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DESCRIPCION
Agentes de unidn selectiva antagonistas de proteina que se une a osteoprotegerina
Campo de la Invencion

La invencion se refiere a anticuerpos monoclonales y dominios de unién a antigeno que se unen selectivamente a
OPGbp y se pueden usar para prevenir o tratar afecciones que relacionadas con la pérdida de masa ésea.

Antecedentes de la invencién

El tejido 6seo vivo exhibe un equilibrio dindmico entre la deposicién y la resorcién de hueso. Estos procesos estan
mediados principalmente por dos tipos de células: los osteoblastos, que secretan moléculas que comprenden la
matriz organica del hueso; y los osteoclastos, que promueven la disolucion de la matriz 6sea y la solubilizacién de
sales Oseas. En individuos jovenes con el hueso en crecimiento, la velocidad de deposicién 6sea supera a la
velocidad de resorcion ésea, mientras que en los individuos mas viejos la velocidad de resorcion puede superar a la
de deposicion. En la dltima situacién, el incremento de la descomposicion de hueso conduce a una reduccién de la
masa y la resistencia dseas, un incremento del riesgo de fracturas y una reparacion lenta o incompleta de los huesos
rotos.

Los osteoclastos son células multinucleadas fagociticas grandes que se forman a partir de células precursoras
hematopoyéticas en la médula ésea. Aunque el crecimiento y la formacién de osteoclastos funcionales maduros no
se entiende bien, se cree que los osteoclastos maduran a lo largo del linaje celular de monocitos/macréfagos en
respuesta a la exposicion a diversos factores promotores del crecimiento. Se cree que el desarrollo temprano de
células precursoras de la médula 6sea estd mediado por factores solubles tales como factor de necrosis tumoral a
(TNF-a), factor de necrosis tumoral 8 (TNF-B), interleucina 1 (IL-1), interleucina 4 (IL-4), interleucina 6 (IL-6) y factor
inhibidor de leucemia (LIF). En cultivo, los preosteoclastos se forman en presencia de factor estimulante de colonias
de macréfagos (M-CSF) anadido. Estos factores actian principalmente en las etapas previas de desarrollo de
osteoclastos.

Se ha descrito que un factor polipeptidico, la proteina que se une a osteoprotegerina (OPGbp), estimula la formacion
de osteoclastos y la resorcion 6sea y parece actuar en una fase de desarrollo tardia. Véase el documento PCT
WQ098/46751. La OPGbp estimula la formacion de osteoclastos a partir de células precursoras de la médula ésea sin
el requisito de cocultivar en presencia de una linea de células estromaticas. La estimulacién de la resorcion ésea
mediante OPGbp requeria interaccion con su receptor cognado, el receptor de la diferenciacion y la activacién de
osteoprotegerina (ODAR), y la inhibicién de la interaccion ODAR/OPGbp mediante osteoprotegerina (OPG) también
inhibia la resorciéon ésea. Por consiguiente, la regulacién de la union de OPGbp a ODAR afecta a la formacién de
osteoclastos y la pérdida de hueso.

Un objetivo de la invencidn es identificar agentes de unidn selectivos que regulen la interaccion de OPGbp y ODAR,
especialmente los agentes que bloqueen la interaccion de OPGbp y ODAR y/o inhiban al menos una actividad de
OPGbp, tal como la resorcion dsea. Un objetivo adicional de la invencién es identificar los agentes de unién selectiva
que se puedan usar para prevenir y tratar la pérdida de masa 6sea. Un objetivo adicional de la invencién es
identificar un anticuerpo, o un dominio de unién a antigeno, o uno de sus fragmentos o variantes, que regule la
interaccion de OPGbp y ODAR vy neutralice al menos una actividad de OPGbp. Los anticuerpos se pueden usar para
prevenir y tratar la pérdida de masa ésea.

Tsukii y cols., Biochemical and Biophysical Research Communications, 2646, 1998, 337-341 divulga anticuerpos
policlonales anti-ODF de conejo y sus actividades.

Sumario de la invencién
Son realizaciones de la invencién:
1. Un anticuerpo monoclonal o su dominio de unién a antigeno

que comprende uno o mas cambios de aminoacido en una o mas CDR1, CDR2 o CDRS3 de la cadena pesada o
ligera de un anticuerpo, en donde

a) la CDR1 de VL tiene la secuencia RASQSISRYLN de SEQ ID NO: 01,
la CDR2 de VL tiene la secuencia GASSLQS de SEQ ID NO: 05 y
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la CDRS3 de VL tiene la secuencia QHTRA de SEQ ID NO: 09, y

b) la CDR1 de VH tiene la secuencia NYAIH de SEQ ID NO: 13,
la CDR2 de VH tiene la secuencia WINAGNGNTKFSQKFQG de SEQ ID NO: 16,
y la CDR3 de VH tiene la secuencia DSSNMVRGIIIAYYFDY de SEQ ID NO: 19,

que se une a una porcion de la secuencia de aminoacidos GGFYYLYANICFRHHETSGDLATEYLQLMVYVTKTSIKIP
de SEQ ID NO: 76 desde el residuo de aminodcido 212 hasta el residuo de aminoacido 250 de OPGbp humana,

en donde el anticuerpo monoclonal o uno de sus dominios que se unen a antigeno inhibe la formacion o la activacion
de osteoclastos mediada por OPGbp humana.

2. Un anticuerpo monoclonal o uno de sus dominios que se unen a antigeno segun la realizacion 1, que se une a la
secuencia de aminoacidos DLATE dentro de SEQ ID NO: 76.

3. El anticuerpo monoclonal o uno de sus dominios que se unen a antigeno segun las realizaciones 1 o0 2, que es un
anticuerpo recombinante o uno de sus dominios que se unen a antigeno.

4. El anticuerpo monoclonal o uno de sus dominios que se unen a antigeno segun cualquiera de las realizaciones 1
a 3, en donde el uno o mas cambios de aminoacido comprenden sustituciones, eliminaciones y/o inserciones de
residuos de aminodcido.

5. El anticuerpo monoclonal o uno de sus dominios que se unen a antigeno segun cualquiera de las realizaciones 1
a 4, que es un anticuerpo totalmente humano o uno de sus dominios que se unen a antigeno.

6. El anticuerpo monoclonal o uno de sus dominios que se unen a antigeno segun cualquiera de las realizaciones 1
a 5, que es un anticuerpo monocatenario o uno de sus dominios que se unen a antigeno.

7. Una composicion que comprende el anticuerpo monoclonal o uno de sus dominios que se unen a antigeno segun
cualquiera de las realizaciones 1 a 6 y un portador farmacéuticamente aceptable.

8. Un anticuerpo monoclonal o uno de sus dominios que se unen a antigeno segun cualquiera de las realizaciones 1
a 6, para el uso en la inhibicion de la formacién o activacién de osteoclastos.

9. Un anticuerpo monoclonal o uno de sus dominios que se unen a antigeno segun cualquiera de las realizaciones 1
a 6, para el uso en la inhibicién de la resorcidn 6sea.

10. Un anticuerpo monoclonal o uno de sus dominios que se unen a antigeno segun cualquiera de las realizaciones
1 a 6, para el uso en la prevencion o el tratamiento de la pérdida de masa 6sea.

11. El anticuerpo monoclonal o uno de sus dominios que se unen a antigeno para el uso segun la realizacién 10, en
donde la pérdida de masa Osea resulta de osteoporosis, metéstasis de cancer de huesos; artritis reumatoide,
hipercalcemia maligna y osteoporosis inducida por esteroides.

12. El anticuerpo monoclonal o uno de sus dominios que se unen a antigeno para el uso segun cualquiera de las
realizaciones 8 a 11, en donde se va a administrar ademas una composicién que comprende al menos un agente
contra la resorcion 6sea.

13. El anticuerpo monoclonal o uno de sus dominios que se unen a antigeno para el uso segun la realizacién 12, en
donde el agente contra la resorcion 6sea es estrégeno, un bisfosfonato o un modulador selectivo de receptores de
estrégenos.

