH 8,3)
usando una columna de desalado PD-10, la solucién resultante se concentré6 a 1 ml usando un concentrador de
membrana de centrifugacion Amicon Ultra 4 (fabricado por Millipore Co., Ltd.). Después se reemplaza el isopropanol
en una columna HiTrap activada con NHS (1 ml, fabricado por Amersham Biosciences, Inc.) con acido clorhidrico 1
mM, se inyect6 1 ml de un tampon de acoplamiento que contenia Siglec-15-Fc de ratén 10 mg/ml en la columna
usando una jeringa. Después de dejar proceder la reaccion a temperatura ambiente durante 30 minutos, para
inactivar los grupos excesivamente activos, se inyectaron 6 ml de un tampén de bloqueo (tampdn de etanolamina
que contiene NaCl 0,5 M, pH 8,3), 6 ml de un tampodn de lavado (tampdn de acetato de sodio que contiene NaCl 0,5
M, pH 4,0), y 6 ml del tampdn de bloqueo secuencialmente de acuerdo con el protocolo de Amersham Biosciences,
Inc., y, después, la columna se dejo a temperatura ambiente durante 30 minutos. A continuacion, 6 ml del tampén de
lavado, 6 ml del tampdn de bloqueo, y 6 ml del tampdn de lavado se inyectaron en la columna secuencialmente de
nuevo, y finalmente, se reemplazé el tampdn en la columna con tampoén Tris-HCI 50 mM (pH 7,0) que contenia NaCl
1My Tween 20 al 0,01 %. Esta muestra se almacen6 a 4 °C hasta su uso.

Ejemplo 14. Purificacion de anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de raton con columna de afinidad
a) Cromatografia de afinidad en columna

A 2 ml de cada uno de los anticuerpos policlonales anti-Siglec-15 de ratéon N° 1, 2 y 3 preparados en el Ejemplo 11,
se le afiadieron 8 ml de un tampén de aplicacion (tampoén Tris-HCI 10 mM que contiene NaCl 0,15 M, pH 7,2), y la
mezcla resultantes se aplicé a la columna de afinidad (Ejemplo 13) que se habia equilibrado anteriormente con el
Tampon de aplicacién a un caudal del 0,25 mil/min. Después de lavar la columna con 5 ml del tampoén de aplicacion a
un caudal de 0,25 ml/min, en primer lugar, se eluyé una proteina adsorbida en la columna con 5 ml de tampén de
clorhidrato de glicina 0,1 M (pH 2,7) que contenia NaCl 0,5 M a un caudal de 0,25 ml/min, y posteriormente, se eluyd
una proteina adsorbida en la columna con 5 ml de tampdn de citrato de sodio 0,1 M (pH 2,0) que contenia NaCl 0,5
M a un caudal de 0,25 ml/min. El cromatograma del anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de ratén N° 3 purificado con
la columna de afinidad se muestra en la Fig. 12. El eluato se fraccion6 a 0,5 ml por fracciéon en tubos mini-sorp
(fabricado por Nunc, Inc.), e inmediatamente después, se afiadieron 16 pl de Tris 1 M a 0,5 ml de cada fraccion
eluida con el tampdn de clorhidrato de glicina, y se afiadieron 150 pl de Tris 1 M a 0,5 ml de cada fraccion eluida con
el tampon de citrato de sodio para neutralizar el eluido. La mayor parte del anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de
ratén se eluyod con el tampon de clorhidrato de glicina 0,1 M (pH 2,7) que contenia NaCl 0,5. Aproximadamente 2,5
ml de una solucion obtenida combinando las fracciones (fracciones 3 a 7) en la que la proteina IgG eluida con el
tampon de clorhidrato de glicina se detecté para cada lote, se aplicé a una columna de desalado PD-10 (fabricada
por Amersham Biosciences, Inc.) que se habia equilibrado previamente con suero salino Otsuka para inyeccion (TO-
SS) que contenia Tween 20 al 0,01 %, seguido de elucion con TO-SS, mediante lo cual se obtuvieron 3,5 ml de una
muestra cuyo disolvente estaba reemplazado por TO-SS. Con respecto a las fracciones de proteina IgG (fracciones
16 a 19) eluidas con el tampon de citrato de sodio en una cantidad de aproximadamente 2,5 ml, las fracciones para
los tres lotes se combinaron y la solucion resultante se concentré a 2,5 ml con un concentrador de membrana de
centrifugacion Amicon Ultra 4 (fabricado por Millipore Co., Ltd.). Después, se aplico el concentrado a una columna de
desalado PD-10 (fabricada por Amersham Biosciences, Inc.) que se habia equilibrado previamente con TO-SS,
seguido de elucidon con TO-SS, mediante lo cual se obtuvieron 3,5 ml de una muestra (citrato-E) cuyo disolvente
estaba reemplazado por TO-SS. Las muestras preparadas de este modo se criopreservaron a -80 °C hasta su uso.

b) Medicién de la concentracion de proteina de anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de raton purificado por afinidad

Para las muestras del anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de raton purificado (las fracciones de proteina eluida de la
columna de desalado PD-10), se midi6 la concentracion de proteina con un kit de ensayo de proteina DC (fabricado
por Bio-Rad Laboratories, Inc) usando IgG bovina como patrén de muestra. Las muestras en las que la
concentracion de proteina se midié se prepararon de tal forma que la concentracion del anticuerpo era 15 o 50
pg/ml, y se sometieron a electroforesis y tincion de plata del mismo modo que en b) del Ejemplo 11. Los resultados
se muestran en la Fig. 13. Se demostré que una proteina IgG compuesta de una cadena pesada que tiene un peso
molecular de aproximadamente 45 kDa y una cadena ligera que tiene un peso molecular de aproximadamente 21
kDa se purificd eficazmente y se concentrd en las fracciones eluidas de la columna de desalado PD-10. Tal como se
muestra en la Tabla 4, de aproximadamente 2,3 a 7,4 mg de un anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de raton
purificado por afinidad pudieron prepararse en cada uno de los lotes N° 1 a 3 como fraccion de Citrato-E.

Tabla 4
Conc. Prot. (mg/ml) | Vol. de muestra (ml)| Proteina total (mg)
Ne° 1 0,661 3,5 2,31
Ne° 2 1,715 3,5 6,00
N° 3 2,112 3,5 7,39
Citrato-E 1,155 3,5 4,04
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Ejemplo 15. Purificacion de anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de ratén purificado por afinidad con columna
de filtracion en gel

a) Cromatografia en columna Superose 6

Para eliminar por completo endotoxinas e impurezas de bajo peso molecular del anticuerpo policlonal anti-Siglec-15
de raton purificado por afinidad preparado en el Ejemplo 14, se llevé a cabo una purificacién adicional con columna
de filtracion en gel. 1 ml de cada uno de los anticuerpos policlonales anti-Siglec-15 de ratén purificados por afinidad
N° 2 y 3 se aplicaron a una columna Superose 6 HR 10/30 (fabricado por Amersham Biosciences, Inc.) que se trato
previamente con un agente eliminador de pirégenos, PyroCLEAN (fabricado por ALerCHEK, Inc.) y se equilibré con
PBS de Dulbecco (D-PBS, fabricado por Invitrogen, Inc.) que contenia Tween 20 al 0,01 %, seguido de elucion con
D-PBS que contenia Tween 20 al 0,01 % a un caudal de 0,4 mI/min. Los cromatogramas de los mismos se muestran
en la Figura 14. El eluato se fraccion6 a 0,5 ml por fraccidon en tubos mini-sorp (fabricado por Nunc, Inc.), y se
obtuvieron 2,0 ml de una muestra de anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de raton purificada por filtracion en gel
(fracciones 28 a 31). La muestra preparada de este modo se criopreservé a -80 °C hasta su uso.

b) Medida de la concentracion de proteina de IgG de conejo purificada con columna de filtracion en gel

también para la muestra de anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de ratén purificado por filtracion en gel (las fracciones
de proteina eluidas de la columna Superose 6), se midi6 la concentracion de proteina. Tal como se muestra en la
Tabla 5, el anticuerpo policlonal anti-Siglec-14 purificado por filtracion en una cantidad de 2,25 mg y 3,34 mg pudo
prepararse en los lotes N° 2 y 3, respectivamente.

Tabla 5

Conc. Prot. (mg/ml) |Vol. de muestra (ml)| Proteina total (mg)
Ne° 2 0,643 3,5 2,25
N° 3 0,955 3,5 3,34

Ejemplo 16. Preparacion de células no adherentes de médula 6sea

Se reseccionaron el fémur y la tibia de un ratén ddY macho de 5 a 8 semanas de edad y se eliminaron los tejidos
blandos. Se cortaron ambos extremos del fémur o la tibia, y se inyecté D-PBS usando una jeringa con una aguja de
inyeccion del calibre 25 para expulsar las células de médula ésea, que se recogieron en un tubo para centrifugacion.
La centrifugacion se llevd a cabo a temperatura ambiente durante 5 minutos a 100 g, y se retir6 el sobrenadante. Al
precipitado celular se le afiadié 1 ml de un tampdn hemolitico (tampdn de lisis de gldbulos rojos, fabricado por Sigma
Co., Ltd.) para suspenderlo, y la suspension resultante se dejé a temperatura ambiente durante 5 minutos. Se
afiadieron a esto 20 ml de D-PBS, y se centrifug6 la suspension a temperatura ambiente durante 5 minutos a 100 g,
y se retird el sobrenadante. Al precipitado celular se le afiadieron 10 ml de medio MEM-a (fabricado por Invitrogen,
Inc.) que contenia 5 ng/ml de M-CSF (fabricado por R&D systems, Inc.) y suero fetal bovino al 10 % (FBS) para
suspenderlo. Después, se hizo pasar la suspension resultante a través de un filtro celular (Nylon, 40 um, fabricado
por BD Falcon) para retirar los agregados. Las células resultantes se transfirieron a un matraz T de 75 cm? (para su
uso con células adherentes) y se cultivaron durante toda la noche en un incubador de CO,. Después de cultivar
durante toda la noche, las células que no se adhirieron al matraz T se recuperaron y usaron como células de médula
6sea no adherentes.

Ejemplo 17. Efecto de la adicion de anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de ratén en la diferenciacion en
osteoclastos de células no adherentes de médula 6sea de ratén (estimulacion con RANKL)

Mediante el uso de anticuerpos policlonales anti-Siglec-15 de raton producidos en los Ejemplos 14 y 15, se estudio
un efecto en la diferenciacion en osteoclastos de células no adherentes de médula 6sea. Las células no adherentes
de médula ésea de ratén preparadas mediante el procedimiento anteriormente mencionado en el Ejemplo 16 se
prepararon a 1,5 x 10° células/ml en medio a-MEM que contenia FBS al 10 % y M-CSF a 10 ng/ml (fabricado por
R&D Systems, Inc.), y la preparacion de células resultante se sembrd en cada pocillo de una placa de 96 pocillos a
una cantidad de 200 pl y las células se cultivaron durante 2 dias en un incubador de CO». La solucién de cultivo
usada en la placa de 96 pocillos se retird, y se afadieron 100 ul de medio MEM-a que contenia FBS al 10 % al que
se le habia afiadido RANKL (RANKL, fabricado por Peprotech, Inc.) y M-CSF para dar concentraciones finales de 20
ng/ml y 10 ng/ml, respectivamente, a cada pocillo. A la solucién de cultivo, se le afiadieron anticuerpo N° 3 purificado
por afinidad, anticuerpo de citrato-E, anticuerpo N° 2 purificado por filtracion en gel, anticuerpo N° 3 purificado por
filtracion en gel, IgG de conejo preinmune (producido en los Ejemplos 12, 14, y 15), o IgG de control de conejo
comercial (IgG de conejo no inmune CLRBOO, fabricado por Cedarlane Laboratories Ltd.) a una concentracion de 30
a 1,000 ng/ml, y las células se incubaron durante 3 dias mas en un incubador con CO,. Después de terminar el
cultivo, se midi6 la actividad de fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP) de los osteoclastos formados mediante el
siguiente procedimiento. La solucion de cultivo en cada pocillo de la placa de 96 pocillos se retird6 mediante succion,
y se afiadieron 50 ul de tampdn de citrato de sodio 50 mM (pH 6,1) que contenia Triton X-100 al 1 % a cada pocillo.
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Después, se agit6 la placa durante 5 minutos en un agitador de placas para lisar las células. A cada pocillo, se le
afiadieron 50 yl de una solucion de sustrato (tampoén de citrato de sodio 50 mM (pH 6,1) que contenia fosfato de p-
nitrofenilo a 5 mg/ml y tartrato de sodio al 0,46 %), y la placa se incubd a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Después de la incubacion, se afiadieron 50 ul de una solucién de hidréxido de sodio 1 N a cada pocillo de la placa
de 96 pocillos para detener la reaccidon enzimatica. Después de detener la reaccidon enzimatica, se midié la
absorbancia de cada pocillo a 405 nm, y se us6 la medida como un indice de actividad de TRAP. Los resultados se
muestran en las Figs. 15 y 16. No se observd una inhibicién significativa de TRAP en los casos de la IgG de conejo
preinmune y de la IgG de control de conejo comercial. Por otra parte, se observd una inhibicion significativa de la
actividad de TRAP en los casos del anticuerpo N° 3 purificado por afinidad a 30 ng/ml o mayor y de anticuerpo de
Citrato E a aproximadamente 130 ng/ml o mayor (Fig. 15). También en el caso del anticuerpo N° 3 purificado por
filtracion en gel, se observd una inhibicion significativa de TRAP a 30 ng/ml o mas. Ademas, se observd una
actividad inhibidora mas potente en el caso del anticuerpo N° 3 purificado por filtracion en gel que en el caso del
anticuerpo N° 2 purificado por filtracion en gel (Fig. 16). Ya que se observé la actividad de inhibir la formacion de
osteoclastos en el anticuerpo purificado por filtracion en gel, se demostré que la actividad de inhibir la formacion de
osteoclastos observada en el anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de ratén no se atribuye a endotoxinas o impurezas
de bajo peso molecular en la muestra de anticuerpo, sino que se atribuye a la actividad de la molécula de anticuerpo
en si misma. A partir de los resultados anteriores, se demostrd que el anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de ratén
tiene un efecto inhibidor potente en la formacion de osteoclastos (diferenciacion y maduracion de osteoclastos).

Ejemplo 18. Neutralizacion por antigeno de la inhibicion de la diferenciacion de osteoclastos de células no
adherentes de médula 6sea de raton mediante la adicion de anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de raton
(estimulacion con RANKL)

Se confirmé que el efecto del anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de ratén depende de la unién del mismo a un
antigeno afiadiendo previamente el antigeno al anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de ratéon para formar un
inmunoprecipitado. A 10 ug/ml del anticuerpo N° 3 purificado por afinidad producido en el Ejemplo 14, se le afiadio el
Siglec-15-His o Siglec-15-Fc de raton preparado en el Ejemplo 8 o 9 a una concentracion de 10, 30, 100 o 300
pg/ml, y la mezcla resultante se incubd a 37 °C durante 2 horas. Después de la incubacion, la mezcla se centrifugd
durante 5 minutos mediante Chibitan. y el sobrenadante resultante se esterilizé por filtracion a través de un filtro
Millex-GV (fabricado por Millipore Co., Ltd.). Las células no adherentes de médula 6sea de ratén preparadas por el
método en el Ejemplo 16 se sembraron en una placa de 96 pocillos a 200 pl/pocillo, y las células se incubaron
durante 2 dias en un incubador con CO;. La solucion de cultivo usada en la placa de 96 pocillos se retiro, y se
afiadieron 100 yl de medio MEM-a que contenia FBS al 10 % al que se le habia afiadido RANKL (RANKL, fabricado
por Peprotech, Inc.) y M-CSF para dar concentraciones finales de 20 ng/ml y 10 ng/ml, respectivamente, a cada
pocillo. A la solucién de cultivo, se le afiadié cada una de las muestras de ensayo preparadas en lo anterior a 1/200
(v/v), y las células se incubaron durante 3 dias mas en un incubador con CO,. Después de terminar el cultivo, se
midi6 la actividad de fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP) de los osteoclastos formados mediante el
procedimiento descrito en el Ejemplo 17. Los resultados se muestran en la Fig. 17. En ambos casos donde el
anticuerpo se neutraliz6 mediante Siglec-15-His y donde el anticuerpo se neutralizdé mediante Siglec-15-Fc, se
neutralizd y perdié el efecto del anticuerpo. Estos resultados demuestran que el efecto inhibidor del anticuerpo
policlonal anti-Siglec-15 de raton en la formacion de osteoclastos se debe a la unién de los mismos a la proteina
Siglec-15 y al bloqueo de su funcion.

Ejemplo 19. Efecto de la adicion de anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de ratéon en la diferenciacion en
osteoclastos de células no adherentes de médula 6sea de ratén (estimulacion con TNF)

Usando el anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de ratén, se estudio un efecto en la diferenciacion en osteoclastos de
células no adherentes de médula dsea mediante estimulacion con TNF. Las células no adherentes de médula ésea
de raton preparadas mediante el procedimiento en el Ejemplo 16 se prepararon a 1 x 10° células/ml en medio a-
MEM que contenia suero fetal bovino (FBS) al 10 %, 10 ng/ml de M-CSF y 2 ng/ml de TGF-§ (fabricado por R&D
systems, Inc.), y la preparacion de células resultante se sembré en cada pocillo de una placa de 96 pocillos a una
cantidad de 200 pl y las células se cultivaron durante 2 dias en un incubador de CO». La solucién de cultivo usada en
la placa de 96 pocillos se retird, y se afiadieron 100 pl de medio MEM-a que contenia FBS al 10 % al que se le habia
afiadido TNF-a humano recombinante (fabricado por R&D Systems, Inc.) y M-CSF para dar concentraciones finales
de 30 ng/ml y 10 ng/ml, respectivamente, a cada pocillo. A la solucién de cultivo, se le afiadio la IgG preinmune
producida en el Ejemplo 12 o el anticuerpo N° 3 anti-Siglec-15 de ratén purificado por filtracién producido en el
Ejemplo 15 a una concentracion de 30 a 1.000 ng/ml, y las células se incubaron durante 3 dias mas en un incubador
con CO,. Al mismo tiempo, también se preparé un pocillo en el que las células se cultivaron afiadiendo OCIF/OPG
humano recombinante preparado mediante el procedimiento descrito en la descripcién de la Patente N° WO
96/26217 a una concentracion de desde 3 hasta 100 ng/ml. Después de terminar el cultivo, se midio la actividad de
fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP) de los osteoclastos formados mediante el procedimiento descrito en el
Ejemplo 17. Los resultados se muestran en la Fig. 18. En los casos de la IgG preinmune y de OCIF/OPG, no se
observé una inhibicién significativa de TRAP. Por otra parte, en el caso del anticuerpo N° 3 anti-Siglec-15 de ratén
purificado por filtracién en gel, se observé una inhibicion de aproximadamente el 50 % de la actividad de TRAP a una
concentracion de 250 ng/ml o mayor. A partir de estos resultados, se demostré que el anticuerpo policlonal anti-
Siglec-15 de raton también puede inhibir la formacion de osteoclastos inducida por TNF (maduracion y diferenciacion
de osteoclastos) que no puede inhibirse por OCIF/OPG.
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Para cada pocillo de una placa de 96 pocillos preparada llevando a cabo el cultivo del mismo modo descrito
anteriormente, se llevd a cabo la tincién con TRAP usando un kit de fosfatasa acida de leucocitos (fabricado por
Sigma Co., Ltd.) de acuerdo con el protocolo adjunto al kit, y se observé la formacién de osteoclastos multinucleados
positivos a TRAP. Como resultado, la formacién de osteoclastos gigantes multinucleados positivos a TRAP se inhibio
por la adicién del anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de raton (Fig. 19). Ya que se formaron osteoclastos
mononucleados incluso en el caso donde se afadié anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de ratén, se demostré que el
anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de ratén inhibe fuertemente el proceso de fusién celular en la diferenciacion de
osteoclastos y maduracion inducida por TNF.

Ejemplo 20. Efecto de la adicion de anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de ratén en la diferenciacion en
osteoclastos de células cultivadas primarias derivadas de médula 6sea de ratén (actividad de TRAP)

Se eutanasié un raton ddY macho de 7 semanas mediante dislocacién cervical con anestesia de éter y se
reseccionaron el fémur y la tibia. Después de retirar los tejidos blandos, se cortaron ambos extremos del fémur o la
tibia. Después, se inyectdé medio a-MEM que contenia suero fetal bovino al 10 % en la médula dsea usando una
jeringa con una aguja para inyeccion del calibre 25, y se recogieron las células de la médula ésea. Después de
contar el niUmero de células, se prepararon las células a 5 x 108 células/ml en medio a-MEM que contenia suero fetal
bovino al 10 %. La preparacion celular resultante se planté en una placa de 96 pocillos a 100 pl/pocillo, y se afiadio
vitamina D; activa (fabricada por Sigma Co., Ltd.) para dar una concentracion final de 2 x 10% M. A este
sobrenadante de cultivo, se le afiadio el anticuerpo N° 3 anti-Siglec-15 de raton purificado por afinidad producido en
el Ejemplo 14 o la IgG de conejo preinmune producida en el Ejemplo 12 para dar una concentracion final de 4,57,
13,7, 41,2, 123, 370, 1.111, 3.333, o0 10.000 ng/ml, y las células se incubaron durante 8 dias en un incubador con
CO:.. Incidentalmente, el reemplazo del medio y la adicién de una sustancia de ensayo se llevé a cabo en los dias 3
y 6. El sobrenadante de cultivo se retird en el dia 8 de cultivo, y se afiadié formalina neutra al 10 % para fijar las
células. Después de fijar las células, las células se lavaron dos veces con agua destilada, y se afiadieron una
solucién de sustrato de TRAP (fosfato de p-nitrofenilo 15 mM, tartrato de sodio 50 mM, tampén acetato de sodio 0,1
M (pH 5,0) a la mezcla a 100 pl/pocillo, y se dejé proceder la reaccion a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Después, se afiadio a esto NaOH 1 N a 50 pl/pocillo para detener la reaccion, y se midié la absorbancia a 405 nm
usando un lector de microplacas, evaluando de este modo la actividad de TRAP en las células. Como resultado, la
actividad de TRAP se inhibié dependiendo de la dosis del anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de raton (Fig. 20-A).
Por otra parte, en el caso donde se afiadi6 la IgG preinmune, no se observé una disminucion en la actividad de
TRAP (Fig. 20-B). De este modo, se reveld que la formacion de osteoclastos positivos a TRAP a partir de células de
médula ésea de raton inducida por vitamina D3 activa se inhibe por la union especifica del anticuerpo a Siglec-15.

Ejemplo 21. Efecto de la adicion de anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de raton en la fusion celular de
osteoclastos a partir de células cultivadas primarias derivadas de médula 6sea de raton (tincion de TRAP)

Se eutanasié un raton ddY macho de 7 semanas mediante dislocacién cervical con anestesia de éter y se
reseccionaron el fémur y la tibia. Después de retirar los tejidos blandos, se cortaron ambos extremos del fémur o la
tibia. Después, se inyecté medio a-MEM que contenia suero fetal bovino al 10 % en la médula dsea usando una
jeringa con una aguja para inyeccion del calibre 25, y se recogieron las células de la médula ésea. Después de
contar el nimero de células, se prepararon las células a 5 x 108 células/ml en medio a-MEM que contenia suero fetal
bovino al 10 %. La preparacion celular resultante se plantd en una placa de 96 pocillos a 100 pl/pocillo. Afadiendo
vitamina D3 activa (fabricada por Sigma Co., Ltd.) a una concentracion final de 2 x 10® M o RANKL (fabricado por
PeproTech Inc.) a una concentracion final de 80 ng/ml a este sobrenadante de cultivo como factor inductor de la
diferenciacion en osteoclastos, se prepararon los sobrenadantes de cultivo. A cada uno de estos sobrenadantes de
cultivo se le afadio el anticuerpo N° 3 anti-Siglec-15 de ratén purificado por afinidad producido en el Ejemplo 14 para
dar una concentracion final de 370 o0 3.333 ng/ml, o se afadi6 la IgG de conejo preinmune producida en el Ejemplo
12 para dar una concentracion final de 3.333 ng/ml. En el sistema de cultivo de inducir la diferenciacion en
osteoclastos por vitamina D3 activa, las células se incubaron durante 8 dias en un incubador con COa, y en el
sistema de inducir la diferenciaciéon por RANKL humana, las células se incubaron durante 6 dias en un incubador
con COgz. Incidentalmente, el reemplazo del medio y la adicion de una sustancia de ensayo se llevo a cabo en los
dias 3 y 6. Después del cultivo, se retir6 el sobrenadante, y se afiadio formalina neutra al 10 % para fijar las células.
Después de fijar las células, las células se lavaron dos veces con agua destilada, y se afiadié una solucion de tincion
de TRAP (fosfato AS-MX de naftol 0,27 mM (fabricado por Sigma Co., Ltd.), violeta rojo rapido en sal LB 1,6 mM
(fabricado por Sigma Co., Ltd.), dimetilformamida al 1 %, tartrato de sodio 50 mM, 0. tampdén acetato de sodio 1 M
(pH 5,0) a 100 pl/pocillo, y se dejoé proceder la reaccion a temperatura ambiente durante 5 minutos. Después, las
células se lavaron dos veces con agua destilada, y, después, se observé por microscopia. Como resultado, en el
caso donde se indujo la diferenciacion en osteoclastos por vitamina D3 activa (Fig. 21) o RANKL humana (Fig. 22),
se inhibid la fusion celular de osteoclastos por la adicion de anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de ratén, y no se
observé la formacion de osteoclastos gigantes. Por otra parte, en el caso donde se afiadié la IgG preinmune, dicha
inhibicién de la fusion celular de osteoclastos no se observd. De este modo, se reveld que la multinucleacion y la
fusion celular de osteoclastos positivos a TRAP a partir de células de médula ésea de ratén inducida por vitamina D3
activa o RANKL humana se inhiben por la union especifica del anticuerpo a Siglec-15.
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Ejemplo 22. Efecto de la adicion de anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de raton en la fusion celular de
osteoclastos a partir de RAW 264.7 (tincion de TRAP)

a) Produccion de anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de ratén adsorbido a proteina antigénica

Se prepararon cinco soluciones mezcladas (A a E) usando D-PBS (fabricado por Invitrogen, Inc.) que contenian
Tween 20 al 0,01 %, de tal forma que las concentraciones respectivas del anticuerpo N° 3 anti-Siglec-15 de ratdn
purificado por afinidad producido en el Ejemplo 14, la proteina Siglec-15-His de ratén y la proteina Siglec-15-Fc de
raton producidas en los Ejemplos 8 y 9 fueron tal como se muestra en la Tabla 6. Estas soluciones mezcladas se
incubaron a 37 °C durante 2 horas y se centrifugaron a 20.000 g durante 10 minutos. Los sobrenadantes resultantes
se usaron como muestras de ensayo a una concentracion de 20 veces.

Tabla 6

A B c D E

anticuerpo anti-Siglec-15| 20 | 20 20 20 20
Siglec-15-Fc 0 20 | 200 0 0
Siglec-15-His 0 0 0 20 | 200

(Unidad: pg/ml)

b) Evaluacion usando RAW 264.7 por tincion de TRAP

Las células RAW 264.7 se prepararon a 2,25 x 10* células/ml en medio a-MEM que contenia suero fetal bovino al 10
%, y la preparacion celular resultante se planté en una placa de 96 pocillos a 200 pul/pocillo, y se afadié a esta
RANKL humana (fabricada por PeptroTech Inc.) para dar una concentracion final de 40 ng/ml. A este sobrenadante
de cultivo, se le afiadieron cada una de las muestras de ensayo A a E producidas en a) a una concentracion final de
1/20, y las células se incubaron durante 3 dias en un incubador con CO,. Después del cultivo, se retird el
sobrenadante, y se afiadio formalina neutra al 10 % para fijar las células. Después de fijar las células, las células se
lavaron dos veces con agua destilada, y se afiadié una solucion de tincion de TRAP (fosfato AS-MX de naftol 0,27
mM (fabricado por Sigma Co., Ltd.), violeta rojo rapido en sal LB 1,6 mM (fabricado por Sigma Co., Ltd.),
dimetilformamida al 1 %, tartrato de sodio 50 mM, tampén acetato de sodio 0,1 M (pH 5,0) a 100 pl/pocillo, y se dejé
proceder la reaccién a temperatura ambiente durante 5 minutos. Después, las células se lavaron dos veces con
agua destilada, y, después, se observd por microscopia. Como resultado, al afadir el anticuerpo policlonal anti-
Siglec-15 de ratdn, se inhibié significativamente la fusién celular de osteoclastos (Fig. 23-A) en comparacion con el
caso del control (Fig. 23-0) sin la adicion de la muestra de ensayo. Sin embargo, al absorber el anticuerpo policlonal
anti-Siglec-15 de ratén en la proteina Siglec-15-Fc de ratéon usada como agente inmunizante, el efecto inhibidor del
anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de ratén en la fusion celular de osteoclastos se anulé (Figs. 23-B, C). Ademas,
también al absorber el anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de ratén en la proteina Siglec-15-His, el efecto inhibidor
del anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de ratén en la fusion celular de osteoclastos se anulé del mismo modo (Figs.
23-D, E). A partir de estos resultados, se reveld que la multinucleacion y la fusion celular de osteoclastos positivos a
TRAP a partir de células RAW 264.7 inducidas por RANKL humana se inhiben por la unién especifica del anticuerpo
a Siglec-15. Incidentalmente, los resultados representados por los simbolos A a E en la Figura 23 corresponden a
las muestras de ensayo A a E en la Tabla 6, respectivamente.

Ejemplo 23. Establecimiento de hibridoma productor de anticuerpo monoclonal de rata anti-Siglec-15 de
raton

a) Preparacion del antigeno

La proteina Siglec-15-His de ratén producida en el Ejemplo 8 se preparé a 100 pg/0,5 ml, y se afadié a esta una
cantidad equivalente de un adyuvante y se produjo una emulsiéon usando una jeringa de vidrio. Como adyuvante, se
uso adyuvante incompleto de Freund (FCA, fabricado por Difco Laboratories, Inc.) solo para la primera inmunizacion,
y adyuvante incompleto de Freund (FICA, fabricado por Difco Laboratories, Inc.) para la segunda inmunizacion y las
posteriores.

b) Inmunizacién de rata

Cuatro ratas (Wistar, hembras; 6 semanas de edad, compradas a CLEA Japan, Inc.) se usaron como animales
inmunizados. La emulsidon obtenida en a) se inyectd por via subcutanea e intradérmica usando una aguja de
inyeccion del calibre 27 de tal forma que la cantidad del antigeno era de 50 ug por rata. La inmunizacién se llevo a
cabo un total de 4 veces cada 7 dias después de la primera inmunizacién. Una pequefia cantidad (200 pl) de sangre
se recogio por la vena caudal a los 7 dias desde la fecha de la 42 inmunizacién, y se prepard un antisuero. Para
confirmar el titulo de anticuerpo del antisuero, se efectué un ELISA usando proteina Siglec-15-His de ratdn
inmovilizada como antigeno, la proteina Siglec-15-Fc de ratdén producida en el Ejemplo 9, o albumina de suero
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bovina (BSA). Como resultado, se observo la reactividad con la proteina Siglec-15-His de ratén y con la proteina
Siglec-15-Fc de ratdn en las cuatro ratas (ratas N° 1 a 4). Por otra parte, no se observo la reactividad con BSA. A
partir de estos resultados, se confirmé que el titulo de anticuerpo en el suero de cada una de las ratas inmunizadas
aumento, y por lo tanto, la rata N° 2, que mostré el mayor titulo de anticuerpo, se sometié a un procedimiento de
fusion celular.

c) Fusion celular

La fusion celular se llevd a cabo de acuerdo con un procedimiento comun de fusién de células de bazo de ratén (o
rata) con células de mieloma. Se recogié sangre completa del corazéon de la rata con anestesia de éter y se
eutanasio a la rata, y, después, se reseccion6 el bazo. Las células del bazo recogidas y las células P3X63Ag8.653
(ATCC CRL 1580) que son células de mieloma de ratén, se sometieron a fusion celular usando polietilenglicol
(PEG). Las células resultantes se sembraron en una placa de 96 pocillos, y se afiadié a estas un medio que contenia
hipoxantina (H), aminopterina (A) y timidina (T) (medio de seleccién HAT), y después, las células se cultivaron
durante 7 a 10 dias. El sobrenadante de cultivo se recogio de 61 pocillos en los que se confirmd la supervivencia de
los hibridomas obtenidos por fusion celular. Después, se evalud el titulo de anticuerpo mediante ELISA usando
proteina Siglec-15-His de ratén inmovilizada, la proteina Siglec-15-Fc de ratdn producida en el Ejemplo 9, o BSA
como antigeno, se exploraron los hibridomas productores de anticuerpo monoclonal anti-Siglec-15 de raton. A partir
de los resultados de la exploracion, se seleccionaron 12 pocillos que mostraban un titulo de anticuerpo elevado y se
sometié a los hibridomas contenidos en los pocillos a un procedimiento de clonacion.

d) Clonacién de hibridomas

Para los hibridomas seleccionados de este modo, se llevé a cabo una primera clonacion mediante un procedimiento
de dilucion limitante. Después de la dilucion limitante, se cultivaron los hibridomas durante 2 semanas, y se confirmé
el titulo del anticuerpo en el sobrenadante de cultivo mediante ELISA usando proteina Siglec-15-Fc de ratén
inmovilizada producida en el Ejemplo 9 o BSA. Para los 11 clones que se confirmd que eran clones positivos, se
llevé a cabo una segunda clonacion (del mismo modo que la primera clonacion), se establecieron finalmente 10
clones de los hibridomas productores del anticuerpo monoclonal anti-Siglec-15 de ratén (N° 1A1, N° 3A1, N° 8A1, N°
24A1, N° 32A1, N° 34A1, N° 39A1, N° 40A1, N° 41B1, N° 61A1). Incidentalmente, los hibridomas N° 32A1 y N° 41B1
se depositaron en el Patent Organism Depositary of the National Institute of Advanced Industrial Science and
Technology (Depésito de Organismos de Patente del Instituto Nacional de Ciencia Industrial Avanzada y Tecnologia)
(localizado en Central 6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, 305-8566, Japon) el 28 de agosto de 2008. Al
hibridoma N° 32A1 se le ha asignado el nimero de depdsito FERM BP-10999 con el nombre de hibridoma anti-
Siglec-15 N° 32A1, y al hibridoma N° 41B1 se le ha asignado el nimero de depdsito FERM BP-11000 con el nombre
de hibridoma anti-Siglec-15 N° 41B1,

Ejemplo 24. Preparacion de anticuerpo monoclonal de rata anti-Siglec-15 de raton
a) Preparacion de ascitis de ratones desnudos

Los hibridomas establecidos en el Ejemplo 23 se cultivaron usando medio TIL Media | (fabricado por Immuno-
biological Laboratories Co., Ltd.), que contenia FCS al 10 %. El subcultivo de las células se llevd a cabo efectuando
un procedimiento en el que la soluciéon de cultivo se diluyé a aproximadamente un cuarto cada dos o tres dias
usando el punto temporal donde las células crecieron a aproximadamente 5 x 10° células/ml a modo orientativo.
Cada hibridoma cultivado de este modo se implanté intraperitonealmente en un ratén desnudo al que se le habia
administrado previamente prisano por via intravenosa (0,2 ml/ratén) a 1 x 107 células por ratén. En la implantacion,
se usaron tres ratones desnudos para cada uno de los 10 clones de hibridomas. Después de la implantacion, se
recogio la ascitis en el momento en el que se observé una acumulacion de ascitis suficiente, que se combind con
aquellas recogidas de los otros dos ratones implantados con el mismo hibridoma y se midi6 la cantidad de ascitis
combinada de este modo, y se crioconservd la ascitis hasta la purificacion del anticuerpo. Las cantidades de las
ascitis recogidas para los respectivos hibridomas se resumen en la Tabla 7.

Tabla 7
Hibridoma |Cantidad de ascitis recogida (ml)| Hibridoma |Cantidad de ascitis recogida (ml)
N° 1A1 12,5 N° 34A1 8,2
N° 3A1 8,0 N° 39A1 14,5
N° 8A1 6,0 N° 40A1 20,3
N° 24A1 7,8 N° 41B1 10,5
N° 32A1 55 N° 61A1 12,3
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b) Purificacion de anticuerpo

La cantidad total de la ascitis recogida se sometié a purificacion de IgG usando una columna de proteina G de 20 ml
(fabricada por GE Healthcare, Co., Ltd.). Se ensay¢ la pureza de la IgG purificada mediante un analisis de filtracion
en gel (cromatografia en columna Superdex 200), y parte de los anticuerpos se sometieron a concentracion por
membrana de centrifugacion. Es decir, se concentraron 9 tipos de anticuerpo excepto el anticuerpo N° 24A1 a
aproximadamente entre un sexto a un octavo del volumen original centrifugando los anticuerpos a 3.000 rpm durante
30 a 60 minutos a 4 °C usando un concentrador de membrana de centrifugacion Amicon Ultra-15 (fabricado por
Millipore Co., Ltd.). Posteriormente, para el anticuerpo N° 24A1 y los otros 9 tipos de anticuerpos concentrados, se
midié la concentracion de proteina con un kit de ensayo de proteina DC (fabricado por Bio-Rad Laboratories, Inc)
usando albumina de suero bovino (BSA) como patron de muestra. Mediante el procedimiento anteriormente
mencionado, se preparo el anticuerpo monoclonal anti-Siglec-15 de ratén.

Ejemplo 25. Evaluacion de la propiedad de union del anticuerpo monoclonal de rata anti-Siglec-15 de ratén a
proteina Siglec-15 de raton

Se evalud la propiedad de unién del anticuerpo monoclonal de rata anti-Siglec-15 de ratdon mediante un
procedimiento ELISA. La proteina Siglec-15-Fc producida en el Ejemplo 9 se diluyé a 5 pg/ml con tampon de
carbonato de sodio 0,1 M (pH 9,5), y la solucién resultante se afiadié a una placa de 96 pocillos (fabricada por Nalge
Nunc International, Inc., N° de Cat. 430341) a 100 pl/pocillo. Después de dejar la placa a temperatura ambiente
durante 1 hora, se retiré la solucion y se afiadié tampdn de lavado (suero salino tamponado con fosfato que contenia
Tween 20 al 0,05 %) a 300 pl/pocillo y se retird. Después de efectuar este procedimiento de lavado una vez mas, se
afiadié suero salino tamponado con fosfato que contenia BlockAce al 25 % (fabricado por Dainippon Sumitomo
Pharma Co., Ltd.) a 200 pl/pocillo, y se dejo la placa a temperatura ambiente durante 1 hora, efectuando de este
modo el bloqueo. Se retir6 el liquido, y la placa se lavé dos veces con 300 pl/pocillo de tampén de lavado. Después,
cada uno de los anticuerpos monoclonales de rata anti-Siglec-15 de ratén preparados en el Ejemplo 24 o la IgG de
control de rata (fabricada por R&D Systems, Inc.) se diluyeron a una concentracion final de 1,28 a 20.000 ng/ml
(dilucién en serie de 5 veces) con un tampon de ELISA (suero salino tamponado con fosfato que contenia BlockAce
al 12,5 % y Tween 20 al 0,05 %), y la solucién de anticuerpo diluido resultante se afiadio a la placa a 100 pl/pocillo.
Después de dejar la placa a temperatura ambiente durante 1 hora, se retir6 el liquido, y la placa se lavo tres veces
con 300 pl/pocillo de tampoén de lavado. Posteriormente, se afiadié anticuerpo IgG de cabra anti-rata marcado con
HRP (peroxidasa de rabano picante) (fabricado por Beckman Coulter, Inc.) diluido 1.000 veces con el tampén de
ELISA a 100 pl/pocillo, y se dejoé la placa a temperatura ambiente durante 1 hora. El liquido se retir6 y la placa se
lavé tres veces con 300 pl/pocillo de tampoén de lavado, y después, usando un kit de revelado de color para
peroxidasa (fabricado por Sumitomo Bakelite Co., Ltd.), se reveld el color de acuerdo con el protocolo adjunto al kit.
Después de revelar el color, se midié la absorbancia a 492 nm usando un lector de microplacas (fabricado por
Molecular Devices Corporation, Japén). Como resultado, se confirmé que las 10 sustancias de ensayo de los
anticuerpos monoclonales de rata anti-Siglec-15 de raton examinadas se unieron a la proteina Siglec-15 de ratén de
manera dependiente de la concentracion de anticuerpo (Fig. 24). Por otra parte, en el caso de la IgG de control de
rata, la union a la proteina Siglec-15 de ratén no se observo.

Ejemplo 26. Evaluacion de la actividad biolégica de anticuerpo monoclonal de rata anti-Siglec-15 de ratén
basado en el ensayo para la formacion de osteoclastos de raton

Usando las 10 sustancias de ensayo de los anticuerpos monoclonales de rata anti-Siglec-15 de ratén producidas en
el Ejemplo 24, se examiné un efecto en la diferenciacion en osteoclastos de células no adherentes de médula ésea.
Las células no adherentes de médula 6sea de raton preparadas mediante el procedimiento en el Ejemplo 16 se
prepararon a 1,5 x 10° células/ml en medio a-MEM que contenia FBS al 10 % y M-CSF a 10 ng/ml (fabricado por
R&D Systems, Inc.), y la preparacion de células resultante se sembrd en cada pocillo de una placa de 96 pocillos a
una cantidad de 200 pl y las células se cultivaron durante 2 dias en un incubador de CO». La solucién de cultivo
usada en la placa de 96 pocillos se retird, y se afadieron 100 ul de medio MEM-a que contenia FBS al 10 % al que
se le habia afiadido RANKL (RANKL, fabricado por Peprotech, Inc.) y M-CSF para dar concentraciones finales de 20
ng/ml y 10 ng/ml, respectivamente, a cada pocillo. A la solucién de cultivo, se afiadieron cada uno de los anticuerpos
monoclonales de rata anti-Siglec-15 de ratén producidos en el Ejemplo 24, una muestra obtenida retirando azida de
sodio de una IgG de control de rata comercial (IgG de rata purificada, fabricada por R&D Systems, Inc.) o el
anticuerpo policlonal de conejo anti-Siglec-15 de ratén (No. 3) producido en el Ejemplo 14 a una concentracion de
desde 32 hasta 1,000 ng/ml, y las células se incubaron durante 3 dias mas en un incubador con CO,. Después de
terminar el cultivo, se midi6 la actividad de fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP) de los osteoclastos formados
mediante el procedimiento descrito en el Ejemplo 17. Después de detener la reaccion enzimatica, se midi6 la
absorbancia de cada pocillo a 405 nm, y se us6 la medida como un indice de actividad de TRAP. Los resultados se
muestran en las Figs. 25 y 26. No se observo una inhibicion significativa de TRAP en el caso de la IgG de control de
rata comercial. Por otra parte, se observd una inhibicién significativa de la actividad de TRAP en los casos del
anticuerpo N° 32A1 en el intervalo de desde 32 ng/ml hasta 1000 ng/ml, del anticuerpo N° 8A1 y del anticuerpo
policlonal N° 3 de conejo purificado por afinidad en el intervalo de desde 63 ng/ml hasta 1000 ng/ml. También en los
casos del anticuerpo N° 3A1, anticuerpo N° 34A1, y del anticuerpo N° 39A1, se observé una inhibicion de la actividad
de TRAP a una concentracion relativamente mayor de 500 ng/ml o mayor. No se observé inhibicién de la formacion
de osteoclastos de ratén por los otros anticuerpos. A partir de los resultados anteriores, se encontraron anticuerpos
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que inhiben fuertemente la formacion de osteoclastos de raton (diferenciacion y maduracion de osteoclastos) entre
los anticuerpos monoclonales de rata anti-Siglec-15 de raton. Ademas, como una propiedad comun al anticuerpo N°
3A1, anticuerpo N° 8A1, anticuerpo N° 32A1, anticuerpo N° 34A1, y al anticuerpo N° 39A1, puede usarse como
ejemplo la actividad de inhibir la formacién de osteoclastos a una concentracion de 1000 ng/ml, es decir, 1 pg/ml o
menos.