14. El anticuerpo monoclonal o uno de sus dominios que se unen a antigeno para el uso segun cualquiera de las
realizaciones 8 a 11, en donde se va a administrar ademas una composiciébn que comprende un agente
anabolizante.
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15. El anticuerpo monoclonal o uno de sus dominios que se unen a antigeno para el uso segun la realizacién 14, en
donde el agente anabolizante es hormona paratiroidea o un complejo de factor de crecimiento insulinoide y proteina
que se une a factor de crecimiento insulinoide.

Un anticuerpo se puede preparar al inmunizar a un animal con OPGbp tal como OPGbp murina 0 humana,
preferiblemente OPGbp humana, o con uno de sus fragmentos inmunogénicos, derivados o variantes. Ademas, un
animal se puede inmunizar con células transfectadas con un vector que contiene una molécula de &cido nucleico
que codifica OPGbp de modo que la OPGbp se exprese y se asocie con la superficie de las células transfectadas.
Alternativamente, agentes de union selectiva que son anticuerpos se pueden obtener al cribar una biblioteca que
comprende secuencias de dominios de unidén a anticuerpos o antigenos para la union a OPGbp. Esta biblioteca se
prepara convenientemente en un bacteri6fago como fusiones de proteinas o péptidos a una proteina de
revestimiento del bacteri6fago que se expresan sobre la superficie de particulas fagicas ensambladas y las
secuencias de ADN codificantes contenidas dentro de las particulas fagicas (denominada "biblioteca de exposicion
en fagos"). En un ejemplo, una biblioteca expuesta en fagos contiene secuencias de ADN que codifican anticuerpos
humanos, tales como cadenas ligeras y pesadas variables.

Agentes de unién selectiva que son anticuerpos o dominios que se unen a antigeno pueden ser glicoproteinas
tetrameras similares a anticuerpos naturales, o pueden ser anticuerpos monocatenarios; fragmentos Fv, Fab, Fab' o
F(ab)', anticuerpos biespecificos, heteroanticuerpos, u otros de sus fragmentos, variantes o derivados, que son
capaces de unirse a OPGbp y neutralizan parcialmente o completamente la actividad de OPGbp. Anticuerpos o
dominios que se unen a antigeno se pueden producir en lineas celulares de hibridoma (células productoras de
anticuerpo tales como esplenocitos fusionados a células de mieloma de ratdn, por ejemplo) o se pueden producir en
lineas celulares heterélogas transfectadas con moléculas de acido nucleico que codifican dicho anticuerpo o dominio
que se une a antigeno.

Un anticuerpo o un dominio que se une a antigeno de la invencion puede comprender:

(a) una secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de Fab segun se muestra en la Figura 9 (SEQ ID NO: 51) o
la Figura 10 (SEQ ID NO: 53);

(b) una secuencia de aminoacidos de la cadena pesada que comprende sustituciones de aminoacidos conservativas
de la secuencia de (a);

(c) una secuencia de aminoacidos de la cadena pesada que es al menos 80% idéntica a la secuencia de (a); o
(d) un fragmento o derivado de (a), (b) o (c);

en donde el anticuerpo o dominio que se une a antigeno se une selectivamente a OPGbp.

En otra realizacion, un anticuerpo o dominio que se une a antigeno segun se define en la reivindicacion 1 reconoce
un epitopo sobre OPGbp humana reconocido por un anticuerpo o dominio que se une a antigeno que comprende
una secuencia de amino&cidos de la cadena pesada de Fab segin se muestra en la Figura 9 (SEQ ID NO: 51) o la
Figura 10 (SEQ ID NO: 53) y una secuencia de aminoacidos ligera de Fab segin se muestra en la Figura 5 (SEQ ID
NO: 43) o la Figura 6 (SEQ ID NO: 45). También se proporciona para esto un anticuerpo anti-OPGbp o dominio que
se une a antigeno que reconoce un epitopo DE sobre OPGbp.

En otra realizacion, un anticuerpo o dominio que se une a antigeno segun se define en la reivindicacion 1
comprende una cadena Viy Vh:

en donde cada cadena Vi comprende secuencias de aminoacidos de CDR denominadas CDR1(V)), CDR2(Vi) y
CDR3(V)) separadas por secuencias de aminoacidos marco, seleccionandose CDR1(Vi) del grupo que consiste en:

RASQSISRYLN (SEQ ID NO: 01);
RASQSVGSYLA (SEQ ID NO: 02);
RASQSVSSSSLA(SEQ ID NO: 03); y
SGDALPKAQY (SEQ ID NO: 04);

seleccionandose CDR2(V)) del grupo que consiste en:
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GASSLQS (SEQ ID NO: 05);

DATNRAT (SEQ ID NO: 06);

GASSRAT (SEQ ID NO: 07); y

EDSERPS (SEQ ID NO: 08);

y seleccionandose CDR3(Vi) del grupo que consiste en:
QHTRA (SEQ ID NO: 09);

QHRRT (SEQ ID NO: 10);

QQYGA (SEQ ID NO: 11);y

QSTDSSGTYVV (SEQ ID NO: 12);

en donde CDR1(Vi), CDR2 (Vi) y CDR3 (Vi) se seleccionan independientemente entre si; y

en donde cada cadena Vn comprende secuencias de aminoacidos de CDR denominadas CDR1(Vh), CDR2(Vh) y
CDR3(Vn) separadas por secuencias de aminoacidos marco, seleccionandose CDR1(Vh) del grupo que consiste en:

NYAIH (SEQ ID NO: 13);

NYPMH (SEQ ID NO: 14); y

DYAMH (SEQ ID NO: 15)

seleccionandose CDR2(Vh) del grupo que consiste en:
WINAGNGNTKFSQKFQG (SEQ ID NO: 16);
VISYDGNNKYYADSVKG (SEQ ID NO: 17); y
GISWNSGRIGYADSVKG (SEQ ID NO: 18)
seleccionandose CDR3(Vh) del grupo que consiste en:
DSSNMVRGIIIAYYFDY (SEQ ID NO: 19);
GGGGFDY (SEQ ID NO: 20); y
GGSTSARYSSGWYY (SEQ ID NO: 21)

en donde CDR1(Vh), CDR2(Vh) y CDR3(Vh) se seleccionan independientemente entre si.

En otra realizacion, un anticuerpo o dominio que se une a antigeno segun se define en la reivindicacion 1
comprende una cadena Vi y una Vh en donde:

la cadena Vi comprende CDR1 que tiene la secuencia RASQSISRYLN (SEQ ID NO: 01), CDR2 que tiene la
secuencia GASSLQS (SEQ ID NO: 05) y CDRS que tiene la secuencia QHTRA (SEQ ID NO: 09); y

la cadena Vh comprende CDR1 que tiene la secuencia NYAIH (SEQ ID NO: 13), CDR2 que tiene la secuencia
WINAGNGNTKFSQKFQG (SEQ ID NO: 16) y CDR3 que tiene la secuencia DSSNMVRGIIIAYYFDY (SEQ ID NO:
19);
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en donde CDR1, CDR2 y CDRS3 en cada cadena Viy Vi estan separadas por secuencias de aminoacidos marco.

Los anticuerpos y dominios que se unen a antigeno de la invencién se derivan de secuencias de acido nucleico
germinales presentes en ADN gendmico que codifican secuencias de aminoacidos de la cadena ligera y pesada. Los
anticuerpos son codificados por secuencias de acido nucleico que son los productos de la reordenacion y la
mutacion somatica de la secuencia germinal.

En una realizacion, un anticuerpo o dominio que se une a antigeno de la invenciéon comprende una cadena Vi y una
Vh en donde la cadena Vi comprende una variante somatica o reordenada de un gen germinal Vh1 tal como en la
Figura 19 (SEQ ID NO: 66); y la cadena Vin comprende una variante somatica o reordenada de un gen germinal Vh1
tal como en la Figura 16 (SEQ ID NO: 59); y el anticuerpo se une selectivamente a un polipéptido de OPGbp.