Ejemplo 27. Extraccion de ARN total de osteoclastos maduros derivados de ser humano

Cuando se cultivan células precursoras de osteoclastos humanos normales (Normal Human Natural Osteoclast
Precursor Cells, compradas a través de Sanko Junyaku Co., Ltd., N° de Cat. 2T-110) en un medio esencial minimo
para células precursoras de osteoclastos (OPBM, compradas a través de Sanko Junyaku Co., Ltd., N° de Cat PT-
8201) suplementadas con un kit de suplemento de OPGM (kit Osteoclast SingleQuot™, adquirido en Sanko Junyaku
Co., Ltd., N° de Cat. PT-9501) que contenia suero fetal bovino (concentracion final: 10 %), RANKL humana, M-CSF
humano y similares, surge un gran numero de osteoclastos multinucleados positivos a TRAP después de 3 a 7 dias.
Usando este sistema de cultivo celular de acuerdo con el protocolo adjunto al kit, se produjeron osteoclastos
maduros derivados de ser humano.

a) Las células precursoras de osteoclastos humanos normales se sembraron en 60 pocillos de una placa de 96
pocillos a 1 x 10 células/pocillo, y se afiadi6 RANKL humana a esto para dar una concentracion final de 66
ng/ml, y las células se incubaron durante 4 dias en un incubador con CO;. Después, se extrajo el ARN total de
los osteoclastos multinucleados usando un reactivo de extraccion de ARN total (ISOGEN, fabricado por Nippon
Gene Co., Ltd.) de acuerdo con el protocolo adjunto al reactivo. EI ARN total recogido se almacené a -80 °C
hasta su uso.

b) Las células precursoras de osteoclastos humanos normales se sembraron en 84 pocillos de cada una de dos
placas de 96 pocillos a 1 x 10* células/pocillo, y se afiadi6 RANKL humana a cada pocillo de una de las placas
para dar una concentracion final de 53,2 ng/ml, y no se afiadi6 RANKL humana a la otra placa, y las células se
incubaron durante 3 dias en un incubador con CO». Después, se extrajo el ARN total de las células usando un
reactivo de extraccion de ARN total (ISOGEN, fabricado por Nippon Gene Co., Ltd.) de acuerdo con el protocolo
adjunto al reactivo. EI ARN total recogido se almacend a -80 °C hasta su uso.

Ejemplo 28. Adquisicion de secuencia de marco abierto de lectura (ORF) para Siglec-15 de ser humano
a) Sintesis de la primera hebra de ADNc

Usando el ARN total producido en a) del Ejemplo 26 como molde, se llevo a cabo la sintesis de ADNc usando
cebador oligo(dT) (fabricado por Invitrogen, Inc.) y transcriptasa inversa Superscript Il (fabricada por Invitrogen,
Inc.). El procedimiento se llevé a cabo de acuerdo con el protocolo adjunto a la enzima.

b) Reacciéon de PCR

Se sintetizaron los oligonucledétidos que tienen las secuencias: 5'-attaagcttc accATGGAAA AGTCCATCTG GCTGC-
3' (hSiglec- 15-Hind Il kozak-F: SEQ ID NO: 29 en el Listado de secuencias); y 5'-agtggatccT CACGGTGAGC
ACATGGTGGC-3' (hSiglec-15-BamHI-R: SEQ ID NO: 30 en el Listado de secuencias) como cebadores para
amplificar el ADNc de ORF para Siglec-15 de ser humano mediante PCR de acuerdo con un procedimiento comun.
La PCR se llevo a cabo usando esta combinacion de cebadores y el ADNc producido en a) de acuerdo con un
procedimiento comun. La solucién de reaccién de la PCR resultante se purificd usando kit de purificacion de PCR
PureLink (fabricado por Invitrogen, Inc.).

c) Clonacion en vector pcDNA3.1(+)

La solucion de reaccion de la PRC purificada obtenida en b) y el vector pcDNA3.1(+) (fabricado por Invitrogen, Inc.)
se trataron con enzimas de restriccion (BamHI, Hindlll), seguido de corte de gel y purificacion, y, después, se llevo a
cabo una reaccion de ligasa de acuerdo con un procedimiento comun. se transformaron Escherichia coli TOP10, y
se efectud una PCR de colonia para los clones resistentes a farmacos resultantes. Se analizd la secuencia
nucleotidica completa del ADNc del ORF insertada en un plasmido, usando un secuenciador de ADN para un clon
en el que se obtuvo un producto amplificado con un tamafio predicho, y como resultado, se descubrié que era la
secuencia representada por SEQ ID NO: 1 en el Listado de secuencias. Esta secuencia nucleotidica fue la misma
que la regién codificante del ORF en la secuencia registrada en la base de datos GeneBank del NCBI como "Siglec-
15 humana (numero de registro: NM_213602), y ademas, la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 2 en el Listado
de secuencias) codificada por la secuencia nucleotidica fue un 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de
Siglec-15 humana.

Ejemplo 29. Expresion de ARNm para diferenciacion de osteoclastos humanos acompainados de Siglec-15
humana (analisis de PCR en tiempo real)

A 1 ug del ARN total producido en b) del Ejemplo 27, se afiadieron 1 pyl de DNasa | 1 U/pl y 1 pl de tampén de
DNasa 10 x (fabricado por Invitrogen, Inc.), y, después, se enraso el volumen hasta 10 yl con H2O. Después de dejar
proceder la reaccion a temperatura ambiente durante 15 minutos, se afiadié a esta 1 yl de EDTA 25 mM y la mezcla
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resultante se calenté a 65 °C durante 10 minutos. A partir de esta solucién, se tomé6 una alicuota de 8 pl, y se
afadieron a esta 1 pl de cebador oligo(dT)20 50 uM y 1 pl de dNTP 10 mM, y la mezcla resultante se calenté a 65 °C
durante 5 minutos y después se incubd en hielo. A esta solucion, se le afiadieron 2 yl de tampén RT 10 x (fabricado
por Invitrogen, Inc.), 4 yl de MgCl, 25 mM, 2 pl de ditiotreitol 0,1 M, 1 pl de inhibidor de RNasa (RNaseOUT, 40 U/ul,
fabricado por Invitrogen, Inc.), y 1 yl de transcriptasa inversa Superscript Il (200 U/ul, fabricado por Invitrogen, Inc.)
y el volumen total se enras6 a 20 yl. Después de dejar proceder la reaccion a 50 °C durante 50 minutos, la mezcla
se calent6 a 85 °C durante 5 minutos y después se incubd en hielo.

Mediante el uso del ADNc monocatenario producido de este modo, se llevé a cabo la PCR en tiempo real usando
una combinacion de los siguientes cebadores y sondas marcadas fluorescentemente (sonda TagMan, fabricada por
Applied Biosystems, Inc.).

Condiciones para la PCR en tiempo real:

Cebadores para amplificar catepsina K de ser humano:

5' -ccgcagtaat gacacccttt-3' (TgM-hcatK-F: SEQ ID NO: 31 en el Listado de secuencias) y
5'-aaggcattgg tcatgtagcc-3' (TgM-hcatK-R: SEQ ID NO: 32 en el Listado de secuencias)

Sonda TagMan para detectar catepsina K de ser humano:
5'-Fam-tcagggtcag tgtggttcct gttgggct-TAMRA-3' (sonda TgM-hcatK: SEQ ID NO: 33 en el Listado de secuencias)
Cebadores para amplificar TRAP de ser humano:

5' -ctgtcctgge tcaagaaaca-3' (TqM-hTRAP-F: SEQ ID NO: 34 en el Listado de secuencias) y
5'-ccatagtgga agcgcagata-3' (TqM-hTRAP-R: SEQ ID NO: 35 en el Listado de secuencias)

Sonda TagMan para detectar TRAP de ser humano:

5'-Fam-tgagaatggc gtgggctacg tgctgagt-TAMRA-3' (sonda TgM-hTRAP: SEQ ID NO: 36 en el Listado de
secuencias)

Cebadores para amplificar Siglec-15 de ser humano:

5'-cagccaccaa catccatttc-3' (TqM-hSiglec-15-F: SEQ ID NO: 37 en el Listado de secuencias) y
5'-cgctcaagct aatgcgtgta-3' (TgM-hSiglec-15-R: SEQ ID NO: 38 en el Listado de secuencias)

Sonda TagMan para detectar Siglec-15 de ser humano:

5'-Fam-aagaacaaag gccagtgcga ggcttggc-TAMRA-3' (sonda TgM-hSiglec-15: SEQ ID NO: 39 en el Listado de
secuencias)

Cebadores para amplificar proteina ribosomal L32 de ser humano:

5'-gagatcgctc acaatgtttc ct-3' (TqM-hL32-F: SEQ ID NO: 40 en el Listado de secuencias) y
5'-gatgccagat ggcagttttt ac-3' (TqM-hL32-R: SEQ ID NO: 41 en el Listado de secuencias)

Sonda TagMan para detectar proteina ribosomal L32 de ser humano:
5'-Fam-accgcaaagc .catcgtggaa agagctg-TAMRA-3' (sonda TgM-hL32: SEQ ID NO: 42 en el Listado de
secuencias)

Se llevé a cabo un andlisis de PCR en tiempo real usando un sistema de PCR en tiempo real (Detector de
Secuencia ABI Prism 7700, fabricado por Perkin EImer Japan, Applied Biosystems Division) en las siguientes
condiciones. En la reaccion, se usé Mezcla Maestra de PCR universal TagMan (fabricado por Applied Biosystems,
Inc.). En primer lugar, se afiadié agua destilada a 25 pmol de cada cebador, 8 ng de ADNc monocatenario y 10 pmol
de sonda TagMan para enrasar el volumen a 25 yl, y, después, se afiadio a esto 25 ul de Mezcla Maestra de PCR
Universal TagMan, preparando de este modo 50 pl de una solucién de reaccion. Esta solucion de reaccion se
calent6 a 50 °C durante 2 minutos y después se calenté a 95 °C durante 10 minutos, y posteriormente se sometio a
40 ciclos de temperatura de "95 °C durante 0,25 minutos y 60 °C durante 1 minuto", efectuando de este modo el
analisis de PCR en tiempo real. Incidentalmente, el nivel de expresién de ARNm de cada gen se corrigio por el nivel
de expresion de ARNm para proteina ribosomal L32.

Como resultado, se reveld que el nivel de expresion del gen de Siglec-15 aumento significativamente en el caso
donde se indujo la diferenciacion de osteoclastos humanos afiadiendo RANKL del mismo modo ya que se sabe que
los genes de catepsina Ky TRAP son moléculas marcadoras para osteoclastos (Fig. 27).

Ejemplo 30. Produccion de construccion de expresion de proteina Siglec-15 de ser humano soluble

Se representa una secuencia parcial de acido nucleico que codifica el dominio extracelular de proteina Siglec-15 de
ser humano por la SEQ ID NO: 43 en el Listado de secuencias y la secuencia de aminoacidos de la misma esta
representada por la SEQ ID NO: 44 en el Listado de secuencias. Al utilizar dicha secuencia parcial, puede producirse
proteina Siglec-15 de ser humano soluble en un sobrenadante de cultivo de una célula animal o similares.
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a) Amplificacion de gen de Siglec-15 de ser humano soluble mediante PCR

Se sintetizaron los oligonucledtidos que tienen las secuencias: 5'-ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctt caccATGGAA
AAGTCCATCT GGCTGC-3' (hSiglec-15-ECD-F: SEQ ID NO: 45 en el Listado de secuencias); y 5'-ggggaccact
ttgtacaaga aagctgggtc CCCGCTGGCG CCATGGAAGC GG-3' (hSiglec-15-ECD-R: SEQ ID NO: 46 en el listado de
secuencias) como cebadores para amplificar el ADNc del dominio extracelular de Siglec-15 de ser humano mediante
la PCR de acuerdo con un procedimiento comun. Incidentalmente, Estos cebadores se disefiaron como cebadores
de amplificacion para producir una puerta de entrada al clon, tal como afiadiendo una secuencia attB1 a hSiglec-15-
ECD-F y una secuencia attB2 a hSiglec-15-ECD-R. La PCR llevo a cabo usando esta combinacién de cebadores y el
plasmido Siglec-15/pcDNA3.1(+) de ser humano producido en el Ejemplo 28 como molde de acuerdo con un
procedimiento conocido. La solucién de reaccién de la PCR resultante se purificé usando kit de purificacion de PCR
PureLink (fabricado por Invitrogen, Inc.).

b) Produccion de clon de entrada mediante reaccion Gateway BP

Se produjo un clon de entrada en el que se integré el ADNc del dominio extracelular de Siglec-15 de ser humano
mediante la tecnologia Gateway (Invitrogen, Inc.) empleando un sistema de recombinacién especifico de sitio de
fago lambda en el siguiente procedimiento. En primer lugar, se efectué una reaccién BP usando BP clonasa entre el
producto de la PCR que tenia una secuencia attB en ambos extremos producida en a) y pDNOR221 (fabricado por
Invitrogen, Inc.) que es un vector donante que tiene una secuencia attP. Usando esta solucion de reaccion, se
transformaron Escherichia coli TOP10, y se efectu6 una PCR de colonia para los clones resistentes a farmacos, y se
confirmé el tamano de las inserciones. Después, para un clon que se confirmé que tenia una insercién con el tamafo
correcto, se efectud un analisis de la secuencia de ADN total de la insercion. Como resultado, se obtuvo un clon de
entrada que es completamente idéntico a la secuencia de acido nucleico diana (SEQ ID NO: 43 en el Listado de
secuencias) que codifica el dominio extracelular de la proteina Siglec-15 de ser humano.

c) Produccién de clon de expresion mediante reaccion Gateway LR

Se produjo un clon de expresion en el que se integré el ADNc del dominio extracelular de Siglec-15 de ser humano
mediante la tecnologia Gateway (Invitrogen, Inc.) empleando un sistema de recombinacién especifico de sitio de
fago lambda mediante el siguiente procedimiento. El clon de entrada producido en b) contiene una insercion que
tiene una secuencia attL en ambos extremos. Se llevd a cabo una reaccion LR usando clonasa LR entre este clon de
entrada y dos tipos de vectores de destino que tenian una secuencia attR. Incidentalmente, como vectores de
destino, se afiaden dos tipos de vectores de destino: pDONM disefiado de tal forma que el marcador del epitopo V5
y un marcador 6 x His se afiaden al extremo C-terminal de la insercién; y philgFc disefiado de tal forma que un
marcador Fc humano se afiade al extremo C-terminal de la inserciéon. Usando la solucién de reaccién obtenida por la
reaccion LR, se transformaron Escherichia coli TOP10, y se llevé a cabo andlisis de secuencia para los clones
resistentes a farmacos resultantes para confirmar si sucedia una recombinacién correcta.

Como resultado del andlisis de secuencias, se obtuvieron clones de expresion (Siglec-15 soluble de ser
humano/pDONM vy Siglec-15 soluble de ser humano/phigFc) en la que sucedié la recombinacion correcta para
pDONM y phigFc, respectivamente. Transfectando el Siglec-15 soluble de ser humano/pDONM en una célula animal
o similares, el ARNm que tenia la secuencia de bases representada por SEQ ID NO: 47 en el Listado de secuencias
se transcribié y tradujo en una proteina (Siglec-15- His de ser humano) que tenia la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 48 en el Listado de secuencias. Ademas, transfectando el Siglec-15 soluble de ser
humano/phigFc en una célula animal o similares, el ARNm que tenia la secuencia de bases representada por SEQ
ID NO: 49 en el Listado de secuencias se transcribié y tradujo en una proteina (Siglec-15-Fc de ser humano) que
tenia la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 50 en el Listado de secuencias.

Ejemplo 31. Preparacion a gran escala de solucion de cultivo que contiene proteina Siglec-15 humana
usando células 293-F

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

La Siglec-15/pDONM humana soluble obtenida en el Ejemplo 30 se preparé a una cantidad de aproximadamente 25
mg. Incidentalmente, en la purificacion de un plasmido de la Escherichia coli cultivada a gran escala, se uso el kit
Invitrogen PureLink HiPure Plasmid Gigaprep (fabricado por Invitrogen, Inc.). El plasmido preparado de este modo
se mezclo con Opti-MEM (fabricado por Invitrogen, Inc.), y 50 ml de un reactivo de transfeccion 293fectina (fabricado
por Invitrogen, Inc.) se afiadi6 a esta, y la mezcla resultante se incubd a temperatura ambiente durante 20 minutos.
Esta mezcla se ahadi6 a células FreeStyle 293-F (producidas por Invitrogen, Inc.) cultivadas en medio de expresion
FreeStyle 293 (fabricado por Invitrogen, Inc.) que contenia penicilina-estreptomicina al 1 % de tal forma que la
densidad celular alcanzo de 1,0 a 3,4 x 10® células/ml usando un aparato de cultivo de bioproceso de 25 |
(biorreactor WAVE). Después de someter a las células a cultivo rotatorio (30 rotaciones/min) a una concentracion de
CO; de desde el 6 hasta el 12 % durante 96 horas (4 dias) a 37 °C, se recogio la solucion de cultivo y se centrifugd
para preparar un sobrenadante de cultivo. Se considera que en el sobrenadante de cultivo preparado de este modo,
se expresa una proteina en la que se ha afiadido un marcador de epitopo V5 y un marcador 6 x His al extremo C-
terminal del dominio extracelular de Siglec-15 humano (Siglec-15-His de ser humano).
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b) Preparacion de solucion de cultivo que contiene Siglec-15-Fc humano

La Siglec-15/phigFc humana soluble obtenida en el Ejemplo 30 se preparé a una cantidad de aproximadamente 5
mg. Incidentalmente, en la purificacion del plasmido de la Escherichia coli cultivada a gran escala, se uso el kit
Invitrogen PureLink HiPure Plasmid Gigaprep (fabricado por Invitrogen, Inc.). El plasmido preparado de este modo
se mezcld con Opti-MEM (fabricado por Invitrogen, Inc.), seguido de esterilizacion por filtracion. Después, 10 ml de
un reactivo de transfeccion 293fectina (fabricado por Invitrogen, Inc.) se afiadid a esta, y la mezcla resultante se
incubd a temperatura ambiente durante 20 minutos. Esta mezcla se afadié a células FreeStyle 293-F (producidas
por Invitrogen, Inc.) cultivadas en matraces Erlenmeyer hasta que la densidad celular alcanzé de 1,0 a 3,0 x 108
células/ml x 5 1 (1 I/matraz por 5 matraces) en medio de expresion FreeStyle 293 (fabricado por Invitrogen, Inc.).
Después de someter a las células a cultivo rotatorio (125 rotaciones/min) a una concentracion de CO; del 8,0 %
durante 96 horas (4 dias) a 37 °C, se recogio la solucion de cultivo y se centrifugd para preparar un sobrenadante de
cultivo. Se considera que en el sobrenadante de cultivo preparado de este modo, se expresa una proteina a la que
se le ha afadido un marcador Fc al extremo C-terminal del dominio extracelular de Siglec-15 humana (Siglec-15-Fc
de ser humano).

Ejemplo 32. Purificacion de proteina Siglec-15 humana soluble
a) Purificacion de Siglec-15-His humana soluble
a-i) Columna de cromatografia HisTrap HP

A 12 | de la solucién de cultivo de células 293F que expresan Siglec-15-His humana preparadas en a) del ejemplo
31, se le anadieron 1350 ml de tampdn 10 x (Tris 500 mM, NaCl 1,5 M, imidazol 200 mM, pH 8,0), y la mezcla
resultante se agit6 bien y se filtr6 a través de un filtro MilliPak-60 (fabricado por Millipore Co., Ltd.). Esta solucion de
cultivo se aplicé a una columna de Ni-Sepharose HP (fabricada por Amersham Biosciences, Inc.) de 100 ml que se
habia lavado previamente con agua destilada (agua Milli-Q) a un caudal de 10 mI/min. Después de lavar la columna
con 400 ml de tampén Tris-HCI 50 mM (pH 8,0) que contenia NaCl 300 mM a un caudal de 8 ml/min, se eluy6 una
proteina adsorbida en columna con 200 ml de tampén Tris-HCI 50 mM (pH 8,0) que contenia NaCl 300 mM e
imidazol 500 mM a un caudal de 2,5 ml/min, y el eluido se fraccion6 en tubos mini-sorp (fabricados por Nunc, Inc.).
Para prevenir la precipitacion de la proteina, se anadieron 8 ml de solucién de NaCl 5 M a aproximadamente 40 ml
de una fraccion que contenia la proteina eluida, seguido de agitacion, y, después, la mezcla resultante se concentrd
a aproximadamente 20 ml con un concentrador de membrana de centrifugacién Amicon Ultra-15 (fabricado por
Millipore Co., Ltd.). La materia insoluble generada durante la concentracion se eliminé por centrifugacion a 3000 rpm
durante 30 minutos a 4 °C, y se aplicaron 2,5 ml del sobrenadante resultante a una columna de desalado PD-10
(fabricada por Amersham Biosciences, Inc.) que habia sido equilibrada previamente con suero salino tamponado con
fosfato que contenia NaCl 1 M (N-PBS), seguido de elucidon con N-PBS, mediante lo cual se obtuvieron 3,5 ml de
una muestra cuyo disolvente estaba reemplazado por N-PBS. Este procedimiento se llevd a cabo 7 veces mas
repitiéndolo, y se obtuvieron aproximadamente 28 ml de una solucion de Siglec-15-His humana parcialmente
purificada.

a-ii) Cromatografia en columna Resource Q

se dializaron 12 ml de la muestra que se habia purificado mediante cromatografia en columna Ni-Sepharose HP y
cuyo disolvente habia sido reemplazado por N-PBS durante toda la noche a 4 °C frente a tampon Tris-HCI 50 mM
(pH 7,5) que contenia CHAPS al 0,1 % (11, tres veces) y el dializado resultante se centrifugd a 3.000 durante 30 a 4
°C, y se retir6 el precipitado. Después de filtrar el sobrenadante resultante a través de un filtro Miller-GV (fabricado
por Millipore Co., Ltd.), el filtrado se aplicé a una columna de 6 ml Resource Q (fabricado por Amersham
Biosciences, Inc.) que se habia equilibrado previamente con tampén Tris-HCI 50 mM (pH 7,5) que contenia CHAPS
al 0,1 % a un caudal de 1 ml/min. A continuacion, se lavé la columna con este tampén a un caudal de 1 ml/min y se
recogio una fraccion de proteina que no habia sido adsorbida en la columna. Se eluy6 una proteina adsorbida en la
columna con tampén Tris-HCI 50 mM (pH 7,5) que contenia CHAPS al 0,1 % y NaCl 1 M a un caudal de 1 ml/min.
Después de concentrar 26,5 ml de la fraccidon que no estaba adsorbida en la columna a 3,0 ml con un concentrador
de membrana de centrifugaciéon Amicon Ultra-15 (fabricado por Millipore Co., Ltd.), el concentrado se centrifugd a
3.000 rpm durante 10 minutos a 4 °C y se retir6 el precipitado. Se aplicaron 2,5 ml del sobrenadante resultante a una
columna de desalado PD-10 (fabricada por Amersham Biosciences, Inc.) que se habia equilibrado previamente con
suero salino tamponado con fosfato que contenia clorhidrato de arginina 50 mM (pH 7,0, A-PBS), seguido de elucién
con A-PBS, mediante lo cual se obtuvieron 3,5 ml de una muestra cuyo disolvente estaba reemplazado por A-PBS.
El clorhidrato de arginina en el disolvente de la muestra preparada se afadié para evitar que la Siglec-15-His
humana soluble se precipitase. Se crioconservo el sobrenadante después de la centrifugacion a -80 °C hasta su uso.
El procedimiento de purificacion anteriormente mencionado (cromatografia en columna Resource Q) se realiz6 dos
veces repitiéndolo.

a-iii) Ensayo de deteccion y pureza de Siglec-15-His de ser humano purificada

Usando una muestra preparada por el procedimiento de purificacion anteriormente mencionado (cromatografia en
columna Ni-Sepharose HP y cromatografia en columna Resource Q), se efectud electroforesis en SDS-
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poliacrilamida en condiciones reductoras y tincion de plata. Es decir, a 5 pl de cada una de las muestras purificadas
mediante las respectivas etapas de purificacion, se le afadié una cantidad equivalente de una solucién de
tratamiento de SDS, y la mezcla resultante se traté térmicamente a 95 °C durante 10 minutos. 0,3 ul de cada una de
las muestras tratadas termalmente se usaron para la electroforesis en SDS-poliacrilamida. El procedimiento de
electroforesis se llevé a cabo del mismo modo que en el procedimiento descrito en el Ejemplo 8, excepto en que se
usaron marcadores de peso molecular Rainbow (fabricado por Amersham Biosciences, Inc.) como marcadores de
peso molecular. Tras finalizar la electroforesis, se llevé a cabo la tincién de plata usando el kit PhastGel Silver
(fabricado por Amersham Biosciences, Inc.) y PhastSystem. Los resultados se muestran en la Fig. 28. Se demostro
que una proteina que tenia un peso molecular de aproximadamente 35 kDa (Siglec-15-His de ser humano) se
purificaba eficazmente y se concentraba en la fraccion de proteina que no se adsorbia en la columna Resource Q.

a-iv) Medicion de concentracion de proteina de Siglec-15-His de ser humano purificada

Para la Siglec-15-His purificada de ser humano (la fraccion de proteina que no se adsorbié en la columna Resource
Q), se midié la concentracién de proteina con un kit de ensayo de proteina DC (fabricado por Bio-Rad Laboratories,
Inc) usando albumina de suero bovino como patron de muestra. Al efectuar dos veces el procedimiento de
purificacion, se obtuvo un total de 1,66 mg de Siglec-15-His humana purificada.

b) Purificacion de Siglec-15-Fc humana soluble
b-i) Cromatografia en columna de proteina A HiTrap

1,5 | de la solucion de cultivo de células 293F que expresan Siglec-15-Fc humana preparada en b) del Ejemplo 31 se
filtré a través de un filtro Sterivex-GV (fabricado por Millipore Co., Ltd.), y, después, el filtrado se aplicé a una
columna de 5 ml de proteina A HiTrap (fabricado por Amersham Biosciences, Inc.) que se habia equilibrado
previamente con PBS de Dulbecco (D-PBS, fabricado por Invitrogen, Inc.) a un caudal de 5 ml/min. Después de lavar
la columna con 70 ml de D-PBS a un caudal de 5 ml/min, se eluy6 una proteina adsorbida en la columna con 24 ml
de tampon de citrato de sodio 0,1 M (pH 3,0) a un caudal de 1,2 ml/min. El eluato se fraccioné a 1,2 ml por fraccién
en tubos mini-sorp (fabricado por Nunc, Inc.), e inmediatamente después, se afiadieron 0,31 ml de Tris 1 M para
neutralizar el eluido. Una alicuota de 2,5 ml de una solucién (aproximadamente 7,5 ml) obtenida combinando las
fracciones de proteina eluidas (fracciones 5 a 9) se aplicaron a una columna de desalado PD-10 (fabricada por
Amersham Biosciences, Inc.) que se habia equilibrado previamente con suero salino tamponado con fosfato que
contenia clorhidrato de arginina 50 mM (pH 7,0, A-PBS), seguido de elucion con A-PBS, mediante lo cual se
obtuvieron 3,5 ml de una muestra cuyo disolvente estaba reemplazado por A-PBS. Este procedimiento se llevo a
cabo dos veces mas repitiéndolo. El clorhidrato de arginina en el disolvente se afiadié para evitar que precipitase la
Siglec-15-Fc humana soluble. Se aplicaron 2,5 ml de la solucién restante de las fracciones de proteina eluida
(fracciones 5 a 9) a una columna de desalado PD-10 (fabricada por Amersham Biosciences, Inc.) que se habia
equilibrado previamente con suero salino tamponado con fosfato que contenia NaCl 1 M (pH 6,7, N-PBS), seguido
de elucion con N-PBS, mediante lo cual se obtuvieron 3,5 ml de una muestra cuyo disolvente estaba reemplazado
por N-PBS. Se afiadié6 NaCl al disolvente den la muestra preparada para evitar que precipitase la Siglec-15-Fc
humana sin afiadir un compuesto contenedor de grupo amino, tal como arginina. La muestra de Siglec-15-Fc
humana cuyo disolvente se habia reemplazado con N-PBS se uso6 solo cuando se preparé una columna inmovilizada
en el apartado siguiente c) del Ejemplo 34, y en todos los demas ejemplos, se us6 Siglec-15-Fc humana cuyo
disolvente se habia reemplazado con A-PBS. Las muestras preparadas mediante el procedimiento anteriormente
mencionado se criopreservaron a -80 °C hasta su uso.

b-ii) Ensayo de deteccién y pureza de Siglec-15-Fc de ser humano purificada

Usando las muestras preparadas por el procedimiento de purificacion anteriormente mencionado, se efectud
electroforesis en SDS-poliacrilamida en condiciones reductoras y tincion de plata. Es decir, a 5 yl de cada una de las
muestras purificadas mediante las respectivas etapas de purificacion, se le afiadié una cantidad equivalente de una
solucion de tratamiento de SDS, y la mezcla resultante se calentd a 95 °C durante 10 minutos. Se usaron 0,3 pl de
una muestra obtenida diluyendo cada una de las muestras tratadas termalmente a 1/100 o 1/300 con una
concentracion media de la solucion de tratamiento de SDS para la electroforesis en gel de poliacrilamida. La
electroforesis y la tincion de plata se llevaron a cabo del mismo modo que en el ensayo de pureza de Siglec-15-His
de ser humano descrito en a-iii). Los resultados se muestran en la Fig. 29. Se demostré que una proteina que tenia
un peso molecular de aproximadamente 55 kDa (Siglec-15-Fc de ser humano) se purificaba eficazmente y se
concentraba en la fraccién de proteina eluida de la columna de proteina A HiTrap.

b-iii) Medicion de concentracion de proteina de Siglec-15-Fc de ser humano purificada

Para Siglec-15-Fc de ser humano purificada (la fraccion de proteina eluida de la columna de desalado PD-10), se
midi6 la concentracion de proteina con un kit de ensayo de proteina DC (fabricado por Bio-Rad Laboratories, Inc)
usando albumina de suero bovino como patron de muestra. Tal como se muestra en la Tabla 8, se obtuvo un total de
25,2 mg de Siglec-15-Fc de ser humano llevando a cabo dos veces el procedimiento de purificacion.
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Tabla 8

Vol. de muestra

(ml) Proteina total (mg)

Conc. Prot. (mg/ml)

Disolvente que contiene Arg 2,3 7,0 16,1
Disolvente que contiene NaCl 2,6 3,5 9.1
Total 25,2

Ejemplo 33. Produccion de anticuerpo policlonal de conejo anti-Siglec-15 de ser humano (inmunizacion de
conejo)

a) Preparacion del antigeno

La proteina Siglec-15-Fc de ser humano producida en el Ejemplo 32 se prepard a 100 pg/0,5 ml, y se afiadid a esta
una cantidad equivalente de un adyuvante y se produjo una emulsién usando una jeringa de vidrio. Como adyuvante,
se usO adyuvante incompleto de Freund (FCA, fabricado por Difco Laboratories, Inc.) solo para la primera
inmunizacioén, y adyuvante incompleto de Freund (FICA, fabricado por Difco Laboratories, Inc.) para la segunda
inmunizacion y las posteriores.

b) Inmunizacién de conejo

Tres conejos (conejos japoneses hembra de color blanco con un peso corporal de 3 kg) se usaron como animales
inmunizados. Incidentalmente, se recogié sangre antes de la inmunizacién, y se obtuvo 10 ml de suero preinmune
por cada conejo. La emulsiéon obtenida en a) se inyectd por via subcutanea e intradérmica usando una aguja de
inyeccion del calibre 27 de tal forma que la cantidad del antigeno era de 50 pg por conejo. La inmunizacion se llevo a
cabo un total de 8 veces cada 14 dias después de la primera inmunizacion. La sangre completa se recogié después
de 7 dias desde la fecha de la 82 inmunizacion, y se obtuvieron de 74,4 a 74,9 ml de antisuero por conejo. Los titulos
de anticuerpo en el suero preinmune y el antisuero se confirmaron mediante un procedimiento ELISA usando un
antigeno inmovilizado. Como resultado, se confirmd un aumento en el titulo de anticuerpo en los tres conejos. El
antisuero se almacené a -20°C hasta su uso.

Ejemplo 34. Purificacion de anticuerpo policlonal de conejo anti-Siglec-15 de ser humano
a) Cromatografia en columna de proteina A HiTrap

A 40 ml de cada uno de los tres lotes de antisuero de conejo preparados en b) del Ejemplo 33, se le afiadié 40 ml de
PBS de Dulbecco (D-PBS, fabricado por Invitrogen, Inc.) y se mezclo, y la mezcla resultante se filtré a través de un
filtro Sterivex-GV (fabricado por Millipore Co., Ltd.). Después, el filtrado se aplicé a una columna que comprendia dos
columnas de 5 ml HiTrap de Proteina A (las dos columnas estaban conectadas en serie, fabricado por Amersham
Biosciences, Inc.) y se habia equilibrado previamente con D-PBS a un caudal de 2 ml/min. Después de lavar la
columna con 35 ml de D-PBS a un caudal de 1 ml/min, se eluyé una proteina adsorbida en la columna con 50 ml de
tampon de citrato de sodio 0,1 M (pH 3,0) a un caudal de 1 ml/min. El eluato se fracciond a 2,5 ml por fraccion en
tubos mini-sorp (fabricado por Nunc, Inc.), e inmediatamente después, se afiadieron 0,6 ml de Tris 1 M para
neutralizar el eluido. Después de concentrar aproximadamente 15,5 ml de una solucién obtenida combinando las
fracciones (fracciones 3 a 7) que contenian las proteinas a 5 ml con un concentrador de membrana de centrifugacion
Amicon Ultra-15 (fabricado por Millipore Co., Ltd.), se aplicd una alicuota de 2,5 ml del concentrado a una columna
de desalado PD-10 (fabricada por Amersham Biosciences, Inc.) que se habia equilibrado previamente con suero
salino Otsuka para inyeccion (TO-SS) que contenia Tween 20 al 0,01 %, seguido de elucion con TO-SS, mediante lo
cual se obtuvieron 3,5 ml de una muestra cuyo disolvente estaba reemplazado por TO-SS. Este procedimiento se
llevé a cabo dos veces mas repitiéndolo. Las muestras preparadas de este modo se criopreservaron a -80 °C hasta
SU USoO.

b) Purificacion de IgG de conejo preinmune

Se habia recogido sangre previamente de tres conejos usados en el Ejemplo 33, antes de iniciar la inmunizacion con
Siglec-15-Fc de ser humano, y se prepar6 suero preinmune. Después de mezclar entre si alicuotas de 5 ml de cada
una de estas muestras de suero, Se afiadieron a esto 15 ml de D-PBS, y la mezcla resultante se filtré a través de un
filtro Millex GV (fabricado por Millipore Co., Ltd.). Después, la muestra resultante se aplicd a una columna que
comprendia dos columnas de 5 ml de proteina A HiTrap (fabricado por Amersham Biosciences, Inc.) y se habia
equilibrado previamente con D-PBS a un caudal de 1 ml/min. Después de lavar la columna con 35 ml de D-PBS a un
caudal de 1 ml/min, se eluyé una proteina adsorbida en la columna con 50 ml de tampon de citrato de sodio 0,1 M
(pH 3,0) a un caudal de 1 ml/min. El eluato se fraccioné a 2,5 ml por fraccién en tubos mini-sorp (fabricado por Nunc,
Inc.), e inmediatamente después, se afiadieron 0,6 ml de Tris 1 M para neutralizar el eluido. Después de concentrar
una solucion obtenida combinando las fracciones (fracciones 4 a 6) que contenian las proteinas a 2,5 ml con un
concentrador de membrana de centrifugacion Amicon Ultra-15 (fabricado por Millipore Co., Ltd.), se aplico el
concentrado a una columna de desalado PD-10 (fabricada por Amersham Biosciences, Inc.) que se habia
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equilibrado previamente con suero salino Otsuka para inyeccion (TO-SS) que contenia Tween 20 al 0,01 %, seguido
de eluciéon con TO-SS, mediante lo cual se obtuvieron 3,5 ml de una muestra cuyo disolvente estaba reemplazado
por TO-SS. La muestra de IgG preinmune de conejo purificada de este modo se sometié a electroforesis de
poliacrilamida y tincién de plata mediante el procedimiento descrito en el Ejemplo 8 para confirmar que la proteina de
IgG estaba suficientemente purificada, y, después, se midié la concentracion de proteina. La muestra de 1gG de
conejo preinmune purificada de este modo se criopreservo a -80 °C hasta su uso.

c) Preparacion de columna de afinidad que tiene Siglec-15-Fc de ser humano inmovilizado sobre este

Se concentraron 3 ml de la Siglec-15-Fc humana purificada cuyo disolvente se reemplazé con N-PBS producid en b)
del Ejemplo 32 (un total de 7,8 mg de proteina) a 2 ml usando un concentrador de membrana de centrifugacion
Amicon Ultra-4 (fabricado por Millipore Co., Ltd.). Al concentrado, se le afadié un tampdén de acoplamiento
(NaHCOs3, NaCl 0,5 M, pH 8,3) para enrasar el volumen final a 2,5 ml, y se reemplazé el disolvente con 3,5 ml del
tampon de acoplamiento usando una columna de desalado PD-10. Después se reemplaza el isopropanol en una
columna HiTrap activada con NHS (1 ml, fabricado por Amersham Biosciences, Inc.) con acido clorhidrico 1 mM, se
inyectaron 3 ml de la Siglec-15-Fc preparada en la columna usando una jeringa, y el liquido se inyect6 de manera
alterna a este usando otra jeringa conectada a la salida de la columna para efectuar una reaccion de acoplamiento.
Después de dejar proceder la reaccion a temperatura ambiente durante 30 minutos, para inactivar los grupos
excesivamente activos, se inyectaron 6 ml de un tampdn de bloqueo (tampdn de etanolamina que contiene NaCl 0,5
M, pH 8,3), 6 ml de un tampon de lavado (tampon de acetato de sodio que contiene NaCl 0,5 M, pH 4,0), y 6 ml del
tampon de bloqueo secuencialmente de acuerdo con el protocolo de Amersham Biosciences, Inc., y, después, la
columna se dejo a temperatura ambiente durante 30 minutos. A continuacién, 6 ml del tampén de lavado, 6 ml del
tampon de bloqueo, y 6 ml del tampdn de lavado se inyectaron en la columna secuencialmente de nuevo, y
finalmente, se reemplazé el tampdn en la columna con tampoén Tris-HCI 10 mM (pH 7,2) que contenia NaCl 0,15 M.
Esta muestra se almacend a 4 °C hasta su uso.

d) Purificacion de anticuerpo policlonal de conejo anti-Siglec-15 de ser humano con columna de afinidad
d-i) Cromatografia de afinidad en columna

Después de filtrar 7 ml de cada uno de los anticuerpos anti-Siglec-15 humanos (N° 1, 2 y 3 preparados en A) a
través de un filtro Millex-GV (fabricado por Millipore Co., Ltd.), el filtrado resultante se aplicé a la columna producida
de c) que tenia la Siglec-15 humana inmovilizada sobre esta y que se habia equilibrado previamente con el tampén
Apply a un caudal de 0,25 ml/min. Después de lavar la columna con 5 ml del tampén de aplicaciéon a un caudal de
0,25 ml/min, se eluyd una proteina adsorbida en la columna con 5 ml de tampén de clorhidrato de glicina 0,1 M (pH
2,7) que contenia NaCl 0,5 M a un caudal de 0,25 ml/min. Los cromatogramas de los anticuerpos policlonales anti-
Siglec-15 humana (N° 1, 2 y 3) purificados con la columna de afinidad tal como se muestra en la Figura 30. El eluato
se fraccion6 a 0,5 ml por fraccion en tubos mini-sorp (fabricado por Nunc, Inc.), e inmediatamente después, se
afiadieron 16 ml de Tris 1 M para neutralizar el eluido. Aproximadamente 2,5 ml de una solucién obtenida al
combinar las fracciones de proteina de IgG (fracciones 3 a 7) eluidas con el tampoén de clorhidrato de glicina para
cada anticuerpo se aplicaron a una columna de desalado PD-10 (fabricada por Amersham Biosciences, Inc.) que
habia sido equilibrada previamente con suero salino equilibrado tamponado con fosfato de Dulbecco que contenia
Tween 20 al 0,01 % (T-PBS), seguido de elucién con T-PBS, mediante lo cual se obtuvieron 3,5 ml de una muestra
cuyo disolvente estaba reemplazado por T-PBS. Las muestras preparadas de este modo se criopreservaron a -80 °C
hasta su uso.

dii) Medicion de la concentracion de proteina de anticuerpo policlonal de conejo anti-Siglec-15 de ser humano
purificado por afinidad

Para las muestras de anticuerpo policlonal de conejo anti-Siglec-15 de ser humano (las fracciones eluidas de la
columna de desalado PD-10), se midio la concentracién de proteina con un kit de ensayo de proteina DC (fabricado
por Bio-Rad Laboratories, Inc) usando IgG bovina como patron de muestra. Tal como se muestra en la Tabla 9,
aproximadamente de 9,1 a 11,9 mg del anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de ser humano purificado por afinidad
pueden prepararse en cada uno de los lotes N° 1 a 3.