En otra realizacién, la cadena V| comprende una variante somatica o reordenada de un gen germinal Vk3 tal como
en la Figura 20 (SEQ ID NO: 68); y la cadena Vin comprende una variante somatica o reordenada de un gen germinal
Vh1 tal como en la Figura 16 (SEQ ID NO: 59).

En otra realizacion, la cadena Vi comprende una variante somatica o reordenada de un gen germinal Vk3 tal como
en la Figura 21 (SEQ ID NO: 70); y la cadena Vi comprende una variante somatica o reordenada de un gen germinal
Vh3 tal como en la Figura 17 (SEQ ID NO: 62).

En otra realizacion, la cadena Vi comprende una variante somatica o reordenada de un gen germinal VI3 tal como en
la Figura 22 (SEQ ID NO: 72); y la cadena Vn comprende una variante somatica o reordenada de un gen germinal
Vh3 tal como en la Figura 18 (SEQ ID NO: 64).

Los agentes de union selectiva de la invencion (anticuerpo o dominio que se une a antigeno) inhiben parcialmente o
completamente al menos una actividad de OPGbp, tal como la unién de OPGbp a ODAR, la formacién o la
activacion de osteoclastos o la resorcion ésea mediada por OPGbp y se usan para prevenir y/o tratar enfermedades
oseas. En una realizacion, un antagonista de OPGbp, tal como un anticuerpo o dominios que se unen a antigeno, se
administra a un animal que ha experimentado pérdida de masa 6sea, o tiene riesgo de pérdida de masa 6sea, a fin
de prevenir y/o tratar la pérdida de masa 6sea. Un antagonista de OPGbp se puede usar para prevenir y/o tratar
osteoporosis, pérdida de masa 6sea debida a metastasis de cancer de huesos; pérdida de masa Osea debida a
artritis reumatoide, hipercalcemia maligna y osteoporosis inducida por esteroides.

También se proporcionan composiciones que comprenden los anticuerpos o dominios que se unen a antigeno de la
invencion y un portador farmacéuticamente aceptable.

Descripcion de las Figuras

La Figura 1 muestra un ELISA de patrones de Fab predominantes para la reactividad para OPGbp[143-317]
humana. Se realizaron valoraciones usando un maximo de 50 ul de solucion de fagos por pocillo para dar un
intervalo tipico de 10%-10'"" fagos/pocillo en el ELISA. Se prepararon soluciones madre para ELISA segin se
describe en el Ejemplo 1. Los valores procedian de determinaciones puntuales individuales. Los patrones "AB" y "X"
estaban superpuestos sobre la misma linea.

La Figura 2 muestra la inhibicion de la union de OPGbp a ODAR por Fabs "AT" y "Y". Los Fabs se purificaron segun
se describe en el Ejemplo 4 y se afadieron hasta concentraciones de pocillo finales segiin se muestra en la figura.
Detalles del ensayo de union de OPGbp/ODAR se indican en el Ejemplo 1. Los valores eran promedios de
determinaciones por duplicado.

La Figura 3 muestra ensayos de médula 6sea de Fabs "AT" "Y" y "P". Se mostraban los resultados de una
preparacion libre de endotoxinas (0,5 EU/ml o menos) de cada uno de los Fabs "AT", "Y" y "P". Los Fabs se
purificaron segun se describe en el Ejemplo 4 y se afnadieron hasta diluciones de pocillos finales como las mostradas
en la figura (las soluciones madre de Fab eran de 750 pg/ml a 1 mg/ml). El formato de ensayo incluye una
preincubacién de 1 hora del Fab anti-hu-OPGbp con 10 ng/ml de concentracion celular final de OPGbp en los
pocillos [143-317] humana. Los valores eran promedios de determinaciones por triplicado.

La Figura 4 muestra ensayos en células Raw de Fabs "AT" "Y" y "P". Se mostraban los resultados de una
preparacion libre de endotoxinas (0,5 EU/ml o menos) de cada uno de los Fabs "AT", "Y" y "P". Los Fabs se
purificaron segln se describe en el Ejemplo 4. Los Fabs se preincubaron con OPGbp [143-317] humana durante 1
hora a temperatura ambiente antes de una dilucién 1/20 hasta la concentracion celular final en los pocillos mostrada
en la grafica. La concentracion celular final de OPGbp en los pocillos era 20 ng/ml. La concentracién celular era 1 x
105 /ml. Los valores procedian de determinaciones por triplicado con barras de error que indican 2 desviaciones
estandar (2 STD).
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La Figura 5 muestra la secuencia de nucleétidos y aminoacidos de la cadena ligera de Fab "AT".
La Figura 6 muestra la secuencia de nucleétidos y aminoacidos de la cadena ligera de Fab "Y".

La Figura 7 muestra la secuencia de nucleétidos y aminoacidos de la cadena ligera de Fab "P".

La Figura 8 muestra la secuencia de nucleétidos y aminoacidos de la cadena ligera de Fab "S".

La Figura 9 muestra la secuencia de nucleétidos y aminoacidos de la cadena pesada de Fab "AT".
La Figura 10 muestra la secuencia de nucleétidos y aminoacidos de la cadena pesada de Fab "Y".
La Figura 11 muestra la secuencia de nucleétidos y aminodacidos de la cadena pesada de Fab "P".
La Figura 12 muestra la secuencia de nucleétidos y aminodacidos de la cadena pesada de Fab "S".

La Figura 13 muestra una comparacién de las secuencias de aminoacidos de Fab mostradas en la Figuras 5-12. Las
secuencias de aminodcidos predichas de Fabs de cadena pesada y ligera "AT", "Y", "P" y "S" se compararon con
respecto a la identidad y la similitud. Las cadenas pesadas "AT" y "Y" difieren solamente en una posicion de
aminoacido. Segun indicaba la biblioteca, los cuatro Fabs tienen regiones CH1 de la cadena pesada idénticas que
comprenden la mitad carboxi de la cadena pesada que se incluyen en los célculos de identidad y similitud. Las
cadenas ligeras "AT", "Y" y "P" comparten las mismas familias V kappa o similares y por lo tanto solamente difieren
en de 1 a 2 aminoacidos en la mitad carboxilica de la cadena, incluido en los célculos

La Figura 14 muestra una comparacion de las regiones determinantes de la complementariedad (CDRs) de la
cadena pesada y ligera predichas de Fabs "AT", "Y", "P" y "S". Para comparaciones de las cadenas pesadas, CDR1
incluye los residuos de aminoacido 32-36 inclusive para todos los Fabs; CDR2 incluye los residuos de aminoacido
51-67 inclusive para todos los Fabs; y CDR3 incluye los residuos de aminoacido 100-116 inclusive para los Fabs
"AT" y "Y", 100-106 inclusive para el Fab "P" y 100-113 inclusive para el Fab "S". Para comparaciones de las
cadenas ligeras, CDR1 incluye los residuos de aminoacido 29-39 inclusive para Fabs "AT" y "Y", 28-39 inclusive
para Fab "P" y 27-35 inclusive para el Fab "S"; CDR2 incluye los residuos de aminoacido 55-61 inclusive para los
Fabs "AT", "Y"y "P", y 53-59 inclusive para el Fab "S"; y CDR3 incluye residuos de aminoacido 94-98 inclusive para
los Fabs "AT", "Y" y "P" y 92-102 inclusive para el Fab "S".

La Figura 15 muestra una comparacién de clases de Fab. La comparacion de clases de Fab se obtuvo a partir del
andlisis V-Base DNA PLOT. El simbolo (*) indica que la region de diversidad (D) coincidente mas cercana, aunque
estaba relacionada con secuencias germinales, no se podia determinar. El simbolo (**) indica que la secuencia de la
region variable (V) germinal de la coincidencia mas cercana se ha identificado pero no se ha nombrado formalmente
hasta la fecha, siendo de la familia lambda mas rara.