Tabla 9

Conc. Prot. (mg/ml) | Vol. de muestra (ml)| Proteina total (mg)

N° 1 3,0 3,5 10,5
N° 2 2,6 3,5 9,1
N° 3 3.4 3,5 11,9
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Ejemplo 35. Efecto de la adicion de anticuerpo policlonal de conejo anti-Siglec-15 de ser humano en la fusién
celular de células precursoras de osteoclastos normales (tincion de TRAP)

Las células precursoras de osteoclastos humanos normales (Normal Human Natural Osteoclast Precursor Cells,
compradas a través de Sanko Junyaku Co., Ltd., N°® de Cat. 2T-110) se sembraron en una placa de 96 pocillos a 1 x
10* células/pocillo de acuerdo con el protocolo adjunto a las células. Como medio, se us6 un medio esencial minimo
para células precursoras de osteoclastos (OPBM, compradas a través de Sanko Junyaku Co., Ltd., N° de Cat PT-
8201) suplementadas con un kit de suplemento de OPGM (kit Osteoclast SingleQuot™, compradas a través de
Sanko Junyaku Co., Ltd., N°® de Cat. PT-9501) que contenia suero fetal bovino (concentracion final: 10 %), RANKL
humana (concentracion final: 69 ng/ml), M-CSF humana (concentracion final: 33 ng/ml) y similares. Al sobrenadante
de cultivo resultante, se le afiadié el anticuerpo N° 2 anti-Siglec-15 de ser humano purificado por afinidad producido
d) del Ejemplo 34 a una concentracion final de 3 o 30 yg/ml, o la IgG de conejo preinmune producida en b) del
Ejemplo 34 a una concentracion final de 30 pg/ml, y las células se incubaron durante 5 dias en un incubador con
CO.,. Después del cultivo, se retir6 el sobrenadante, y se afiadié formalina neutra al 10 % para fijar las células.
Después de fijar las células, las células se lavaron dos veces con agua destilada, y se afiadié una solucion de tincion
de TRAP (fosfato AS-MX de naftol 0,27 mM (fabricado por Sigma Co., Ltd.), violeta rojo rapido en sal LB 1,6 mM
(fabricado por Sigma Co., Ltd.), dimetilformamida al 1 %, tartrato de sodio 50 mM, tampon acetato de sodio 0,1 M
(pH 5,0) a 100 pl/pocillo, y se dejoé proceder la reaccion a temperatura ambiente durante 5 minutos. Después, las
células se lavaron dos veces con agua destilada, y, después, se observd mediante microscopia (Fig. 31). Como
resultado, se inhibié de manera significativa la formacion de osteoclastos gigantes como resultado de un alto grado
de fusion celular mediante la adicion del anticuerpo policlonal anti-Siglec-15 de ser humano. Por otra parte, en el
caso donde se afiadi6 la IgG preinmune, no se observd dicha inhibicion de fusién celular de osteoclastos. EI nimero
de células multinucleadas positivas a TRAP en las que el nimero de nucleos es 5 0 mas se contd con un
microscopio invertido (Fig. 32). Como resultado, se observé una inhibicion significativa de la formacion de
osteoclastos multinucleados en el pocillo al que se le habia afiadido el anticuerpo N° 3 anti-Siglec-15 humano
purificado por afinidad a una concentracion final de 30 pug/ml. También en el caso donde se afadioé la IgG preinmune
a 30 ug/ml, se observé una tendencia a la inhibicién de formacion de osteoclastos multinucleados. Sin embargo,
cuando se hizo una comparacién con dichos pocillos, se demostré que la formacion de osteoclastos multinucleados
se inhibia de manera significativa afiadiendo el anticuerpo N° 2 anti-Siglec-15 de ser humano. De este modo, se
revelé que la multinucleacion y la fusion celular de osteoclastos positivos a TRAP a partir de células precursoras de
osteoclastos humanos normales se inhibe por la unién especifica del anticuerpo a Siglec-15.

Ejemplo 36. Evaluacion de la propiedad de unién de anticuerpo monoclonal de rata anti-Siglec-15 de ratén a
la proteina Siglec-15 humana

La propiedad de unién del anticuerpo monoclonal de rata anti-Siglec-15 de ratén a la proteina Siglec-15 humana se
evaluo por un procedimiento ELISA. La proteina Siglec-15-Fc humana producida en la etapa b) del Ejemplo 32 se
diluyé a 5 ug/ml con tampén carbonato sédico 0,1 M (pH 9,5), y la solucién resultante se afadié a una placa de 96
pocillos (fabricada por Nalge Nunc International, Inc., N° de Cat. 430341) a 100 pl/pocillo. Después de dejar la placa
a temperatura ambiente durante 1 hora, se retird la solucion y se afadié tampén de lavado (solucién salina
tamponada con fosfato que contenia Tween 20 al 0,05 %) a 300 pl/pocillo y se retir6. Después de realizar este
procedimiento de lavado otra vez, se afiadié solucion salina tamponada con fosfato que contenia BlockAce al 25 %
(fabricado por Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) a 200 pl/pocillo, y la placa se dejé a temperatura ambiente
durante 1 hora, con lo que se efectud el bloqueo. Se retird el liquido y la placa se lavé dos veces con 300 pl/pocillo
de tampoén de lavado. Después, los anticuerpos monoclonales de rata anti-Siglec-15 de ratdon preparados en el
Ejemplo 24 o IgG de rata de control (fabricada por R&D systems, Inc.) se diluyeron, cada uno, hasta una
concentracion final de 1,28 a 20.000 ng/ml (series de dilucion quintuples) con un tampoén ELISA (solucion salina
tamponada con fosfato que contenia BlockAce al 12,5 % y Tween 20 al 0,05 %), y la solucion de anticuerpo diluida
resultante se afiadio a la placa a 100 ul/pocillo. Después de dejar la placa a temperatura ambiente durante 1 hora, se
retird el liquido y la placa se lavo tres veces con 300 pl/pocillo de tampdn de lavado. Posteriormente, se afadio
anticuerpo de cabra anti-IgG de rata marcado con HRP (peroxidasa de rabano picante) (fabricado por Beckman
Coulter, Inc.) diluido 1.000 veces con el tampdn de ELISA a 100 pl/pocillo, y la placa se dej6 a temperatura ambiente
durante 1 hora. Se retird el liquido y la placa se lavé tres veces con 300 pl/pocillo de tampén de lavado, y, después,
usando un kit de revelado de color para peroxidasa (fabricado por Sumitomo Bakelite Co., Ltd.), se revel6 el color
segun el protocolo proporcionado junto con el kit. Después del revelado de color, se midid la absorbancia a 492 nm
usando un lector de microplacas (fabricado por Nihon Molecular Devices Corporation). Como resultado, se confirmo
que las 10 sustancias de ensayo de los anticuerpos monoclonales de rata anti-Siglec-15 de raton examinadas se
unian a la proteina Siglec-15 humana de una manera dependiente de la concentraciéon de anticuerpo (Fig. 33). En
particular, la actividad de union de las 5 sustancias de ensayo: N° 1A1, N° 3A1, N° 24A1, N° 32A1 y #61A1, era alta,
y la actividad de unién de 3 sustancias de ensayo: N° 8A1, N° 34A1 y #39A1, era baja. Por otra parte, en el caso de
la IgG de rata de control, no se observéd unién a la proteina Siglec-15 humana. Por los resultados anteriores, se
demostré que los anticuerpos monoclonales de rata anti-Siglec-15 de ratén preparados en el Ejemplo 24 no sélo se
unian a Siglec-15 de ratdn, sino también a Siglec-15 humano, y ademas, se descubrié que algunos anticuerpos se
unen fuertemente a Siglec-15 humana.

Ejemplo 37. Efecto de la adicion del anticuerpo monoclonal de rata anti-Siglec-15 humano sobre la fusién
celular y la actividad de resorcion 6sea de células precursoras de osteoclastos humanas normales
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(evaluacion de la actividad biolégica in vitro)

Como se confirmoé que los anticuerpos monoclonales de rata anti-Siglec-15 de raton también se unen a la proteina
Siglec-15 humana en el Ejemplo 36, se examinaron los efectos de estos anticuerpos sobre la formacién de
osteoclastos humanos y la actividad de resorcion 6sea.

a) Efecto de la adicion de anticuerpo monoclonal de rata anti-Siglec-15 de ratdn sobre la fusién celular de
osteoclastos procedentes de células precursoras de osteoclastos humanas normales (Tincion TRAP)

Se sembraron células precursoras de osteoclastos humanas normales (Células Precursoras de Osteoclastos
Naturales Humanas Normales, adquiridas en Sanko Junyaku Co., Ltd., N° de Cat 2T-110) en una placa de 96
pocillos a 1 x 10* células/pocillo segun el protocolo proporcionado junto con las células. Como medio, se usé un
medio esencial minimo para células precursoras de osteoclastos (OPBM, adquirido en Sanko Junyaku Co., Ltd., N°
de Cat. PT-8201) suplementado con un kit de suplemento OPGM (Kit Osteoclast SingleQuot™, adquirido en Sanko
Junyaku Co., Ltd., N° de Cat. PT-9501) que contenia suero bovino fetal (concentracion final: 10 %), RANKL humano
(concentracion final: 66 ng/ml), M-CSF humano (concentracion final: 33 ng/ml) y similares. Al sobrenadante de
cultivo resultante se le afiadio cada uno de los anticuerpos monoclonales de rata anti-Siglec-15 de raton preparados
en el Ejemplo 24 o IgG de rata de control (fabricada por R&D systems) para dar una concentracion final de 30 pg/ml,
y las células se incubaron durante 4 dias en un incubador con CO,. Después del cultivo, se retir6 el sobrenadante y
se afiadié formalina neutra al 10 % para fijar las células. Después de fijar las células, las células se lavaron dos
veces con agua destilada y se afiadié una solucion de tincion TRAP (naftol AS-MX fosfato 0,27 mM (fabricado por
Sigma Co., Ltd.), violeta rojo rapido en sal LB 1,6 mM (fabricado por Sigma Co., Ltd.), dimetilformamida al 1 %,
tartrato sodico 50 mM, tampdn acetato sédico 0,1 M (pH 5,0)) a 100 pl/pocillo, y se dejoé que continuara la reaccion a
temperatura ambiente durante 5 minutos. Después, las células se lavaron dos veces con agua destilada v,
posteriormente, se observaron con un microscopio (Fig. 34). Como resultado, se inhibié casi completamente la
formacion de osteoclastos gigantes resultantes de un alto grado de fusién celular mediante la adicion del anticuerpo
#32A1. Ademas, también en el caso del anticuerpo #41B1, se inhibia significativamente la formacién de osteoclastos
gigantes resultantes de un alto grado de fusion celular. Por otra parte, en el caso de otros anticuerpos monoclonales
de rata anti-Siglec-15 de raton (tales como el anticuerpo #1A1) y la IgG de rata de control, no se observd una
inhibicién tan significativa de fusion celular de osteoclastos. De este modo, se reveld que la multinucleacion y la
fusion celular de osteoclastos positivos para TRAP procedentes de células precursoras de osteoclastos humanas se
inhiben por el anticuerpo monoclonal que se une especificamente a la proteina Siglec-15.

b) Efecto de la adicion de anticuerpo de rata anti-Siglec-15 de raton (#32A1) sobre la fusién celular de osteoclastos
procedentes de células precursoras de osteoclastos humanas normales (Tincién TRAP)

Se sembraron células precursoras de osteoclastos humanas normales (Células Precursoras de Osteoclastos
Naturales Humanas Normales, adquiridas en Sanko Junyaku Co., Ltd., N° de Cat. 2T-110) en una placa de 96
pocillos a 1 x 10* células/pocillo segun el protocolo proporcionado junto con las células. Como medio, se usé un
medio esencial minimo para células precursoras de osteoclastos (OPBM, adquirido en Sanko Junyaku Co., Ltd., N°
de Cat. PT-8201) suplementado con un kit de suplemento OPGM (Kit Osteoclast SingleQuot™, adquirido en Sanko
Junyaku Co., Ltd., N° de Cat. PT-9501) que contenia suero bovino fetal (concentracion final: 10 %), RANKL humano
(concentracion final: 68,4 ng/ml), M-CSF humano (concentracion final: 33 ng/ml) y similares. Al sobrenadante de
cultivo resultante, se le afadié el anticuerpo monoclonal de rata anti-Siglec-15 de raton (#32A1), preparado en el
Ejemplo 24 para dar una concentracion final de 0,1, 0,3, 1, o 3 yg/ml, y las células se incubaron durante 3 dias en un
incubador con CO,. Después del cultivo, se retiré el sobrenadante y se afiadié formalina neutra al 10 % para fijar las
células. Después de fijar las células, las células se lavaron dos veces con agua destilada y se afiadié una solucion
de tincion TRAP (naftol AS-MX fosfato 0,27 mM (fabricado por Sigma Co., Ltd.), violeta rojo rapido en sal LB 1,6 mM
(fabricado por Sigma Co., Ltd.), dimetilformamida al 1 %, tartrato sédico 50 mM, tampén acetato sodico 0,1 M (pH
5,0)) a 100 pl/pocillo, y se dejé que continuara la reaccion a temperatura ambiente durante 5 minutos. Después, las
células se lavaron dos veces con agua destilada y, posteriormente, se observaron con un microscopio (Fig. 35).
Como resultado, se inhibié la formaciéon de osteoclastos multinucleados positivos para TRAP de una manera
dependiente de la concentracion de anticuerpo #32A1 dentro del intervalo de 0,3 pg/ml a 3 pg/mil.

c) Efecto de la adicion de anticuerpo monoclonal de rata anti-Siglec-15 de ratén (#32A1) sobre la actividad de
resorcion 6sea de células precursoras de osteoclastos humanas normales (Evaluacién usando placa revestida de
colageno)

Se sabe que los osteoclastos liberan una proteasa tal como la catepsina K y degradan el colageno de tipo | que es
un componente constitucional del tejido 6seo. El kit de ensayo OsteolLyse (fabricado por Lonza, Inc., Cat. No. PA-
1500) proporciona una placa de 96 pocillos revestida con colageno humano conjugado con europio (placa de cultivo
celular OsteoLyse de 96 pocillos), y es posible evaluar la actividad de resorcion 6sea de los osteoclastos in vitro
midiendo la cantidad de fragmentos de colageno fluorescentes liberados en el sobrenadante cuando se cultivan los
osteoclastos en la placa.

Se sembraron células precursoras de osteoclastos humanas normales (Normal Human Natural Osteoclast Precursor
Cells, adquiridas en Sanko Junyaku Co., Ltd., Cat. No. 2T-110) en una placa de cultivo celular OsteoLyse de 96
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pocillos a 1 x 10* células/pocillo segtin el protocolo proporcionado con las células. Como medio, se us6 un medio
esencial minimo para células precursoras de osteoclastos (OPBM, adquirido en Sanko Junyaku Co., Ltd., N° de Cat.
PT-8201) suplementado con un kit de suplemento OPGM (Kit Osteoclast SingleQuot™, adquirido en Sanko Junyaku
Co., Ltd.,, N° de Cat. PT-9501) que contenia suero bovino fetal (concentracion final: 10 %), RANKL humano
(concentracion final: 68,4 ng/ml), M-CSF humano (concentracion final: 33 ng/ml) y similares. Al sobrenadante de
cultivo resultante, se le afadié el anticuerpo monoclonal de rata anti-Siglec-15 de raton (anticuerpo #32A1),
preparado en el Ejemplo 24 para dar una concentracion final de 0,1, 0,3, 1, o 3 yg/ml, y las células se incubaron
durante 3 dias en un incubador con CO,. Se recogié una alicuota de 10 pl del sobrenadante de cultivo y se le
afadieron 200 pl de Reactivo de Liberacion de Fluoréforo incluido en el kit de ensayo OsteolLyse, y se midio la
intensidad de fluorescencia (Excitacion: 340 nm, Emision: 615 nm) usando un lector de placas de fluorescencia
(ARVO MX, fabricado por Perkin Elmer Inc.), con lo que se determind la cantidad de fragmentos de colageno
fluorescentes liberados en el sobrenadante de cultivo (Fig. 36). Como resultado, la cantidad de fragmentos de
colageno fluorescentes aumentada por la adicion de RANKL se redujo por el anticuerpo #32A1 de una manera
dependiente de la concentracion dentro del intervalo de 0,3 ug/ml a 3 pg/ml. Por este resultado, se revel6 que la
actividad de resorcion 6sea de los osteoclastos humanos se inhibe por el anticuerpo monoclonal que se une
especificamente a la proteina Siglec-15.

Ejemplo 38. Produccion de anticuerpo monoclonal de ratén anti-Siglec-15 humano
Es posible producir un anticuerpo anti-Siglec-15 humano mediante las etapas descritas a continuacion.
(1) Inmunizacién

La proteina Siglec-15 humana soluble obtenida en los Ejemplos 30 a 32 se administra por via intraperitoneal a un
ratén BALB/c hembra con una edad de 4 a 10 semanas. Después de 2 semanas, al ratéon se le administra por via
intraperitoneal la misma solucién de fraccién de membrana para conseguir una inmunizacion de refuerzo.

(2) Fusion celular

Se resecciona el bazo del raton tres dias después de la inmunizacion de refuerzo, se pone en un medio sin suero y
se tritura sobre una malla con una espatula. La suspension de células que pasa a través de la malla se centrifuga
para precipitar las células de bazo.

Por otra parte, se lavan células de mieloma NS1 (Coleccion Americana de Cultivos Tipo TIB-18) con un medio sin
suero y se suspenden de la misma manera.

Usando las células que expresan Siglec-15 obtenidas de esta manera y células de mieloma, se realiza la fusion
celular segun un procedimiento comun.

(3) Seleccion

Las células fusionadas que producen anticuerpo anti-Siglec-15 humano pueden seleccionarse por un procedimiento
que usa ELISA de células y un procedimiento que usa un citémetro de flujo.

(4) Clonacion

Para un grupo de células seleccionadas en el punto (3) anterior, se repite 5 veces una serie de etapas que
comprenden el procedimiento que usa el ELISA celular y el procedimiento que usa un citdmetro de flujo descrito en
el punto (3), con lo que pueden obtenerse varios clones de hibridomas capaces de producir un solo anticuerpo que
se une a células que expresan Siglec-15 humano, pero no se une a las células antes de la transfeccion.

(5) Purificacion de anticuerpo

Se cultiva un hibridoma ratén-raton producido mediante las etapas (1) a (4) y se recoge el sobrenadante resultante.
Después de recoger y dializar el sobrenadante obtenido, se realiza la purificacion parcial del anticuerpo usando un
aparato de cromatografia liquida de alta resolucion. Se analiza el titulo de anticuerpo anti-Siglec-15 humano en cada
fraccion de cromatografia por un procedimiento ELISA usando la proteina Siglec-15 humana. Se recogen las
fracciones que tienen un alto titulo de anticuerpo y se aplican a una columna de purificacion de anticuerpos por
afinidad. Después de lavar el interior de la columna con un tampén de equilibrado de columna, el anticuerpo se eluye
con un tampoén de elucidon de columna. Inmediatamente después de terminar la elucién, cada eluato se aplica en la
parte superior de un ultrafiltro para centrifuga y se centrifuga. Después se retira el filtrado recogido en la parte
inferior del filtro y se realiza un lavado 5 veces afiadiendo PBS en la parte superior. El liquido que queda en la parte
superior del filtro se usa como muestra de anticuerpo anti-Siglec-15 humano.

Ejemplo 39. Produccion de anticuerpo monoclonal de rata anti-Siglec-15 humano

Puede producirse un anticuerpo monoclonal de rata anti-Siglec-15 humano usando la proteina Siglec-15 humana
soluble obtenida en los Ejemplos 30 a 32 por el procedimiento descrito en los Ejemplos 23 y 24.
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Ejemplo 40. Efecto de anticuerpo monoclonal anti-Siglec-15 humano sobre la diferenciacion de osteoclastos

Mediante el uso del anticuerpo monoclonal anti-Siglec-15 humano obtenido en el Ejemplo 38 o 39, puede ensayarse
el efecto inhibidor del anticuerpo sobre la formacion de osteoclastos. Para ensayar el efecto sobre la formacion de
osteoclastos en ratdn, puede usarse el procedimiento del Ejemplo 17, 19, 20, 21, 22 o 26. Para ensayar el efecto
inhibidor sobre la formacion de osteoclastos humanos, puede usarse el procedimiento del Ejemplo 35 o 37.

Aplicabilidad Industrial

El anticuerpo anti-Siglec-15 descrito en la presente memoria tiene la capacidad de inhibir la diferenciacion de
osteoclastos o la actividad de resorcion 6sea, y una composicion farmacéutica que contiene el anticuerpo anti-
Siglec-15 puede ser un agente terapéutico o preventivo para una enfermedad de metabolismo 6seo anormal.
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<223> Cebador de PCR de ADNCc de Siglec-15 de ratén

<400> 6

cgecgetega gttatttete atggtgaatg ac

<210>7

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

32

<223> Cebador de PCR de ADNCc de Siglec-15 de ratén

<400> 7
tcaggetcag gagtecaatt at

<210> 8

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

22

<223> Cebador de PCR de ADNCc de Siglec-15 de ratén

<400> 8
ggictagcect ggtactgtec tit

<210>9

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

23

60

330

Fro

Ser
315

Ser

285

Arg Ser
300

Pro Pro

His His

Gln Ala Gln

Gly His Gln
320

His Leu Val
335
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<220>
<223> Sonda de deteccion de ADNc de Siglec-15 de raton

<400> 9
atttgagcca gatgagtect ccaggeca 28

<210> 10

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR de ADNCc de proteina ribosémica L32 de raton

<400> 10
aagaagtica tcaggcacca gt 22

<210> 11

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR de ADNCc de proteina ribosémica L32 de raton

<400> 11
cttgacattg tggaccagga ac 22

<210> 12

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de deteccién de ADNc de proteina ribosémica L32 de ratén

<400> 12
amacccagag geattgacaa cagggtge 28

<210> 13

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR de ADNc de catepsina K de ratén

<400> 13
ggcaltctltc cagttitaca ge 22

<210> 14

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR de ADNc de catepsina K de ratén

<400> 14
gttgttctia ticcgageca ag 22

<210> 15
<211> 28
<212> ADN

61
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de deteccién de ADNc de catepsina K de ratéon

<400> 15
atgtgaacca tgcagtgttg gtggtggg 28

<210> 16

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR de ADNc de TRAP de raton

<400> 16
gaacticcee ageccttact ac 22

<210> 17

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR de ADNc de TRAP de ratéon

<400> 17
aactgctttt tgageecagga ¢ 21

<210> 18

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de deteccion de ADNc de TRAP de ratén

<400> 18
ttgccagica gcageccaaa atgect 26

<210> 19

<211> 774

<212> ADN

<213> Mus musculus

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(774)

<400> 19

62



atg
Met

atg
Met

aac
Asn

cCccC
Pro

acc
Thr
€5

tgg
Trp

gcg
Ala

cge
Arg

gte
Vval

gag
Glu
145

cgt
Arg

cog
Pro

[alala
Pro

gcot
Ala

gag
Glu

gga
Gly

aca
Thr

gcg
Ala
50

tte
Phe

cge
Arg

gcg
Ala

tte
Phe

gag
Glu
130

ttc
Phe

ctg
Leu

ggc
Gly

cog
Pro

goe
Ala

999
Gly

tce
Ser

gag
Glu
35

gag
Glu

acyg
Thr

teg
Ser

ccg
Ero

cge
Arg
115

cge
Arg

acc
Thr

cge
Arg

coe
Bro

cco
Pro
195

ctg
Len

tece
Ser

ctt
Leu
20

gcg
Ala

gtg
Val

cac
His

ggc
Gly

ggc
Gly
100

ctg
Leu

cte
Leu

ggc
Gly

gtg
val

gcg
Ala
180

goc
Ala

cag
Gln

ctec
Leu

gtg
Val

cac
His

aac
Asn

ccyg
Pro

gag
Glu
85

agc
Ser

ctg
Leu

geo
Ala

gac
Asp

act
Thr
165

cac

His

ctc
Leu

ggc
Gly

caa
Gln

aaa
Lys

agt
Ser

gcg
Ala

cac
His
70

cog
Pro

gag
Glu

gge
Gly

ctg
Leu

gcc
Ala
150

gct
Ala

geo
Ala

gcc
Ala

cag
Gln

ES 2677246 T3

ctc
Leu

act
Thr

gac
Ala

gag
Glu
55

cge
Arg

tac
Tyr

ctg
Leu

aac
Asn

gcg
Ala
135

cac

His

gcg
Ala

tte
Phe

togg
Trp

ggt
Gly

ctg
Leu

aga

ccg
Pro
40

gct
Ala

cac
His

gcg
Ala

tgec
Cys

aog
Pro
120

gac
Asp

gat
Asp

ceg
Pro

cge
Arg

teyg
Ser
200

cac
His

gcc
Ala
aga
25

gcg
Ala

ggc
Gly

tac
Tyr

ggc
Gly

cag
Gln
105

age

Arg

agc
Ser

cgc
Arg

cgg
Arg

gcg
Ala
185

ggt
Gly

ggc
Gly

63

tgec
Cys
10

gac
Asp

cag
Gln

gac
Asp

gac
Asp

aog
Pro
90

acg

Thr

aga

ggc
Gly

tat
Tyr

atc
Ile
170

cte
Leu

ccc
Pro

tac
Tyr

ttg
Leu

gct
Ala

cgc
Arg

gcg
Ala

999
Gly

cag
Gln

gcg
Ala

aac
Asn

cge
Arg

gag
Glu
155

gtc
val

tge
Cys

gec
Ala

cag
Gln

gcc
Ala

tcg
Ser

tgg
Trp

gcg
Ala
60

ceg
Pro

gtg
Val

ctg
Leu

gac
Asp

tac
Tyr
140

agt
Ser

aac
Asn

acc
Thr

cca
Pro

gtg
val

tgt
Cys

g9g9
Gly

tce
Ser
45

gtg
val

ctg
Leu

tte
Phe

agc
Ser

ctg
Leu
125

tto
Phe

cgc
Arg

atc
Ile

gec
Ala

ggc
Gly
205

ace
Thr

gtg
val

gat
Asp
30

atg
Met

ctg
Leu

acg
Thr

cgo
Arg

ctg
Leu
110

too
Ser

tgc
Cys

cat
His

teg
Ser

qgag
Glu
130

aac
Asn

gqoc
Ala

cte
Leu
15

ctg
Leu

cag
Gln

cCccC
Pro

gco
Ala

tgc
Cys
95

cac
His

ctg
Leu

cge
Arg

999
Gly

gtg
val
175

ag99
Gly

age
Ser

gag
Glu

cag
Gln

cte
Leu

gtg
val

tgc
Cys

atc
Ile
80

aco
Thr

ggc
Gly

aga
Arg

gtg
Val

gtc
Val
140

ctg

Leu

gaqg
Glu

tce
Ser

ttg
Leu

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672



10

<210> 20
<211>25

210

cee goeg ctg ace cge
Pro Ala Leu Thr Arg
225

ctg ggc cgc goc gag
Leu Gly Arg Ala Glu

occc gga
Pro Gly

8

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 20

Met

Asn

Pro

Thr

65

Trp

Ala

Arg

Val

Glu

145

Arg

Glu Gly

Gly Ser

Thr Glu
35

Ala Glu
50

Phe Thr

Arg Ser

Ala Pro

Phe Arg

115

Glu Arg
130

Phe Thr

Leu Arg

Ser

Leu

20

Ala

val

His

Gly

Gly

100

Leu

Leun

Gly

Val

245

Leu

val

His

Asn

Pro

Glu

83

Ser

Leun

Ala

Asp

Thr

ES 2677246 T3

215

gac< gge ¢gd tad acg
Asp Gly Arg Tyr Thr

230

gce agec gtc tac ctg
Ala Ser Val Tyr Len

Gln Leu

Lys Thr

Ser Ala

Ala Glu
55

His Arg
70

Pro Tyr

Glu Leu

Gly Asn

Leu Ala
135

Ala His
150

Ala Ala

Leu

Arg

Pro

40

Ala

His

Ala

Cys

Pro

120

Asp

Asp

Pro

64

250

Ala

Arg

25

Ala

Gly

Tyr

Gly

Gln

105

Arg

Ser

Arg

Arg

tge
Cys
235

tte
Phe

Cys

10

Asp

Gln

Asp

Asp

Pro

90

Thr

Arg

Gly

Tyr

Ile

220

acg
Thr

age
Arg

Leu

Ala

Arg

Ala

Gly

75

Gln

Ala

Asn

Arg

Glu

155

val

gog geoe aat age
Ala ala Asn Ser

240

ttc cac ggc gec
Phe His Gly Ala

Ala

Ser

Trp

Ala

60

Pro

Val

Leu

Asp

Tyr

140

Ser

Asn

255

Cys Val

Gly Asp

Ser Met

45

Val Leu

Leu Thr

Fhe Arg

Ser Leu

110

Leu Ser

125

Fhe Cys

Arg His

Ile Ser

Leu

15

Leu

Gln

Pro

Ala

Cys

93

His

Leu

Arg

Gly

val

720

768

774

Gln

Leu

val

Cys

Ile

80

Thr

Gly

Arg

val

val

160

Leu
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165 170

Pro Gly Pro Ala Hisg Ala Phe Arg Ala Leu Cys
180 185

Thr

Pro Pro Pro Ala Leu Ala Trp Ser Gly Pro Ala Pro

195 200

Ala Ala Leu Gln Gly Gln Gly His Gly Tyr Gln Val

210 215

Pro Ala Leu Thr Arg Asp Gly Arg Tyr Thr Cys
225 230 235

220

Thr

Leu Gly Arg Ala Glu Ala Ser Val Tyr leu Phe Arg

245 250

Pro Gly

<210> 21

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR de ADNc de Siglec-15 soluble de raton

<400> 21
ggggacaagt tigtacaaaa aagcaggcit caccatggag gggteecice aacte 55

<210> 22

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR de ADNc de Siglec-15 soluble de raton
<400> 22
ggggaccact ttgtacaaga aagctgggte tccgggageg cegtggaage ggaac 55

<210> 23

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de secuenciacion de ADNc de Siglec-15 soluble de ratdon

<400> 23
tgcgtgaagg tgcagggceag 20

<210> 24
<211> 17

65

Ala Glu
190

Gly Asn

205

Thr Ala

Ala Ala

Phe His

175

Gly Glu

Ser Ser

Glu Leu

Asn Ser

240

Gly Ala
255
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15

20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de secuenciacion de ADNc de Siglec-15 soluble de ratdon

<400> 24

cectegectgg tegggte

<210> 25
<211> 891
<212> ADN

17

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2677246 T3

<223> ADNCc de Siglec-15 de ratén marcado con His

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(891)

<400> 25

atg
Mat
1

atg
Met

aac
Asn

cce
Pro

acc
Thr
65

tgg
Trp

gcyg
Ala

cge
Arg

gte
val

gag

gag
Glu

gga
Gly

aca
Thr

gcyg
Ala
50

tte
Phe

age
Arg

gcg
Ala

tte
Phe

gag
Glu
130

tte

gg9g
Gly

teo
Ser

gag
Glu
35

gag
Glu

acg
Thr

teg
Ser

ccg
Pro

age
Arg
115

age
Arg

ace

tce
Ser

ctt
Leu
20

gcg
Ala

gtg
Val

cac
His

ggc
Gly

gdgc
Gly
100

ctyg
Leu

cte
Leu

ggc

cte
Leau

gty
Val

cac
His

aac
Asn

ceg
Pro

gag
Glu
g5

agec
Ser

ctg
Leu

gee
Ala

gac

caa
Gln

aaa
Lys

agt

Ser

gcyg
Ala

cac
His
70

acg
Pro

gag
Glu

ggc
Gly

atyg
Leu

gcc

cte
Lau

act
Thr

gcc
Ala

gay
Glu
55

cgc

Arg

tac
Tyr

ctg
Leu

aac
Asn

gcg
Ala
135

cac

ctg
Leu

aga
Arg

ceg
Pro
40

gct
Ala

cac
His

gcg
Ala

tgc
Cys

ceg
Pro
120

gac
Asp

gat

gcc
Ala

aga
Arg
25

gcg
Ala

ggc
Gly

tac
Tyr

ggc
Gly

cag
Gln
108
cga
Arg

age
Ser

cgc

66

tge
Cys
10

gac

Asp

cag
Gln

gac
Asp

gac
Asp

ceg
Pro
20

acg
Thr

age
Arg

ggc
Gly

tat

ttg
Leu

gct
Ala

cgc
Arg

gcyg
Ala

999
Gly
75

cag
Gln

gcg
Ala

aac
BAsn

cge
Arg

gag

gcc
Ala

teg
Ser

tgg
Trp

gcg
Ala
60

ceg

Pro

gtg
Val

ctg
Leu

gac
Asp

tac
Tyr
140

agt

tgt
Cys

999
Gly

teceo
Ser
45

gtg
vVal

ctg
Leu

tte
Phe

agc
Ser

ctg
Leu
125

tte
Phe

cgc

gtg
Val

gat
Asp
30

atg
Met

ctg
Leu

acg
Thr

age
Arg

ctg
Leu
110

teco
Ser

tge
Cys

cat

cte
Leau
15

ctg

Leu

cag
Gln

cce
Pro

gcc
Ala

tgc
Cys
95

cac
His

ctg
Leu

cge
Arg

a4g9g

cag
Gln

cteo
Leu

gtg
Val

tgc
Cys

atc
Ile
80

acc
Thr

ggc
Gly

age
Arg

gtg
val

gtc

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480
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Glu
145

cgt
Arg

ccg
Pro

cCco
Pro

gct
Ala

cece
Pro
225

ctyg
Leu

cco
Pro

ggg
Gly

ace
Thr

<210> 26
<211> 296
<212> PRT

Phe

ctg
Leu

ggc
Gly

ceg
Pro

gece
Ala
210

gocg
Ala

ggc
Gly

gga
Gly

ggt
Gly

ggt
Gly
290

Thr

cge
Arg

cCcC
Pro

cce
Pro
195

ctg
Leu

ctg
Leu

cgc
Arg

gac
Aszp

aag
Lys
275

cat
His

Gly

gty
Val

gcg
Ala
180

gce
Ala

cag
Gln

ace
Thr

gcc
Ala

cca
Pro
260

cct
Pro

cat
His

<213> Secuencia artificial

<220>

Asp

act
Thr
165

cac
His

ctc
Leu

ggc
Gly

cgc
Arg

gaqg
Glu
245

gect
Ala

atc
Ile

cac
His

Ala
150

gct
Ala

gcc
Ala

gce
Ala

cag
Gln

gac
Asp
230

gcc
Ala

tte
Phe

cct
Pro

cat
His

ES 2677246 T3

His

gcg
Ala

tte
Phe

tgg
Trp

ggt
Gly
215

ggc
Gly

age
Ser

ttg
Leu

aac
Asn

cac
His
295

Asp

ccg
Pro

cgce
Arg

teog
Ser
200

cac
His

cgc
Arg

gtc
val

tac
Tyr

cct
Pro
280

cat
His

<223> Péptido de Siglec-15 de ratén marcado con

<400> 26

Met Glu Gly Ser Leu Gln Leu

1

5

Met Gly Ser Leu Val Lys Thr

20

Asn Thr Glu Ala His Ser Ala

35

Pro Ala Glu Val Asn Ala Glu

Arg

cgg
Arg

gcg
Ala
185

ggt
Gly

ggc
Gly

tac
Tyr

tac
Tyr

aaa
Lys=s
265

ctc
Leu

tga

His

Leu

Arg

Pro

40

Ala

67

Tyr

ate
Ile
170

ctc

Leu

cCce
Pro

tac
Tyr

acyg
Thr
ctyg

250

gtg
Val

ctc
Leu

Ala Cys Leu Ala Cys Val Leu Gln

Arg Asp Ala Ser Gly Asp Leu Leu

25

Ala Gln Arg Trp Ser Met Gln Val

Gly Asp Ala Ala Val Leu Pro Cys

Glu
155

gte
Val

tge
Cys

gce
Ala

cag
Gln

tgc
Cys
235

ttec
Phe

gtt
Val

ggt
Gly

10

Ser

aac
Asn

ace
Thr

cca
Pro

gtg
val

220

acyg
Thr

cgc
Arg

gat
Azp

ctc
Leu

Arg

ate
Ile

gcc
Ala

ggc
Gly
205

ace
Thr

gocg
Ala

ttec
Phe

ate
Ile

gat
Asp
285

His

teg
Ser

gag
Glu
190

aac

Asn

gce
Ala

gcc
Ala

cac
His

gaa
Glu
270

tet
Ser

45

Gly

gty
Val

175

ggg
Gly

agc
Ser

gag
Glu

aat
Asn

ggc
Gly
255

ggt
Gly

acyg
Thr

30

val
160

ctg
Leu

gag
Glu

tce
Ser

ttg
Leu

age
Ser
240

gcc
Ala

cgt
Arg

cgt
Arg

15

528

576

624

672

720

768

B16

864

891



<210> 27

Thr
&5

Trp

Ala

Arg

Val

Glu

145

Arg

Pro

Pro

Ala

Pro

225

Leu

Pro

Gly

Thr

50

Phe

Ala

FPhe

Glu

130

Phe

Leu

Gly

Pro

Ala

210

Ala

Gly

Gly

Gly

Gly
230

Thr

Ser

Pro

Arg

115

Arg

Thr

Arg

Pro

Pro

135

Leu

Leau

Arg

Asp

Lys

275

His

His

Gly

Gly

100

Leu

Leu

Gly

Val

Ala

180

hAla

Gln

Thr

Ala

Fro

260

Pro

His

Pro

Glu

85

Ser

Leun

Ala

Asp

Thr

165

His

Leu

Gly

aArg

Glu

245

Ala

Ile

His

ES 2677246 T3

Hisg

70

Pro

Glu

Gly

Leu

Ala

150

Ala

Ala

Ala

Gln

Asp

230

Ala

Phe

Pro

Hisg

55

Arg

Tyr

Leu

Asn

Ala

135

His

Ala

Phe

Trp

Gly

215

Gly

Ser

Leu

Asn

His
295

His

Ala

Cys

Pro

120

Asp

Asp

Pro

Arg

Ser

200

His

Arg

val

Tyr

Pro

280

His

68

Tyr

Gly

Gln

105

Arg

Ser

Arg

Arg

Ala

185

Gly

Gly

Tyr

Tyr

Lys

265

Leu

Asp

Pro

90

Thr

Gly

Tyr

Ile

170

Leu

Pro

Tyr

Thr

Leu

250

Val

Leu

Gly

75

Gln

Ala

Asn

Arg

Glu

155

Val

Cys

Ala

Gln

Cys

235

Phe

Val

Gly

60

Pro

Val

Leu

Asp

Tyr

140

Ser

Asn

Thr

Pro

val

220

Thr

Arg

Asp

Leu

Leu

Fhe

Ser

Leu

125

Phe

Ile

Ala

Gly

205

Thr

Ala

Phe

Ilae

Asp
285

Thr

Arg

Leu

110

Ser

Cys

His

Ser

Glu

150

Asn

Ala

Ala

His

Glu

270

Ser

Ala

Cys

95

His

Leu

Arg

Gly

Val

175

Gly

Ser

Glu

Asn

Gly

255

Gly

Thr

Ile

80

Thr

Gly

Arg

val

val

160

Leu

Glu

Ser

Leu

Ser

240

Ala

Arg

Arg
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<211> 1512
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2677246 T3

<223> ADNCc de Siglec-15 de ratén fusionado a Fc

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(1512)