La Figura 16 muestra una comparacion de secuencias de aminodcidos de la cadena pesada de Fab "AT" y "Y"
predichas (residuos 2-127 inclusive en las Figuras 9 y 10, respectivamente) con una secuencia germinal procedente
de la familia VH1. La secuencia germinal comprende la secuencia 1-03 de la regién V, La secuencia 3-10 de la
region D y la secuencia JH4 de la region J (SEQ. ID NO: 44). FR1, FR2 y FR3 indican las tres regiones marco,
CDR1, CDR2 y CDR3 indican las tres regiones determinantes de la complementariedad, y H1, H2 y H3 indican las
correspondientes secuencias de union entre las regiones marco y las CDRs. Las diferencias entre "AT", "Y" y las
secuencias V, D o J germinales estan en negrita. La numeracion de los residuos de aminoacido germinales en las
Figuras 16-22 es como se describe en Kabat y cols. Sequences of Proteins of Immunological Interest, U.S.
Department of Health and Human Services, 42 ed. (1991).

La Figura 17 muestra una comparacion de secuencias de aminoacidos de la cadena pesada de Fab "P" predichas
(residuos 2-117 inclusive en la Figura 11) con una secuencia germinal procedente de la familia VH3. La secuencia
comprende la secuencia 3-30 de la region V y la secuencia JH4 de la regién J. La secuencia de la regiéon D se
desconoce.

Figura 18 muestra una comparacién de secuencias de aminoacidos de la cadena pesada de Fab "S" predichas
(residuos 2-124 inclusive en la Figura 12) con una secuencia germinal procedente de la familia VH3. La secuencia
germinal comprende la secuencia 3-09 de la region V, la secuencia 6-19 de la regién D y la secuencia JH4 de la
region J.
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La Figura 19 muestra una comparacion de secuencias de aminoacidos de la cadena ligera de Fab "AT" predichas
(residuos 6-108 inclusive en la Figura 5) con una secuencia germinal procedente de la familia Vkappal. La
secuencia germinal comprende la secuencia 012 de la region V y la secuencia JK1 de la region J.

La Figura 20 muestra una comparaciéon de secuencias de aminoacidos de la cadena ligera de Fab "Y" predichas
(residuos 6-108 inclusive en la Figura 6) con una secuencia germinal procedente de la familia Vkappa3. La
secuencia germinal comprende la secuencia L6 de la region V y la secuencia JK2 de la region J.

La Figura 21 muestra una comparacién de secuencias de aminoacidos de la cadena ligera de Fab "P" predichas
(residuos 5-108 inclusive en la Figura 7) con una secuencia germinal procedente de la familia Vkappa3. La
secuencia germinal comprende la secuencia A27 de la region V y la secuencia JK4 de la region J.

La Figura 22 muestra una comparacion de secuencias de aminoacidos de la cadena ligera de Fab "S" predichas
(residuos 5-112 inclusive en la Figura 8) con una secuencia germinal procedente de la familia VL3. La secuencia
germinal comprende la secuencia 3m de la region V y la secuencia JL2 de la region J.

La Figura 23 muestra ensayos en células RAW de aislados de "AT" 405, "AT" 406 y "AT" 407. ADNc que codifica
Fab "AT" se fusiond a ADNc que codifica las regiones CH1, CH2 y CH3 de IgG1 humana segun se describe en el
Ejemplo 7. Se usaron diferentes secuencias lider para producir los aislados resultantes denominados "AT" 405, "AT"
406 y "AT" 407. "AT" 405-407 se preincubaron con OPGbp durante 1 hora a temperatura ambiente antes de la
dilucion hasta la concentracion celular final en los pocillos mostrada en la grafica. La concentracion celular final de
OPGbp en los pocillos era 40 ng/ml. Los valores procedian de determinaciones por triplicado con barras de error que
indican 2 desviaciones estandar (2 STD).

La Figura 24 muestra ensayos de médula 6sea de "AT" 405 y "AT" 407. Se mostraban los resultados de una
preparacion libre de endotoxinas (0,5 EU/ml o menos) de "AT" 405 y "AT" 407. Las muestras se preincubaron con
OPGbp [143-317] humana durante 1 hora a temperatura ambiente antes de la adicion a las células. La dilucion
celular final de los pocillos para "AT" 405 y "AT" 407 procedentes de la solucién madre de muestra se indica en el
eje x. La concentracion celular final de OPGbp en los pocillos era 20 ng/ml.

La Figura 25 muestra un ensayo de médula 6sea de "AT" 406. Se muestran los resultados de una preparacion libre
de endotoxinas (0,5 EU/ml o menos) de "AT" 406. Las muestras se preincubaron con OPGbp [143-317] humana
durante 1 hora a temperatura ambiente antes de la adicion a las células. La concentracion celular final de la muestra
en los pocillos se indica en el eje x. La concentracion celular final de OPGbp en los pocillos era 20 ng/ml.

La Figura 26 muestra un ensayo de médula ésea de "S" 435 y "Y" 429. La construccién de "S" 435 y "Y" 429 se
describe en el Ejemplo 7. Se muestran los resultados de una preparacion libre de endotoxinas (0,5 EU/ml o menos)
de cada uno de "S" 435 y "Y" 429. Las muestras se preincubaron con OPGbp [143-317] humana durante 1 hora a
temperatura ambiente antes de la adicién a las células. La concentracion celular final de la muestra en los pocillos se
indica en el eje x. La concentracion celular final de OPGbp en los pocillos era 20 ng/ml.

La Figura 27 muestra un ensayo de médula ésea de "Y" 442 y "P" 444. La construccién de "Y" 442 y "P" 444 se
describe en el Ejemplo 7. Se muestran los resultados de una preparacion libre de endotoxinas (0,5 EU/ml o menos)
de cada uno de "Y" 442 y "P" 444. Las muestras se preincubaron con OPGbp [143-317] humana durante 1 hora a
temperatura ambiente antes de la adicién a las células. La concentracion celular final de la muestra en los pocillos se
indica en el eje x. La concentracion celular final de OPGbp en los pocillos era 20 ng/ml.

La Figura 28 muestra la secuencia de acido nucleico y aminoacidos de FLAG-[153-316] OPGbp murino/DE.

La Figura 29 es un alineamiento de secuencias de aminoacidos de OPGbp[143-317] humana, OPGbp[158-316]
murina y FLAG-OPGbp [158-316] murina/DE en la regién del bucle DE. Estan subrayados los residuos de
aminoacido de OPGbp humana introducidos en OPGbp de ratén para generar la molécula de FLAG-OPGbp de
ratén/DE.

La Figura 30 es un inmunoensayo enzimatico que examina la unién y la reactividad del anticuerpo AT a placas
revestidas bien con OPGbp[143-317] humana, bien con OPGbp[158-316] murina o bien con FLAG-OPGbp [158-316]
murina/DE.
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Descripcion Detallada de la invencion

La presente invencién proporciona un anticuerpo monoclonal que se une selectivamente a OPGbp de modo que
bloquee parcialmente o completamente la union de OPGbp a su receptor cognado e inhiba parcialmente o
completamente la formacién de osteoclastos y/o la resorcién 6sea.

El término "agente de unidn selectiva" se refiere a una molécula que se une preferentemente a OPGbp. Un agente
de union selectiva puede incluir una proteina, un péptido, un acido nucleico, un carbohidrato, un lipido o un
compuesto de peso molecular pequeno. En una realizacién preferida, un agente de unién selectiva es un anticuerpo,
tal como anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales (mAbs), anticuerpos quimeéricos, anticuerpos injertados
con CDR, anticuerpos antiidiotipicos (anti-ld) para anticuerpos que se pueden marcar en forma soluble o unida, asi
como sus fragmentos, regiones o derivados, proporcionados mediante técnicas conocidas, incluyendo, pero no
limitadas a, escision enzimatica, sintesis de péptidos o técnicas recombinantes. Los agentes de unidn selectiva anti-
OPGbp de la presente invencidon son capaces de unirse a porciones de OPGbp que inhiben la unién de OPGbp a
receptores ODAR.

Los anticuerpos y los dominios que se unen a antigeno de la invencion se unen selectivamente a OPGbp, esto es,
se unen preferentemente a OPGbp con una afinidad de unidon mayor que a otros antigenos. Los anticuerpos se
pueden unir selectivamente a OPGbp humana, pero también se unen detectablemente a OPGbp no humana, tal
como OPGbp murina. Alternativamente, los anticuerpos se pueden unir selectivamente a OPG no humana, pero
también se unen detectablemente a OPG humana. Alternativamente, los anticuerpos se pueden unir exclusivamente
a OPGbp humana, sin union detectable a OPGbp no humana.

El término “anticuerpo monoclonal" se refiere a un anticuerpo obtenido a partir de una poblacion de anticuerpos
sustancialmente homogéneos en donde cada anticuerpo monoclonal tipicamente reconocera un solo epitopo sobre
el antigeno. El término “monoclonal” no se limita ningln método particular para elaborar el anticuerpo. Por ejemplo,
los anticuerpos monoclonales de la invencién se pueden elaborar mediante el método del hibridoma que se describe
en Kohler y cols. Nature 256, 495 (1975) o se pueden aislar de bibliotecas de fagos usando las técnicas que se
describen en la presente, por ejemplo.

El término "dominio que se une a antigeno” o "regién que se une a antigeno” se refiere a la porcién del agente de
unién selectiva (tal como una molécula de anticuerpo) que contiene los residuos de aminoacido que interactuan con
un antigeno y confieren al agente de union su especificidad y afinidad para el antigeno. Preferiblemente, la region
que se une a antigeno sera de origen humano. En otras realizaciones, la regién que se une a antigeno se puede
derivar de otra especie animal, en particular roedores tales como conejo, rata o hamster.

El término "epitopo" se refiere a la porcidon de cualquier molécula capaz de ser reconocida por y unirse a un agente
de unién selectiva (tal como un anticuerpo) en una o mas de las regiones que se unen a antigeno del agente de
unién. Los epitopos consisten habitualmente en agrupamientos superficiales quimicamente activos de moléculas
tales como aminoacidos o cadenas laterales de azlcares y tienen caracteristicas estructurales tridimensionales
especificas asi como caracteristicas de carga especificas. Por "epitopo inhibidor y/o neutralizador" se entiende un
epitopo que, cuando se une a un agente de union selectiva, da como resultado una pérdida de la actividad bioldgica
de la molécula o el organismo que contiene el epitopo, in vivo, in vitro o in situ, mas preferiblemente in vivo,
incluyendo la uniéon de OPGbp a su receptor.

El término "cadena ligera", cuando se usa en referencia a un anticuerpo, se refiere a dos tipos distintos, llamados
kappa (k) o lambda (A) basandose en la secuencia de aminoacidos de los dominios constantes.

El término “cadena pesada”, cuando se usa en referencia a un anticuerpo, se refiere a cinco tipos distintos, llamados
alfa, delta, épsilon, gamma y mu, basandose en la secuencia de aminoacidos del dominio constante de la cadena
pesada. Estos tipos distintos de cadenas pesadas dan lugar a cinco clases de anticuerpos, IgA, IgD, IgE, IgG y IgM,
respectivamente, incluyendo cuatro subclases de IgG, a saber IgG1, IgGz, IgGs y IgGa.

El término “region variable" o "dominio variable" se refiere a una porcién de las cadenas ligera y pesada, tipicamente
aproximadamente los 120 a 130 aminoacidos aminoterminales de la cadena pesada y aproximadamente los 100 a
110 aminoécidos de la cadena ligera, que difieren profundamente en secuencia entre anticuerpos y se usan en la
unién y la especificidad de cada anticuerpo particular para su antigeno particular. La variabilidad en la secuencia se
concentra en las regiones denominadas regiones determinantes de la complementariedad (CDRs) mientras que las
regiones mas altamente conservadas en el dominio variable se denominan regiones marco (FR). Las CDRs de las
cadenas ligera y pesada son responsables de la interaccion del anticuerpo con el antigeno.

El término “regidon constante” o "dominio constante" se refiere a una porcién carboxiterminal de la cadena ligera y
pesada que no estad implicada directamente en la unién del anticuerpo al antigeno pero exhibe diversas funciones
efectoras, tales como una interaccién con el receptor de Fc.
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El término “OPGbp" o "polipéptido de OPGbp" se refiere a un polipéptido que comprende la secuencia de
aminoacidos que se muestra en la Figura 4 de la publicacion PCT WQ098/46757 y polipéptidos relacionados.
Polipéptidos relacionados incluyen variantes alélicas; variantes de empalme; fragmentos; derivados; variantes de
sustitucion, eliminacion e insercion; polipéptidos de fusién; y homélogos entre especies. También estan abarcadas
formas solubles de OPGbp, tales como los residuos 69-317 inclusive de OPGbp humana (segin se numeran en el
documento WO 98/46757), o uno de sus subgrupos que sea suficiente para generar una respuesta inmunoloégica. En
una realizacion, OPGbp humana soluble incluye los residuos 140-317 inclusive, 143-317 inclusive, o sus fragmentos
inmunogénicos. OPGbp puede ser un polipéptido maduro, segun se define en la presente, y puede tener o no un
residuo de metionina aminoterminal, dependiendo del método mediante el que se prepare.

El término “fragmento"”, cuando se usa con relacion a OPGbp o a un agente de union selectiva proteinico de OPGbp,
se refiere a un péptido o polipéptido que comprende menos de la secuencia de aminoacidos de longitud completa.
Este fragmento puede surgir, por ejemplo, de un truncamiento en el extremo amino, un truncamiento en el extremo
carboxi y/o una eliminacién interna de un residuo o residuos de la secuencia de aminoacidos. Los fragmentes
pueden resultar del empalme de ARN alternativo o de la actividad de proteasas in vivo.

El término “variante", cuando se usa en relacion con OPGbp o con un agente de unién selectiva proteinico de
OPGbp, se refiere a un péptido o polipéptido que comprende una o mas sustituciones, eliminaciones y/o adiciones
de la secuencia de aminoacidos en comparacién con una secuencia natural o no modificada. Por ejemplo, una
variante de OPGbp puede resultar de uno o mas cambios en una secuencia de aminoacidos de OPGbp natural.
Ademas, a modo de ejemplo, una variante de un agente de unién selectiva de OPGbp puede resultar de uno o mas
cambios en una secuencia de aminoacidos de un agente de unién selectiva natural o previamente no modificado.
Las variantes pueden estar presentes en la naturaleza, tales como variantes alélicas o de empalme, o se pueden
construir artificialmente. Las variantes de polipéptidos se pueden preparar a partir de las moléculas de acidos
nucleico correspondientes que codifican dichas variantes.

El término “derivado”, cuando se usa en relacion con OPGbp o con un agente de unién selectiva proteinico de
OPGbp, se refiere a un péptido o polipéptido, o uno de sus variantes, fragmentos o derivados, que se ha modificado
quimicamente. Ejemplos incluyen la ligazén covalente de uno o mas polimeros, tales como polimeros hidrosolubles,
carbohidratos conectados en N o conectados en O, azlcares, fosfatos y/u otras de estas moléculas. Los derivados
se modifican de un modo que es diferente de un péptido o polipéptidos presentes en la naturaleza o de partida, bien
en el tipo o bien en la localizacién de las moléculas ligadas. Los derivados incluyen ademas la eliminacion de uno o
MAas grupos quimicos que estan presentes naturalmente en el péptido o polipéptido.

El término “fusiéon”, cuando se usa en relacion con OPGbp o con un agente de union selectiva proteinico de OPGbp,
se refiere a la conexién de un péptido o polipéptido, o uno de sus fragmentos, variantes y/o derivados, con un
péptido o polipéptido heterdlogo.