<400> 27

atg
Met

atg
Met

aac
Asn

ccc
Pro

acc
Thr
65

tgg
Trp

gcg
Ala

cge
Arg

gtc
Val

gag
Glu
145

cgt
Arg

ceg
Pro

cco

gag
Glu

gga
Gly

aca
Thr

acg
Ala
50

tte
Phe

cgc
Arg

gcg
Ala

tte
Phe

gag
Glu
130

tte
Phe

ctg
Leu

ggc
Gly

ccog

999
Gly

teec
Ser

gag
Glu
35

gag
Glu

acg
Thr

teg
Ser

ccg
Pro

cge
Arg
115

cge
Aryg

acc
Thr

aga
Arg

acc
Pro

CCccC

tecc
Jer

ctt
Leu

geg
Ala

gtg
Val

cac
His

ggc
Gly

agc
Gly
100

ctg

Leu

cte
Leu

ggc
Gly

gtg
Val

gcg
Ala
180

gce

ctc
Leu

gtg
Val

cac
His

aac
Asn

cag
Pro

gag
Glu
85

age

Ser

ctg
Leu

goc
Ala

gac
Asp

act
Thr
165

cac
His

ctec

caa
Gln

aaa
Lys

agt
Ser

gcg
Ala

cac
His
70

cog

Pro

gag
Glu

gge
Gly

ctyg
Leu

gce
Ala
150

got
Ala

goo
Ala

gce

ctc
Leu

act
Thr

gec
Ala

gag
Glu
55

cge

Arg

tac
Tyr

ctg
Leu

aac
Asn

gcg
Ala
135

cac
His

gcg
Ala

tte
Phe

tag

ctg
Leu

aga
Arg

ccg
Pro
40

gct
Ala

cac
His

gcg
Ala

tgc
Cys

cag
Pro
120

gac
Asp

gat
Asp

ceg
Pro

cge
Arg

tog

gac
Ala

aga
Arg

gcg
Ala

ggc
Gly

tac
Tyr

ggc
Gly

cag
Gln
105

cge
Arg

age
Ser

cgc
Arg

cgg
Arg

gcg
Ala
185

ggt

69

tgc
Cys
10

gac
Asp

cag
Gln

gac
Asp

gac
Asp

ceg
Pra
90

acg

Thr

cge
Arg

ggc
Gly

tat
Tyr

ate
Ile
170

cte
Leu

CCcC

ttg
Lau

gct
Ala

cgo
Arg

gcg
Ala

aggg
Gly
75

cag

Gln

gcg
Ala

aac
Asn

cgae
Arg

gag
Glu
155

gtc
Val

tge
Cys

goc

gec
Ala

tcg
Ser

tgg
Trp

gcg
Ala
60

cog

Pro

gtg
Val

ctg
Leu

gac
Asp

tac
Tyr
140

agt
Ser

aadc
Asn

ace
Thr

cca

tgt
Cys

99
Gly

tee
Ser
45

gtg
Val

ctg
Leu

tte
Phe

age
Ser

ctg
Leu
125

tte
Phe

cge
Arg

ate
Ile

gee
Ala

gac

gtg
val

gat
Asp

atg
Met

ctg
Leu

acg
Thr

cge
Arg

ctg
Leu
110

tee

Ser

tge
Cys

cat
Hig

teg
Ser

gag
Glu
190

aac

ctc
Leu
15

ctyg
Leu

cag
Gln

ccec
Pro

goc
Ala

tgc
Cys
95

cac

His

ctg
Leu

cge
Arg

ager
Gly

gtg
val

175

ggg
Gly

agc

cag
Gln

cte
Leu

gtg
val

tge
Cys

ate
Ile
80

acc

Thr

ggc
Gly

ago
Arg

gtg
Val

gte
vVal
160

ctg
Leu

gag
Glu

tce

43

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624



Pro

got
Ala

ccc
Pro
225

ctg
Leu

[alale]
Pro

ccc
Pro

gaa
Glu

gac
Asp
303

gac
Asp

ggc
Gly

aac
Agn

tag
Trp

cca
Pro
385

gaa
Glu

aac
Asn

atc
Ile

Pro

goo
Ala
210

gcg
Ala

ggc
Gly

gga
Gly

aaa
Lys

cte
Leu
290

acc
Thr

gtg
val

gtg
val

age
Ser

ctg
Leu
370

gce
Ala

cca
Pro

cag
Gln

gce
Ala

Pro
195

ctyg
Leu

ctg
Leu

cge
Arg

gac
Asp

teoct
Ser
275

oty
Leu

ckte
Leu

agc
Ser

gag
Glu

acg
Thr
355

aat
Asn

cce
Pro

cag
Gln

gtc
vVal

gtg
Val
435

Ala

cag
Gln

acc
Thr

geoo
Ala

cca
Pro
260

tgt
Cys

ggg
Gly

atg
Met

cac
His

gtg
val
340

tac
Tyr

ggc
Gly

atec
Ile

gty
val

agec
Ser
420

gag
Glu

Leu

ggc
Gly

cgo
Arg

gag
Glu
245

get
Ala

gac
Asp

gga
Gly

ate
Ile

gaa
Glu
325

cat
His

cgt
Arg

aag
Lys

gag
Glu

tac
Tyr
405

ctg

Len

tgg
Trp

Ala

cag
Gln

gac
Asp
230

gce
Ala

tte
Phe

aaa
Lys

ceyg
Pro

teoe
Ser
310

gac
Asp

aat
Asn

gtg
val

gag
Glu

aaa
Lys
390

aca
Thr

acc
Thr

gag
Glu
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Trp

ggt
Gly
215

ggc
Gly

age
Ser

ttg
Leu

act
Thr

tea
Ser
295

<gg
Arg

cck
Pro

geo
Ala

gte
Val

tac
Tyr
375

ace
Thr

ctyg
Leu

tgc
Cys

age
Ser

Ser
200

cac
His

cgce
Arg

gtc
val

tac
Tyr

cac
His
280

gte
val

acc
Thr

gag
Glu

aag
Lys

age
Ser
360

aag
Lys

atc
Ile

coo
Pro

ctg
Leu

aat
Asn
440

Gly

ggce
Gly

tac
Tyr

tac
Tyr

aaa
Lys
265

aca
Thr

tte
Phe

cct
Pro

gte
val

aca
Thr
345

gtc
Val

tgc
Cys

tce
Ser

cCca
Pro

gtc
val
425

ggg
Gly

70

Pro

tac
Tyr

acyg
Thr

ctg
Leu
250

gtg
val

tgc
Cys

cte
Leu

gag
Glu

aag
Lys
330

aaqg
Lys

cte
Leu

aag
Lys

aaa
Lys

tec
Ser
410

aaa

Lys

cag
Gln

Ala

cag
Gln

tge
Cys
235

tte
Phe

gtt
val

cca
Pro

tte
Phe

gte
val
315

tte
Phe

cog
Pro

acec
Thr

gtc
Val

gcc
Ala
3985

cgy
Arg

ggc
Gly

ccg
Pro

Pro

gtg
val
220

acyg
Thr

cge
Arg

gat
Asp

ccg
Pro

cee
Pro
300

aca
Thr

aac
Asn

cgg
Arg

gtc
val

tece
Ser
38¢C

aaa

Lys

gay
Glu

ttec
Phe

gag
Glu

Gly
205

ace
Thr

gcg
Ala

tte
Phe

atc
Ile

tge
Cys
285

oca
Pro

tgco
Cys

tag
Trp

gag
Glu

cty
Leu
365

aac
Asn

ggg
Gly

gayg
Glu

tat
Tyr

aac
Asn
445

Asn

goo
Ala

gco
Ala

cac
His

cag
Gln
270¢

cca
Pro

aaa
Lys

gtg
val

tac
Tyr

gag
Glu
350

cac
Hisg

ada
Lys

cag
Gln

atg
Met

cce
Pro
430

aac
Asnh

Ser

gag
Glu

aat
Asn

ggc
Gly
255

gea
Ala

gca
Ala

cce
Pro

gty
val

gtg
Vval
338

cag
Gln

cag
Gln

gcc
Ala

cce
Pro

ace
Thr
415

agc

Ser

tac
Tyr

Ser

ttg
Leu

age
Ser
240

gee
Ala

gag
Glu

cct
Pro

aaqg
Lys

gtg
val
320

gac
Asp

tac
Tyr

gac
Agp

ctc
Leu

cga
Arg
400

aag
Lys

gac
Asp

aag
Lys

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344
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acc
Thr

aag
Lys
465

tgc
Cys

ctoe
Leu

acg
Thr
450

cte
Leu

tcc
Ser

teo
Ser

<210> 28
<211> 503
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

cct
Pro

ace
Thr

gtg
Val

ctyg
Leu

ccc
Pro

gtg
val

atg
Met

tet
Ser
500

gtg
val

gac
Asp

cat
His
485

ceqg
Pro

ctg
Leu

aag
Lys
470

gag
Glu

ggt
Gly

ES 2677246 T3

gac
Asp
455

agec

Ser

gct
Ala

aaa
Lys

 Lalal
Ser

agg
Arg

ctg
Leu

taa

gac
Asp

tgg
Trp

cac
His

<223> Péptido de Siglec-15 de ratén fusionado a Fc

<400> 28

Met

1

Met

Asn

Pro

Thr

65

Trp

Ala

Arg

Val

Glu

Gly

Thr

Ala

50

Phe

Arg

Ala

Phe

Glu
130

Gly

Ser

Glu

35

Glu

Thr

Ser

Pro

Arg

115

Arg

Ser

Len

20

Ala

Val

His

Gly

Gly

100

Len

Len

Leu

Val

His

aAsn

Pro

Glu

85

Ser

Len

Ala

Gln

Lys

Ser

Ala

His

70

Pro

Glu

Gly

Len

Leu

Thr

Ala

Glu

55

Arg

Tyr

Leu

Asn

Ala
135

Leu

Pro

40

Ala

His

Ala

Cys

Pro

120

Asp

71

ggc
Gly

cag
Gln

aac
Asn
490

Ala

Arg

25

Ala

Gly

Tyr

Gly

Gln

105

Arg

Ser

 Lalal
Ser

cag
Gln
475

cac
His

Cys

10

Asp

Gln

Asp

Asp

Pro

90

Thr

Arg

ttc
Phe
460

999
Gly

tac
Tyr

Leu

Ala

Arg

Ala

Gly

75

Gln

Ala

Asn

Arg

ttc
Phe

aac
Asn

acg
Thr

Ala

Ser

Trp

Ala

60

Pro

Val

Len

Asp

Tyr
140

cte
Leu

gtc
Val

cag
Gln

Cys

Gly

Ser

45

Vval

Leu

Phe

Ser

Leu

125

Phe

tat
Tyr

tte
Phe

aag
Lys
495

Val

Asp

30

Met

Leu

Thr

Arg

Len

110

Ser

Cys

agc
Ser

teca
Ser
480

age
Ser

Leu

15

Leu

Gln

Pro

Ala

Cys

95

His

Leu

Arg

Gln

Leu

val

Cys

Ile

8O

Thr

Gly

Arg

val

1392

1440

1488

1512



Glu

145

Arg

Pro

Pro

Ala

Pro

225

Leu

Pro

Pro

Glu

Asp

305

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro
385

Phe

Leu

Gly

Pro

Ala

210

Ala

Gly

Gly

Lys

Leu

280

Thr

Val

val

Ser

Leu

370

Ala

Thr

Arg

Pro

Pro

185

Leu

Leu

Arg

Asp

Ser

275

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

355

Asn

Pro

Gly

Val

Ala

180

Ala

Gln

Thr

Ala

Pro

260

Cys

Gly

Met

His

Vval

340

Tyr

Gly

Ile

Asp

Thr

165

His

Leu

Gly

Arg

Glu

245

Ala

Asp

Gly

Ile

Glu

325

Hig

Arg

Lys

Glu
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Ala

150

Ala

Ala

Ala

Gln

Asp

230

Ala

Phe

Lys

Pro

Ser

310

Asp

Asn

val

Glu

Lys
380

His

Ala

FPhe

Trp

Gly

215

Gly

Ser

Leu

Thr

Ser

295

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

375

Thr

Asp

Pro

Arg

Ser

200

His

Arg

val

Tyr

His

280

val

Thr

Glu

Lys

Ser

360

Lys

Ile

72

Arg

Arg

Ala

185

Gly

Gly

Tyr

Tyr

Lys

265

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

345

val

Cys

Ser

Tyr

Ile

170

Leu

Pro

Tyr

Thr

Leu

250

Vval

Cys

Leu

Glu

Lys

330

Lys

Leu

Lys

Lys

Glu

155

val

Cys

Ala

Gln

Cys

235

Phe

val

Pro

Phe

Val

315

Phe

Pro

Thr

Val

Ala
395

Ser

Asn

Thr

Pro

Val

220

Thr

Arg

Asp

Pro

Pro

300

Thr

Asn

Arg

val

Ser

380

Lys

Arg

Ile

Ala

Gly

205

Thr

Ala

Phe

Ile

Cys

285

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

365

Asn

Gly

His

Ser

Glu

130

Asn

Ala

aAla

His

Gln

270

Pro

Lys

val

Tyr

Glu

350

His

Lys

Gln

Gly

val

175

Gly

Ser

Glu

Asn

Gly

255

Ala

Ala

Pro

Val

val

335

Gln

Gln

Ala

Pro

val

160

Leu

Glu

Ser

Leu

Ser

249

Ala

Glu

Pro

Lys

Vval

320

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg
400
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Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro

405

Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val
420 425

Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly

435 440

Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp

450 455

Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp

465 470

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His

485

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
500

<210> 29

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR de ADNc de Siglec-15 humano

<400> 29
attaagcttc accatggaaa agtccatctg getge 35

<210> 30

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR de ADNc de Siglec-15 humano

<400> 30
agtggatcct cacggtgage acatggtage 30

<210> 31

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador para PCR de ADNCc de catepsina K humana

<400> 31
cegeagtaat gacacecettt 20

<210> 32

73

Ser

410

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
430

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

475

His

Glu

Phe

Glu

Phe

460

Gly

Tyr

Glu

Tyr

Asn

445

Phe

Asn

Thr

Met

Pro

430

Asn

Leu

val

Gln

Thr

415

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
495

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

480

Ser
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<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR de ADNCc de catepsina K humana

<400> 32
aaggceattgg tcatgtagee 20

<210> 33

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de deteccién de ADNc de catepsina K humana

<400> 33
tcagggtcag tgiggttcct gttggget 28

<210> 34

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR de ADNc de TRAP humana

<400> 34
ctgtcetgge tcaagaaaca 20

<210> 35

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR de ADNc de TRAP humana

<400> 35
ccatagtgga agcgceagata 20

<210> 36

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de deteccion de ADNc de TRAP humana

<400> 36
tgagaatgge gtggactacg tgetgagt 28

<210> 37

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR de ADNc de Siglec-15 humano

<400> 37
cagccaccaa catccattic 20

74
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<210> 38

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR de ADNc de Siglec-15 humano

<400> 38
cgcicaagcet aatgegigta 20

<210> 39

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de deteccion de ADNc de Siglec-15 humano

<400> 39
aagaacaaag geecagtgeda ggettgge 28

<210> 40

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador para PCR de ADNCc de proteina ribosémica L32 humana

<400> 40
gagatcgete acaatgttic ot 22

<210> 41

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador para PCR de ADNCc de proteina ribosémica L32 humana

<400> 41
gatgcecagat ggeagtttit ac 22

<210> 42

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién de ADNc de proteina ribosémica L32 humana

<400> 42
accgcaaage categtggaa agagety 27

<210> 43

<211> 780

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDR
<222> (1)..(780)

75



<220>
<221> CDS

<222> (1)..(780)

<400> 43

atg
Met

aca
Thr

aac
Asn

cca
Pro

acc
Thr

65

tgg
Trp

gcg
Ala

age
Arg

gtec
Val

gag
Glu

50

gaa
Glu

ggc
Gly

aca
Thr

ccC
Pro

tte
Phe

cge
Arg

gcg
Ala

tte
Phe

gag
Glu

35

aag
Lys

tea
Ser

gayg
Glu

gag
Glu

acyg
Thr

gcyg
Ala

cdg
Arg

¢gg
Arg

20

tecc
Ser

ttt
Phe

gtg
Val

gtg
val

cac
His

ggc
Gly

ggc
Gly

85

100

115

130

145

cgg
Arg

cce
Pro

cog
Pro

gca
Ala

gaa
Glu
225

aac

Asn

gge
Gly

ctg
Leu

agt
Ser

cog
Pro

gee
Ala
219

ctg
Leu

agc
Ser

gee
Ala

tte
Phe

cac
His

ceg
Pro

ccc
Pro
195

gty
Vval

cce
Pro

ctg

age
Ser

cgc
Arg

gcc
Ala

gty
Vval

get
Ala
180

goc
Ala

cgg
Arg

gca
Ala

ggec
Gly

ggyg
Gly
260

oty
Leu

cte
Leu

ggc
Gly

aca
Thr
165

cac
His

ctc
Leu

agce
Ser

ctg
Leu

cge
Arg
245

atc
Ile

gtg
Val

cac
His

age
Ser

cog
Pro

gag
Glu

age
Ser

oty
Leu

gce
Ala

gac
Asp

70

tgg
Trp

aga
Arg

age
Ser

gcg
Ala

cac
His

cco
Pro

gag
Glu

ggc
Gly

ctg
Leu

gte
Val
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55

ctg
Leu

act
Thr

teg
Ser

gag
Glu

age
Arg

tat
Tyr

cte
Leu

aac
Asn

gct
Ala

40

ctg geoc tgc
Leu Ala Cys

10

25

cca geg cag
Pro Ala Gln

gca ggc gac
Ala Gly Asp

cac tac gac
His Tyr Asp

gcg gge ccg
Ala Gly Pro

90

tge cag acg
Cys Gln Thr

105

cog ege cge
Pro Arg Arg

120

135

150

gee
Ala

gee
Ala

goc
Ala

cog
Pro

acc
Thr
230

toe
Ser

geg
Ala

tte
Phe

tgg
Trp

cgt
Arg
215

cat

His

gag
Glu

cat
His

cog
Pro

cgc
Arg

toe
Ser
200

gag
Glu

gac
Azp

geoc
Ala

gac gac cgc
Asp Asp Arg

gac cgc tac
Asp Arg Tyr

cgg ate
Arg Ile
170

geg cte
Ala Leu
185

ggce cog
Gly Pro

ggt cac
Gly His

gge cge
Gly Arg

agc gtc
Ser Val
250

76

aaa ata gat act
Lys Ile Asp

75

155

gte

Val Asn

tgc
Cys

goc
Ala

ggc
Gly

tac
Tyr
235

tac
Tyr

ttg geg
Leu Ala

acg

Thr Thr

cge tgg
Arg Trp

gcg gca
Ala Ala

a0

ggg ccg
Gly Pro

cag gtg
Gln Val

gog oty
Ala Leu

aac gac
Asn Asp

cge tac
Arg Tyr

140

gag agc
Glu Ser

aac

act
Thr

ctg
Leu

ate
Ile

gee
Ala

ggc
Gly

tag
Trp

gag
Glu

tce
Ser
45

gtg
val

ctg
Leu

tte
Phe

agc
Ser

cte
Leu
125

tte
Phe

cge
Arg

teg
Ser

gaa
Glu

gtt
Val

aac
Asn
30

atg
Met

ctg
Leu

acy
Thr

cge
Arg

ctyg
Leu
110

teg

Ser

tge
Cys

cac
His

ctc ccg
Leu Pro
15

ttg cte
Leu Leu

cag gtg
Gln VvVal

cec tge
Pro Cys

gee ato
Ala Ile
80

tge get
Cys Ala
85

cac ggc
His Gly

ctg ege
Leu Arg

cge gte
Arg Val

ggc gtc
Gly val
160

gtg ctg
Val Leu

175

190

205

cac
His
220

acg
Thr

ctg

cta
Leu

tgt
Cys

ttc
Phe

aac
Asn

gty
Vval

acg
Thr

cgc
Arg

999 gag
Gly Glu

agc ttg
Ser Leu

ace gee
Thr Ala

gee gee
Ala Ala

240

ttc cat
Phe His

255

48

96

144

132

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

780
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<210> 44
<211> 260
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 44

Met

Thr

Asn

Pro

Thr

Trp

Ala

Val

Glu

145

Arg

Pro

Pro

Ala

Glu

225

Asn

Gly

Glu

Gly

Thr Gl

Pro Gl

50

Phe

Glu

130

Fhe

Leu

Ser

Pro

Ala

210

Len

Ser

Ala

Phe

Ala

Arg Al

Arg

115

Arg

Ala

His

Pro

Pro

135

Val

Pro

Leu

Ser

Lys

Ser

Thr

Arg

20

u Val

u vVal

a Gly

Ser

Phe

His

Gly

100

Leu

Leu

Gly

val

Ala

180

Ala

Arg

Ala

Gly

Gly
260

Leu

Ala

Asp

Thr

165

His

Leu

Ser

Len

Arg
245

Ile

val

His

Ser

Pro

Glu

85

Ser

ES 2677246 T3

Gly

Leu

Val

150

Ala

Ala

Ala

Pro

Thr

230

Ser

Trp Leu

aArg Thr

Ser Ser

Ala Glu

55

His Arg

Pro Tyr

Glu Len

Asn

Ala

135

His

Ala

Fhe

Trp

Arg

215

His

Glu

Leu

Lys

Proc

40

Ala

His

Ala

Cys

Pro

120

Asp

Asp

Pro

Arg

Ser

200

Glu

Asp

Ala

Ala

Ile

25

Ala

Gly

Tyr

Gly

Gln
105

Arg

Asp

Arg

Arg

Ala

185

Gly

Gly

Gly

Ser

77

Cys

10

Asp

Gln

Asp

Aap

Pro

20

Thr

Arg

Arg

Tyr

Ile

170

Leu

Pro

His

Arg

Val
250

Leu

Thr

Arg

Ala

Gly

Gln

Ala

Asn

Arg

Glu

155

Val

Cys

Ala

Gly

Tyr

235

Tyr

Ala

Thr

Trp

Ala

60

Pro

Val

Leu

Asp

Tyr

140

Ser

Asn

Thr

Leu

His

220

Thr

Leu

Trp

Glu

Ser

45

Vval

Leu

Phe

Ser

Leu

125

Fhe

Arg

Ile

Ala

Gly

205

Leu

Cys

Phe

val

Asn

30

Met

Leu

Thr

Arg

Leu
110

Leu Pro

15

Leu Leu

Gln Val

Pro Cya

Ala

Ile

Cys Ala

95

His Gly

Ser Leu

Cys Arg

His Gly

Ser val

175

Glu Gly

120

Asn Ser

val Thr

Thr aAla

Arg Phe

255

Arg

val

val

160

Leu

Glu

Leu

Ala

Ala

240

His
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ES 2677246 T3

<210> 45

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR de ADNc de Siglec-15 humano soluble

<400> 45
ggaggacaagt ttgtacaaaa aagceaggcett caccatggaa aagtecatet ggetge

<210> 46

<211> 52

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR de ADNc de Siglec-15 humano soluble

<400> 46
goggaccact ttgtacaaga aagetgggte coegetggeg coatggaage gg

<210> 47

<211> 897

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADNCc de Siglec-15 humano marcado con His

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(897)