El término “biolégicamente activo", cuando se usa en relacion con OPGbp o con un agente de unidén selectiva
proteinico, se refiere a un péptido o un polipéptido que tiene al menos una actividad caracteristica de OPGbp o un
agente de union selectiva. Un agente de unién selectiva de OPGbp puede tener una actividad agonista, antagonista
0 neutralizadora o bloqueadora con respecto a al menos una actividad biol6gica de OPGbp.

El término “presente en la naturaleza”, cuando se usa con respecto a materiales bioldgicos tales como moléculas de
acido nucleico, polipéptidos, células hospedadoras y similares, se refiere a los que se encuentran en la naturaleza y
no estan manipulados por un ser humano.

El término “aislado”, cuando se usa en relacién con OPGbp o con un agente de unién selectiva proteinico de
OPGbp, se refiere a un péptido o polipéptido que esta libre de al menos un polipéptido contaminante que se
encuentra en su ambiente natural, y preferiblemente sustancialmente libre de cualesquiera otros polipéptidos de
mamifero contaminantes que interfieran con su uso terapéutico o diagnaéstico.

El término “maduro”, cuando se usa en relacion con OPGbp o con un agente de unidén selectiva proteinico de
OPGbp, se refiere a un péptido o polipéptido que carece de una secuencia lider. El término también puede incluir
otras modificaciones de un péptido o polipéptido tales como el procesamiento proteolitico del extremo amino (con o
sin una secuencia lider) y/o el extremo carboxi, la escisién de un polipéptido mas pequefio de un precursor mas
grande, la glicosilacion conectada en N y/o conectada en O, y similares.

Los términos "cantidad eficaz" y "cantidad terapéuticamente eficaz", cuando se usan en relacién con un agente de
unién selectiva de OPGbp, se refiere a una cantidad de un agente de unién selectiva que es Util 0 necesaria para
soportar un cambio observable en el nivel de una o mas actividades biolégicas de OPGbp. Dicho cambio puede ser
bien un incremento o bien una disminucion en el nivel de actividad de OPGbp.

El término “sustitucién de aminoéacidos conservativa" se refiere a una sustitucion de un residuo de aminoacido

natural por un residuo no natural que tiene poco o ningun efecto sobre la polaridad o la carga del residuo de
aminoacido en esa posicion. Por ejemplo, una sustitucién conservativa resulta del cambio de un residuo apolar de un
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polipéptido por otro residuo apolar. Por otra parte, cualquier residuo natural de un polipéptido también se puede
sustituir por alanina, como se ha descrito previamente para la mutagénesis de barrido de alanina (Cunningham y
cols. Science 244, 1081-1085 (1989). Reglas ejemplares para sustituciones de aminoacidos conservativas se
indican en la Tabla I.

Tabla |
Sustituciones de aminoacidos conservativas

Residuos Originales Sustituciones Ejemplares Sustituciones Preferidas
Ala Val, Leu, lle Val
Arg Lys, GIn, Asn Lys
Asn Gin, His, Lys, Arg Gin
Asp Glu Glu
Cys Ser Ser
Gin Asn Asn
Glu Asp Asp
Gly Pro, Ala Ala
His Asn, Gin, Lys, Arg Arg
lle Leu, Val, Met, Ala, Phe, Norleucina Leu
Leu Norleucina, lle, Val, Met, Ala, Phe lle
Lys Arg, GIn, Asn Arg
Met Leu, Phe, lle Leu
Phe Leu, Val, lle, Ala, Tyr Leu
Pro Ala Ala
Ser Thr Thr
Thr Ser Ser
Trp Tyr, Phe Tyr
Tyr Trp, Phe, Thr, Ser Phe
Val lle, Met, Leu, Phe, Ala, Norleucina Leu

Las sustituciones de aminodcidos conservativas también abarcan residuos de aminodcido no presentes en la
naturaleza que tipicamente se incorporan mediante sintesis quimica de péptidos en lugar de mediante sintesis en
sistemas bioldgicos. Estos incluyen peptidomiméticos y otras formas revertidas o invertidas de restos de aminodcido.

Las modificaciones conservativas en la secuencia de aminoacidos (y las correspondientes modificaciones en los
nucleétidos codificantes) son capaces de producir polipéptidos de OPGbp (y sus agentes de union selectiva
proteinicos) que tienen caracteristicas funcionales y quimicas similares a las de OPGbp o agentes de unién selectiva
presentes en la naturaleza. En contraste, se pueden efectuar modificaciones sustanciales en las caracteristicas
funcionales y/o quimicas de OPGbp (y sus agentes de union selectiva proteinicos) al seleccionar sustituciones que
difieren significativamente en su efecto sobre el mantenimiento (a) de la estructura del esqueleto molecular en la
zona de sustitucion, por ejemplo, como una conformacion laminar o helicoidal, (b) la carga o la hidrofobia de la
molécula en el sitio elegido o (c) el volumen de la cadena lateral. Los residuos presentes en la naturaleza se pueden
dividir en grupos basandose en propiedades comunes de la cadena lateral:

1) Hidréfobos: norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle;
2) Hidrofilos neutros: Cys, Ser, Thr;

3) Acidos: Asp, Glu;

4) Basicos: Asn, GIn, His, Lys, Arg;

5) Residuos que influyen en la orientacién de la cadena: Gly, Pro; y

6) Aromaticos: Trp, Tyr, Phe.

11
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Las sustituciones no conservativas pueden implicar el intercambio de un miembro de una de estas clases por un
miembro de otra clase.

La "identidad o similitud" de uno o mas moléculas de acido nucleico y/o polipéptidos proporciona una medida de la
relacién de dos o méas secuencias distintas. El término “identidad” se refiere a aminoacidos que son idénticos en las
posiciones correspondientes en dos secuencias de aminoacidos distintas. El término “similitud" se refiere a
aminoacidos que bien son idénticos o bien son sustituciones conservativas segun se define anteriormente en
posiciones correspondientes en dos secuencias de aminodcidos distintas.

El grado de identidad o similitud se puede calcular facilmente mediante métodos conocidos, incluyendo, pero no
limitados a, los descritos en Computational Molecular Biology, Lesk, A.M., ed., Oxford University Press, Nueva York,
1988; Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D.W., ed., Academic Press, Nueva York, 1993;
Computer Analysis of Sequence Data, Parte 1, Griffin, A.M., y Griffin, H.G., eds., Humana Press, Nueva Jersey,
1994; Secuencia Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987; Sequence Analysis Primer,
Gribskov, M. y Devereux, J., eds., M. Stockton Press, Nueva York, 1991; y Carillo y cols., SIAM J. Applied Math., 48,
1073 (1988).

Métodos preferidos para determinar la identidad y/o la similitud se disefian para dar la mayor coincidencia entre las
secuencias probadas. Métodos para determinar la identidad y la similitud se codifican en programas informaticos
disponibles publicamente. Métodos de programas informaticos ejemplares para determinar la identidad y la similitud
entre dos secuencias incluyen, pero no se limitan a, el paquete de programas GCG, que incluye GAP (Devereux y
cols., Nucleic Acids Research 12, 387 (1984); Genetics Computer Group, University of Wisconsin, Madison, WI),
BLASTP, BLASTN y FASTA (Altschul y cols., J. Mol. Biol., 215, 403-410 (1990)). El programa BLAST X esta
disponible publicamente de the National Center for Biotechnology Information (NCBI) y otras fuentes (BLAST
Manual, Altschul y cols. NCB NLM NIH Bethesda, MD). También se puede usar para determinar la identidad el bien
conocido algoritmo de Smith Waterman.

Polipéptidos de OPGbp

Se usan polipéptidos de OPGbp, y sus fragmentos, variantes y derivados, como moléculas diana para cribar e
identificar agentes de unién selectiva. Cuando se desee preparar anticuerpos como agentes de union selectiva, los
polipéptidos de OPGbp son preferiblemente inmunogénicos, esto es, provocan una respuesta inmunitaria cuando se
administran a un animal. Alternativamente, cuando se preparan anticuerpos mediante técnicas in vitro, los
polipéptidos de OPGbp usados como moléculas diana son capaces de unirse detectablemente a un anticuerpo o
dominio que se une a antigeno.

Los polipéptidos de OPG se preparan por medios biolégicos o quimicos. Se conocen en la especialidad métodos
biol6gicos tales como la expresion de secuencias de ADN que codifican OPGbp recombinante (véase, por ejemplo,
Sambrook y cols. anteriormente). También se pueden usar métodos de sintesis quimica tales como los indicados por
Merrifield y cols., J. Am. Chem. Soc., 85:2149 (1963), Houghten y cols., Proc Natl Acad. Sci. USA, 82:5132 (1985) y
Stewart y Young, Solid Phase Peptide Synthesis, Pierce Chemical Co., Rockford, IL (1984) para preparar
polipéptidos de OPGbp. Estos polipéptidos se pueden sintetizar con o sin una metionina en el extremo amino. Los
polipéptidos de OPGbp sintetizados quimicamente, o sus fragmentos o variantes, se pueden oxidar usando métodos
indicados en estas referencias para formar puentes de disulfuro. Los polipéptidos de OPGbp de la invencion
preparados mediante sintesis quimica tendran al menos una actividad bioldgica comparable a los polipéptidos de
OPGbp correspondientes producidos recombinantemente o purificados a partir de fuentes naturales.

Los polipéptidos de OPGbp se pueden obtener mediante aislamiento de muestras biolégicas tales como tejidos y/o
fluidos fuente en los que se encuentran naturalmente los polipéptidos de OPGbp. Las fuentes para polipéptidos de
OPGbp pueden ser de origen humano o no humano. El aislamiento de polipéptidos de OPGbp presentes en la
naturaleza se puede efectuar usando métodos conocidos en la especialidad, tales como separacién mediante
electroforesis seguida por electroelucién, diversos tipos de cromatografia (afinidad, inmunoafinidad, tamiz molecular
y/o intercambio i6nico) y/o cromatografia de liquidos de alta presién. La presencia del polipéptido de OPGbp durante
la purificacion se puede comprobar usando, por ejemplo, un anticuerpo preparado contra polipéptido de OPGbp
producido recombinantemente o sus fragmentos peptidicos.

Los polipéptidos incluyen polipéptidos de OPGbp aislados y polipéptidos relacionados con los mismos incluyendo
fragmentos, variantes, polipéptidos de fusion y derivados segun se definen anteriormente en la presente. Los
fragmentos de OPGbp de la invenciéon pueden resultar de truncamientos en el extremo amino (con o sin una
secuencia lider), truncamientos en el extremo carboxi y/o eliminaciones internas al polipéptido. Opcionalmente, estos
fragmentos de polipéptidos de OPGbp pueden comprender un residuo de metionina aminoterminal. Los polipéptidos
seran inmunogénicos ya que seran capaces de provocar una respuesta de anticuerpos.

Las variantes de polipéptidos de OPGbp pueden incluir una o mas sustituciones, adiciones y/o eliminaciones de
aminoacidos en comparacion con las secuencias de aminoacidos de OPGbp naturales. Las sustituciones de
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aminoacidos pueden ser conservativas, segun se definen anteriormente, o no conservativas o cualquiera de sus
combinaciones. Las variantes pueden tener adiciones de residuos de aminoacido bien en el extremo carboxi o bien
en el extremo amino (donde el extremo amino puede comprender o no una secuencia lider).

Variantes de glicosilacion de OPGbp incluyen variantes en las que el nimero y/o el tipo de sitios de glicosilacion se
ha alterado en comparacion con el polipéptido de OPGbp natural. Las variantes de glicosilacion de OPGbp pueden
comprender un numero mayor 0 menor de sitios de glicosilacion conectados a N en comparacién con OPGbp
natural. También se ilustran variantes de glicosilacién de OPGbp que comprenden una reorganizacion de cadenas
de carbohidrato conectadas en N en las que se eliminan uno o mas sitios de glicosilacién conectados a N
(tipicamente los que estan presentes en la naturaleza) y se crean uno o mas sitios conectados a N nuevos. Las
variantes de cisteina de OPGbp comprenden un nimero mayor o alternativamente un nimero menor de residuos de
cisteina en comparacion con OPGbp natural. En una realizacién, uno o mas residuos de cisteina se eliminan o se
sustituyen por otro aminoacido (p. ej., serina). Las variantes de cisteina de OPGbp pueden mejorar la recuperacion
de OPGbp biolégicamente activa al ayudar al repliegue de OPGbp en una conformacion biolégicamente activa
después del aislamiento a partir de un estado desnaturalizado.

La preparacion de variantes de polipéptidos de OPGbp esta dentro del nivel de experiencia en la especialidad. En un
enfoque, se pueden introducir una 0 mas sustituciones, eliminaciones y/o adiciones de aminoacidos en OPGbp
natural en donde la variante de OPGbp retiene la estructura natural de OPGbp y/o al menos una de las actividades
bioldgicas. Un enfoque es comparar secuencias de polipéptidos de OPG de una variedad de especies diferentes a
fin de identificar regiones de identidad y/o similitud relativamente bajas y altas. Se aprecia que es menos probable
que las regiones de un polipéptido de OPGbp que tienen identidad y/o similitud relativamente bajas sean esenciales
para la estructura y la actividad y por lo tanto pueden ser mas tolerantes a alteraciones de aminoacidos,
especialmente las que no son conservativas. También se aprecia que incluso en regiones relativamente
conservadas, se podrian introducir sustituciones de aminoacidos conservativas mientras que se retiene la actividad.

En otro enfoque, se pueden usar relaciones de estructura-funcion para identificar residuos en polipéptidos similares
que son importantes para la actividad o la estructura. Por ejemplo, se puede comparar un residuo de aminoacido
conservado entre OPGbp y otros miembros de la familia de factores de necrosis tumoral para los que estén
disponibles analisis de estructura-funcién y, basandose en esta comparacién, predecir qué residuos de aminodacido
en OPGbp son importantes para la actividad o la estructura. Un experto en la especialidad puede elegir sustituciones
de amino&cidos quimicamente similares para estos residuos de aminoacido de OPGbp importantes predichos.

En otro enfoque mas, se puede llevar a cabo un andlisis de una estructura secundaria o terciaria de OPGbp (bien
determinada por difraccién de rayos X de cristales de OPGbp o bien por métodos de prediccion de la estructura)
para determinar la localizacién de residuos de aminoacido especificos en relaciéon con estructuras reales o predichas
dentro de un polipéptido de OPGbp. Usando esta informacion, se pueden introducir cambios de aminoacido de un
modo que busque retener tanto como sea posible la estructura secundaria y/o terciaria de un polipéptido de OPGbp.

En otro enfoque mas, los efectos de alterar aminoacidos en posiciones especificas se pueden probar
experimentalmente al introducir sustituciones de amino&cidos y probar los polipéptidos de OPGbp alterados con
respecto a la actividad bioloégica usando ensayos descritos en la presente. Técnicas tales como la mutagénesis por
barrido de alanina (Cunningham y cols., anteriormente) son particularmente adecuadas para este enfoque. Muchas
secuencias alteradas se pueden probar convenientemente al introducir muchas sustituciones en diversas posiciones
de aminoacidos en OPGbp y cribar la poblacién de polipéptidos alterados como parte de una biblioteca de
exposicion en fagos. Usando este enfoque, se pueden determinar facilmente las regiones de un polipéptido de
OPGbp que son esenciales para la actividad.