<400> 47

atg gaa aag tcc atc tgg ctg ctg gcec tge ttg gcg
Met Glu Lys Ser Ile Trp Leu Leu Ala Cys Leu Ala

aca ggc tca ttt gtg aga act aaa ata gat act acg
Thr Gly Ser Phe Vval Arg Thr Lys Ile Asp Thr Thr
20 25

aac aca gag gtg cac agc tcg cca gcg cag cgc tgg
Asn Thr Glu Val His Ser Ser Pro Ala Gln Arg Trp
35 40

cca ccc gag gtg agc gog gag gca gge gac gog gca
Pro Pro Glu Val Ser Ala Glu Ala Gly Asp Ala Ala
50 55 60

acc ttc acg cac ccg cac cgc cac tac gac ggg ccg
Thr Phe Thr His Pro His Arg His Tyr Asp Gly Pro
€5 70 75

tgg cgc geg gge gag ccc tat geg gge ceg cag gtg
Trp Arg Ala Gly Glu Pro Tyr Ala Gly Pro Gln Val
85 20

gcg gcg cgg ggc agc gag ctc tgc cag acg gcg ctg
Ala Ala Arg Gly Ser Glu Leu Cys Gln Thr Ala Leu
100 105

cge tte egg ctg ctg gge aac cecg ecge oge aac gac
Arg Phe Arg Leu Leu Gly Asn Pro Arg Arg Asn Asp
115 120

gtc gag cgc ctc goc ctyg got gac gac cgc cgc tac
Val Glu Arg Leu Ala Leu Ala Asp Asp Arg Arg Tyr
130 135 140

gag ttc gcc ggc gac gtc cat gac cgc tac gag agc
Glu Phe Ala Gly Asp Val His Asp Arg Tyr Glu Ser
145 150 155

cgg ctg cac gtg aca gec geg ccg cgg ate gte aac
Arg Leu His Vval Thr Ala Ala Pro Arg Ile Val Asn
165 170

ccc agt ccg gct cac gec ttc cge geg ctc tge act

Pro Ser Pro Ala His Ala Phe Arg Ala Leu Cys Thr
180 185

78

58

52

tag
Trp

gag
Glu

tece
Ser
45

gtg
Val

ctg
Leu

tte
Phe

agc
Ser

cte
Leu
125

ttc
Phe

cgc
Arg

ate
Ile

gcc
Ala

gtt
Val

aac
Asn
30

atg
Met

ctg
Leu

acqg
Thr

cge
Arg

ctg
Leu
110

teg
Ser

tgc
Cys

cac
His

teg
Ser

gaa
Glu
190

cte
Leu
15

ttg
Leu

cag
Gln

cce
Fro

gce
Ala

tge
Cys
95

cac
His

ctg
Leu

cge
Arg

ggc
Gly

gtg
val
175

999
Gly

ceg
Pro

cte
Leu

gtg
Val

tge
Cys

atc
Ile
80

get
Ala

ggc
Gly

ege
Arg

gtc
val

gtc
Val
160

ctg

Leu

gag
Glu

48

96

144

192

240

288

336

384

432

528

576
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cog
Pro

gca
Ala

gaa
Glu
225

aac
Azn

ggc
Gly

ggt
Gly

acyg
Thr

<210> 48
<211> 298
<212> PRT

cag
Pro

gee
Ala
210

ctg
Leu

age
Ser

gec
Ala

cgt
aArg

cgt
Arg
290

cce
Pro
135

gtg
val

ccc
Pro

ctg
Leu

age
Ser

gg9g
Gly
275

ace
Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

gac
Ala

cgg
Arg

gca
Ala

gge
Gly

999
Gly
260

ggt
Gly

ggt
Gly

cte
Leu

agce
Ser

ctg
Leu

cgc
Arg
245

gac

Asp

aag
Lys

cat
His

ES 2677246 T3

goe tgg
Ala Trp

ccg cgt
Pro Arg
215

acc cat
Thr His
230

tce gag
Ser Glu

cca got
Pro Ala

cct atce
Pro Ile

cat cac
His His
285

tee
Ser
200

gag
Glu

gac
Asp

gec
Ala

tte
Phe

cct
Pro
280

cat
His

gge
Gly

ggt
Gly

ggc
Gly

agc
Ser
ttg
265
aac

Asn

cac
His

<223> Péptido de Siglec-15 humano marcado con His

<400> 48

Met Glu

1

Thr Gly

Asn Thr

Pro Pro

Lys

Ser

Glu

35

50

Thr Phe

65

Trp Arg

Glu

Thr

Ala

Ser

Phe

20

Val

Val

His

Gly

Ile

Val

His

Ser

Pro

Glu
85

Trp Leu

Arg Thr

Ser Ser

Ala Glu

55

His Arg

70

Pro Tyr

Leu

Pro

Lys

ooy
Pro

cac
His

cgc
Arg

gte
val
250

tac

Tyr

cct
Pro

cat
His

Ala

Ile

25

40

Ala

His

Ala

79

Ala

Gly

Tyr

Gly

goo
Ala

ggc
Gly

tac
Tyr
235

tac

Tyr

aaa
Lys

cte
Leu

tyga

Cys

10

Asp

Gln

Asp

Asp

Pro
90

ctg
Leu

cac
His
220
acg

Thr

ctg
Leu

gtg
val

cte
Leu

Leu

Thr

Arg

Ala

Gly

15

Gln

gge aac
Gly Asn

205

cta gtg
Leu Val

tgt acg
Cys Thr

tte cge
Phe Arg

gtt gat
Vval asp

age
Ser

ace
Thr

goo
Ala

tte
Phe

ttg
Leu

gece
Ala

gece
Ala

240

255

270

ggt ctc
Gly Leu

285

Ala

Thr

Trp

Ala

60

Pro

Val

Trp

Glu

Ser

45

val

Leu

Phe

ate
Ile

gat
Asp

Val

Asn

30

Met

Leu

Thr

Arg

cat
His

gaa
Glu

tct
Ser

Leu

15

Leu

Gln

Pro

Ala

Cys
95

624

672

720

768

816

864

897

Pro

Leu

Val

Cys

Tle

80

Ala
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Ala

Arg

val

Glu

145

Arg

Pro

Pro

Ala

Glu

225

Asn

Gly

Gly

Thr

<210> 49

<211> 1518
<212> ADN

Ala

Phe

Glu

130

Phe

Leu

Ser

Pro

Ala

210

Leu

Ser

Ala

Arg

aArg
290

Arg

Arg

115

Arg

Ala

His

Pro

Pro

195

Val

Pro

Leu

Ser

Gly

275

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADNCc de Siglec-15 humano fusionado a Fc

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(1518)

Gly

100

Leu

Leu

Gly

Val

Ala

180

Ala

aArg

Ala

Gly

Gly

260

Gly

Gly

Ser

Leu

Ala

Asp

Thr

165

His

Leu

Ser

Leu

aArg

245

Asp

Lys

His

ES 2677246 T3

Glu

Gly

Leu

Val

150

Ala

Ala

Ala

Pro

Thr

230

Ser

Pro

Pro

His

Leu

Asn

Ala

135

His

Ala

Phe

Trp

aArg

215

His

Glu

Ala

Ile

His
295

Cys

Pro

120

Asp

Asp

Pro

Arg

Ser

200

Glu

Asp

Ala

Phe

Pro

280

His

80

Gln

105

Arg

Asp

Arg

Arg

Ala

185

Gly

Gly

Gly

Ser

Leu

265

Asn

His

Thr

Arg

Arg

Tyr

Ile

170

Leu

Pro

His

Arg

Val

250

Tyr

Pro

His

Ala

Asn

Arg

Glu

155

Val

Cys

Ala

Gly

Tyr

235

Tyr

Lys

Leu

Leu

Asp

Tyr

140

Ser

Asn

Thr

Leu

His

220

Thr

Leu

Val

Leu

Ser

Leu

125

Phe

Arg

Ile

Ala

Gly

205

Leu

Cys

Phe

Val

Gly
285

Leu

110

Ser

Cys

His

Ser

Glu

190

Asn

Val

Thr

aArg

Asp

270

Leu

His

Leu

Arg

Gly

Val

175

Gly

Ser

Thr

Ala

Phe

255

Ile

Asp

Gly

Arg

val

Val

160

Leu

Glu

Leu

Ala

Ala

240

His

Glu

Ser



<400> 49

atyg
Met
1

aca
Thr

aac
Asn

cca
Pro

ace
Thr
65

tog
Trp

gocyg
Ala

cge
Arg

gtc
val

gag
Glu
145

cgg
Arg

cce
Pro

cog
Pro

gca
Ala

gaa
Glu
225

gaa
Glu

ggc
Gly

aca
Thr

cce
Pro
50

tte
Phe

cge
Arg

gcyg
Ala

tte
Phe

gag
Glu
130

tte
Phe

ctg
Leu

agt
Ser

cocg
Pro

gae
Ala
210

cty

aag
Lys

tca
Ser

gag
Glu

gag
Glu

acg
Thr

gocg
Ala

cgg
Arg

cgg
Arg
115

cge
Arg

gec
Ala

cac
His

ccg
Pro

cce
Pro
195

gtg
val

ccc
Pro

tce
Ser

ttt
Phe
20

gty
val

gty
val

cac
Hisg

ggc
Gly

ggc
Gly
100

ctg
Leu

cte
Leu

ggc
Gly

gtg
val

gct
Ala
180

goc

Ala

cgg
Arg

gca
Ala

atc
Ile

gtg
val

cac
His

agc
Ser

ccg
Pro

gag
Glu
85

agc

Ser

ctg
Leu

gce
Ala

gac
Asp

aca
Thr
165

cac
His

ctc
Leu

age
Ser

cty

tog
Trp

aga
Arg

agc
Ser

gcg
Ala

cac
His
70

coce
Pro

gag
Glu

ggc
Gly

ctg

gtc
val
150

gee
Ala

gcc
Ala

goc
Ala

cCg
Pro

acc
Thr
230

ES 2677246 T3

ctyg
Leu

act
Thr

tcg
Ser

gag
Glu
55

cge
Arg

tat
Tyr

cte
Leu

aac
Asn

gct
Ala
135

cat
His

gcg
Ala

tte
Phe

tgg
Trp

cgt
Arg
215

cat
His

ctyg
Leu

daaa
Lys

cca
Pro

gca
Ala

cac
His

gog
Ala

tgc
Cys

ccg
Pro
120

gac
Asp

gac
Asp

cag
Fro

cge
Arg

tce
Ser
200

gag
Glu

gac
Asp

gcc
Ala

ata
Ile
25

gog
Ala

ggc
Gly

tac
Tyr

ggc
Gly

cag
Gln
105

cge

Arg

gac
Asp

cge
Arg

cgg
Arg

gcg
Ala
185

ggc
Gly

ggt
Gly

ggc
Gly

81

tgc
Cys
10

gat
Agp

cag
Gln

gac
Asp

gac
Azp

ccg
Pro
90

acyg
Thr

cge
Arg

cgc
Arg

tac
Tyr

ate
Ile
170

cte

Leu

ccg
Pro

cac
His

cge
Arg

ttyg
Leu

act
Thr

cge
Arg

gcyg
Ala

gg9g
Gly
75

cag
Gln

gcyg
Ala

aac
Asn

cgce
Arg

gag
Glu
155

gte
val

tgc
Cys

gcc
Ala

ggc
Gly

tac
Tyr
235

gcyg
Ala

acg
Thr

tgg
Trp

gca
Ala
60

ccg

Pro

gty
val

ctg

gac
Aszp

tac
Tyr
140

agc

Ser

aac
Asgn

act
Thr

ctg

cac
His
220

acyg
Thr

tgg
Trp

gag
Glu

tce
Ser

gty
val

ctg
Leu

tte
Phe

agc
Ser

cte
Leu
125

tte
Phe

cge
Arg

ate
Ile

gcc
Ala

ggc
Gly
205

cta
Leu

tgt
Cys

gtt
val

aac
Asgn
30

atg
Met

ctyg
Leu

acg
Thr

cge
Arg
ctyg
110

teg
Ser

tgc
Cys

cac
His

teg
Ser

gaa
Glu
180

aac
Asn

gtyg
val

acg
Thr

ctc
Leu
15

ttg

cayg
Gln

cce
Pro

gac
Ala

tgc
Cys
95

cac
His

ctg
Leu

cgce
Arg

ggc
Gly

gtg
Val
175

a9g
Gly

agc
Ser

ace
Thr

goa
Ala

ccg
Pro

cte
Leu

gty
val

tgc
Cys

ate
Ile
80

gct
Ala

ggc
Gly

cge
Arg

gtc
val

gtc
val
160

ctg
Leu

gag
Glu

ttg

gae
Ala

gocc
Ala
240

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720



aac
Asn

ggc
Gly

gea
Ala

gca
Ala

ceoc
Pro
305

gtg
val

gtg
Val

cag
Gln

cag
Gln

gee
Ala
385

[alalal
Pro

ace
Thr

age
Ser

tac
Tyr

tat
Tyr
465

tte
Phe

agc
Ser

gce
Ala

gag
Glu

cct
Pro
290

aag
Lys

gtg
Val

gac
Asp

tac
Tyr

gac
Asp
370

cte
Leu

cga
Arg

aag
Lys

gac
Asp

aag
Lys
450

age
Ser

tca
Ser

cty
Leu

agc
Ser

falalel
Pro
275

gaa
Glu

gac
Asp

gac
Asp

ggc
Gly

aac
Asn
355

tgg
T'rp

cca
Pro

gaa
Glu

aac
Asn

ate
Ile
435

acc

Thr

aag
Lys

tgc
Cys

ggc
Gly

ggg
Gly
260

aaa
Lys

cte
Leu

acoc
Thr

gtg
val

gtg
Val
340

agc
Ser

ctg
Leu

gcc
ala

cga
Pro

cag
Gln
420

gee

Ala

acy
Thr

cte
Leu

tee
Ser

cge
Arg
245

gac
Asp

tet
Ser

ctg
Leu

cte
Leu

age
Ser
325

gag
Glu

acg
Thr

aat
Asn

CCo
Fro

cag
Gln
405

gte

val

gtg
vVal

cet
Pro

acec
Thr

gtg
Val

tce
Ser

cca
Pro

tgt
Cys

agg
Gly

atg
Met
310

cac
His

gtg
val

tac
Tyr

ggc
Gly

atc
Ile
330

gtg
val

agce
Ser

gag
Glu

CcCccC
Pro

gtg
Val

470

atg
Met

ES 2677246 T3

gag
Glu

gct
Ala

gac
Asp

gga
Gly
285

atc
Ile

gaa
Glu

cat
His

cgt
Arg

aag
Lys
375

gay
Glu

tac
Tyr

ctg
Leu

tgg
Trp

gtg
Val
455

gac
Asp

cat
His

gcc
Ala

tte
Phe

aaa
Lys
280

ccg
Pro

tce
Ser

gac
Asp

aat
Asn

gtg
val
360

gag
Glu

adad
Lys

acc
Thr

ace
Thr

gag
Glu
440

ctyg

Leu

aag
Lys

gag
Glu

agce
Ser

ttg
Leu
265

act
Thr

tca
Ser

cgg
Arg

cct
Pro

gcc
ala
345

gtc
Val

tac
Tyr

acc
Thr

ctg
Leu

tgc
Cys
425

age
Sear

gac
Asp

agc
Ser

gct
Ala

82

gte
val
250

tac
Tyr

cac
His

gte
Val

aCcc
Thr

gag
Glu
330

aag
Lys

agc
Ser

aag
Lys

ate
Ile

[alalal
Pro
410

ctyg
Leu

aat
Asn

toe
Ser

agy
Arg

ctg
Leu

tac
Tyr

aaa
Lys

aca
Thr

tte
Phe

cct
Pro
315

gtc
Val

aca
Thr

gtc
val

tgc
Cys

tce
Ser
395

cca
Pro

gtc
Val

agg
Gly

gac
Asp

tgg
Trp
475

cac
Hisg

ctg
Leu

gtg
val

tge
Cys

cte
Leu
300

Jgag
Glu

aaqg
Lys

aag
Lys

cte
Leu

aag
Lys
380

aaa
Lys

tce
Ser

aaa
Lys

caqg
Gln

ggc
Gly
460

cag
Gln

aac
Asn

tte
Phe

gtt
val

aca
Pro
285

tte
Phe

gtc
val

tte
Phe

ccg
Pro

acc
Thr
365

gto
val

gce
Ala

cgy
Arg

ggc
Gly

falale]
Pro
445

teoo
Ser

cag
Gln

cac
His

cgc
Arg

gat
Asp
270

ccyg
Pro

cCcC
Pro

aca
Thr

aac
Asn

cgg
Arg
350

gtec
Val

tece
Ser

aaa
Lys

gag
Glu

ttc
FPhe
430

gag
Glu

tte
Phe

agqg
Gly

tac
Tyr

tte
Phe
255

atec
Ile

tge
Cys

cca
Pro

tge
Cys

tgg
Trp
335

gag
Glu

ctg
Leu

aacg
Asn

efele)
Gly

gag
Glu
415

tat
Tyr

aac
Asn

tte
Phe

aac
Asn

acg
Thr

cat
Hisg

cag
Gln

cca
Pro

aaa
Lys

gtg
Val
320

tac
Tyr

gag
Glu

cac
His

aaa
Lys

cag
Gln
400

atg
Met

cCcC
Pro

aac
Asn

cte
Leu

gte
Val
430

cag
Gln

768

8l¢é

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

14490

1488
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485

ES 2677246 T3

420

aag agc ctec tcc ctg tet cecg ggt aaa taa
Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Llys
500

<210> 50
<211> 505
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

505

<223> Péptido de Siglec-15 humano fusionado a Fc

<400> 50

Met

Thr

Asn

Pro

Thr

Trp

Ala

Arg

val

Glu

145

Arg

Pro

Glu

Gly

Thr

Pro

50

Phe

Arg

Ala

Phe

Glu

130

Phe

Leu

Ser

Lys

Ser

Glu

35

Glu

Thr

Ala

Arg

Arg

115

Arg

Ala

His

Pro

Ser

Phe

20

val

val

His

Gly

Gly

100

Leu

Leu

Gly

val

Ala
180

Ile

Val

His

Ser

Fro

Glu

85

Ser

Leu

Ala

Asp

Thr

165

His

Trp

Arg

Ser

Ala

His

70

Pro

Glu

Gly

Leu

val

150

Ala

Ala

Leun

Thr

Ser

Glu

55

Arg

Tyr

Leu

Asn

Ala

135

His

Ala

Phe

Leu

Lys

Pro

40

Ala

His

Ala

Cys

Pro

120

Asp
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REIVINDICACIONES

1. Un ADNc que comprende una secuencia de polinucleétidos que codifica una cadena pesada y una cadena ligera
de un anticuerpo o un fragmento funcional del mismo que reconoce especificamente uno o mas polipéptidos, que
comprende una secuencia de aminoacidos descrita en uno cualquiera de los siguientes puntos (a) a (i) e inhibe la
formacion de osteoclastos y/o la resorcion ésea osteoclastica:

(a) una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2 en el Listado de secuencias;

(b) una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacidos 21 a 328 de la secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2 en el Listado de secuencias;

(c) una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacidos 1 a 260 de la secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2 en el Listado de secuencias;

(d) una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacidos 21 a 260 de la secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2 en el Listado de secuencias;

(e) una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 4 en el Listado de secuencias;

(f) una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacidos 21 a 341 de la secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 4 en el Listado de secuencias;

(g) una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacidos 1 a 258 de la secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 4 en el Listado de secuencias; y

(h) una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacidos 21 a 258 de la secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 4 en el Listado de secuencias; y

(i) una secuencia de aminoacidos que incluye la sustitucion, delecion o adicion de solo un resto de aminoacido
en la secuencia de aminoacidos descrita en (a) a (h).

2. El ADNc segun la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo inhibe el proceso de fusién celular de los osteoclastos.

3. ElI ADNc segun la reivindicacion 1 o 2, en el que el anticuerpo inhibe la formacion de osteoclastos inducida por
TNF-a.

4. El ADNc segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el anticuerpo inhibe la formacion de
osteoclastos in vitro a una concentracion de 30 pg/ml o menor.

5. EL ADNc segun la reivindicacion 4, en el que el anticuerpo inhibe la formaciéon de osteoclastos in vitro a una
concentracion de 3 pg/ml o menor.

6. El ADNc segun la reivindicacion 5, en el que el anticuerpo inhibe la formacion de osteoclastos in vitro a una
concentracion de 1 yg/ml o menor, preferentemente, a una concentracion de 63 ng/ml a 1 pg/ml.

7. EI ADNc segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el anticuerpo inhibe la resorcion ésea
osteoclastica.

8. El ADNc segun la reivindicacion 7, en el que el anticuerpo inhibe la resorcidn 6sea osteoclastica a una
concentracion de 3 pg/ml o menor, preferentemente, a una concentracion de 0,3 pg/ml a 3 pg/mi.

9. El ADNc seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el anticuerpo tiene la misma especificidad
de epitopo que un anticuerpo producido por el hibridoma N° 32A1 (FERM BP-10999), o

en el que el anticuerpo compite con un anticuerpo producido por el hibridoma N° 32A1 (FERM BP-10999), o

en el que el anticuerpo tiene la misma especificidad de epitopo que un anticuerpo producido por el hibridoma N°
41B1 (FERM BP-11000), o

en el que el anticuerpo compite con un anticuerpo producido por el hibridoma N° 41B1 (FERM BP-11000).

10. El ADNc segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el anticuerpo es un anticuerpo quimérico.
11. El ADNc segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que el anticuerpo esta humanizado.

12. El ADNc segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el anticuerpo es un anticuerpo humano.
13. El ADNc segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que el anticuerpo es un anticuerpo de IgG.
14. Un vector que comprende un ADNc segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13.

15. Una célula eucariota transformada con un vector segun la reivindicacion 14.

16. Un procedimiento para producir un anticuerpo, comprendiendo el procedimiento las etapas de cultivar una célula
eucariota segun la reivindicacion 15; y purificar el anticuerpo a partir de la misma.

17. Un anticuerpo obtenible mediante el cultivo de una célula eucariota segun la reivindicacion 15.
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