Los métodos anteriores son utiles para generar variantes de OPGbp que retienen la estructura natural. Asi, es
probable que anticuerpos producidos contra cada una de las variantes reconozcan un determinante estructural, o
epitopo, natural de OPGbp y también es probable que se unan a OPGbp natural. Sin embargo, en algunos casos,
puede ser deseable producir variantes de OPGbp que no retengan la estructura de OPGbp natural o estén
parcialmente o completamente sin rellenar. Los anticuerpos producidos contra estas proteinas reconoceran epitopos
enterrados sobre OPGbp.

La invencion también ilustra polipéptidos de fusion de OPGbp que comprenden polipéptidos de OPGbp, y sus
fragmentes, variantes y derivados, fusionados a un péptido o una proteina heterdlogos. Péptidos y proteinas
heterdlogos incluyen, pero no se limitan a: un epitopo para permitir la deteccién y/o el aislamiento de un polipéptido
de fusion de OPGbp; una proteina receptora transmembranaria o una de sus porciones, tal como un dominio
extracelular, o un dominio transmembranario e intracelular; un ligando o una de sus porciones que se une a una
proteina receptora transmembranaria; una enzima o una de sus porciones que es cataliticamente activa; una
proteina o un péptido que promueve la oligomerizacion, tal como el dominio de cremallera de leucina; y una proteina
0 un péptido que incrementa la estabilidad, tal como una regién constante de inmunoglobulina. Un polipéptido de
OPGbp puede estar fusionado a si mismo o a uno de sus fragmentos, variantes o derivados. Las fusiones se pueden
realizar bien en el extremo amino o bien en el extremo carboxi de un polipéptido de OPGbp, y pueden ser directas
sin molécula conectora o adaptadora o pueden ser a través de una molécula conectora o adaptadora. Una molécula
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conectora o adaptadora también se puede disefiar con un sitio de escisién para que una endonucleasa de restriccion
de ADN o para que una proteasa permita la separacion de moléculas fusionadas.

Un polipéptido de OPGbp, un fragmento, una variante y/o un derivado se puede fusionar a una region Fc de IgG
humana. En un ejemplo, una bisagra de IgG humana, una regién CH2 y CH3 se pueden fusionar bien en el extremo
N o bien en el extremo C de los polipéptidos de OPGbp usando métodos conocidos para el experto en la
especialidad. En otro ejemplo, se puede fusionar una porcién de una regién de bisagra y las regiones CH2 y CH3. El
polipéptido de fusion de OPGbp-Fc asi producido se puede purificar mediante el uso de una columna de afinidad de
proteina A. Ademas, se ha encontrado que péptidos y proteinas fusionados a una regioén Fc exhiben una semivida in
vivo sustancialmente mayor que el homdlogo no fusionado. Ademas, una fusidbn a una region Fc permite la
dimerizacién/multimerizacién del polipéptido de fusiéon. La region Fc puede ser una region Fc presente en la
naturaleza, o puede estar alterada para mejorar ciertas cualidades, tales como cualidades terapéuticas, tiempo de
circulacion, agregacioén reducida, etc.

Los derivados de polipéptidos de OPGbp son composiciones de polipéptidos de OPGbp quimicamente modificados
en las que el polipéptido de OPGbp esta conectado a un polimero. Tipicamente, el polimero seleccionado es
hidrosoluble de modo que la proteina a la que estéa ligado no precipite en un ambiente acuoso, tal como un ambiente
fisiologico. El polimero puede ser de cualquier peso molecular, y puede estar ramificado o no ramificado. Se incluye
dentro del alcance de polimeros de polipéptido de OPGbp una mezcla de polimero. Para el uso terapéutico de la
preparacion del producto final, el polimero sera farmacéuticamente aceptable.

El polimero hidrosoluble o su mezcla puede ser, por ejemplo, polietilenglicol (PEG), monometoxipolietilenglicol,
dextrano (tal como dextrano de bajo peso molecular, de, por ejemplo aproximadamente 6 kD), celulosa, u otros
polimeros basados en carbohidrato, poli-(N-vinilpirrolidona), polietilenglicol, homopolimeros de propilenglicol, un
copolimero de poli(6xido de propileno/6xido de etileno), polioles polioxietilenados (p. €j., glicerol) y poli(alcohol
vinilico).

Un polimero hidrosoluble es polietilenglicol. Segin se usa en la presente, se entiende que polietilenglicol abarca
cualquiera de las formas de PEG que se han usado para derivar otras proteinas, tales como mono-alcoxi(C1-C1o)- 0
ariloxi-polietilenglicol. También son abarcadas por la invencién moléculas de reticulacién de PEG bifuncionales que
se pueden usar para preparar multimeros de OPGbp ligados covalentemente.

Se conocen en la especialidad métodos para preparar polipéptidos de OPGbp quimicamente derivados. A modo de
ejemplo, la derivacion de polipéptidos de OPGbp con PEG se puede llevar a cabo usando procedimientos descritos
en Francis y cols., Focus on Growth Factors, 3, 4-10 (1992); los documentos EP 0 154 316; EP 0 401 384 y la
Patente de EE. UU. N? 4.179.337. En una realizacién preferida, un derivado de polipéptido de OPGbp tendra un solo
resto de PEG en el extremo amino. Véase la Patente de EE. UU. N© 5.234.784.

Los derivados de polipéptidos de OPGbp divulgados en la presente pueden exhibir una mejora o una reduccién de al
menos una actividad biolégica de OPGbp en comparacién con el polipéptido no modificado, o pueden exhibir un
incremento o una disminucién de la semivida o la estabilidad.

Agentes de union selectiva de OPGbp

Se pueden usar polipéptidos de OPGbp, y sus fragmentos, variantes y derivados, para identificar agentes de union
selectiva de OPGbp. Segun se define anteriormente, un agente de unién selectiva de OPGbp abarca agentes de
unién tanto proteinicos como no proteinicos y, en una realizacién preferida de la invencién, el agente de union
selectiva es proteinico. El agente de unidn selectiva puede ser un anticuerpo o uno de sus fragmentos que se une a
OPGbp, preferiblemente OPGbp humana. Los anticuerpos de la invencion pueden ser anticuerpos agonistas, que
mejoran el nivel de al menos una actividad biolégica de OPGbp; o anticuerpos antagonistas, que disminuyen el nivel
de al menos una actividad biolégica de OPGbp. Anticuerpos antagonistas de OPGbp también se puede referir a
anticuerpos de OPGbp inhibidores o neutralizadores.

Segun se describe en los ejemplos posteriores, se han identificado anticuerpos anti-OPGbp y dominios que se unen
a antigeno que inhiben al menos una actividad de OPGbp. Realizaciones de la invencion incluyen anticuerpos que
comprenden una secuencia de Fab de la cadena pesada segun se muestra en cualquiera de las Figuras 9, 10, 11 0
12 y que comprenden ademas una secuencia de la cadena ligera kappa o lambda. Secuencias de Fab de la cadena
ligera pueden ser como las mostradas en las Figuras 5, 6, 7 u 8. Por ejemplo, el anticuerpo "AT" tiene las
secuencias de las cadenas ligera y pesada de las Figuras 5 y 9, respectivamente; el anticuerpo "Y" tiene las
secuencias de las cadenas ligera y pesada de las Figuras 6 y 10, respectivamente; el anticuerpo "S" tiene las
secuencias de las cadenas ligera y pesada de las Figuras 7 y 11, respectivamente; y el anticuerpo "P" tiene las
secuencias de las cadenas ligera y pesada de las Figuras 8 y 12, respectivamente. Los anticuerpos de la invencion
comprenden ademas una region Fc humana procedente de cualquier isotipo, bien IgG, bien IgM, bien IgA, bien IgE o
bien IgD. Preferiblemente, la region Fc procede de IgG, tal como IgG1, 19G2, 1gG3 o IgG4, humana.
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La invencién también proporciona anticuerpos o dominios que se unen a antigeno que comprenden fragmentos,
variantes o derivados de las secuencias de Fab divulgadas en la presente. Los fragmentos incluyen dominios
variables de secuencias de Fab de la cadena bien ligera o bien pesada que tipicamente estan enlazados a dominios
constantes ligeros 0 pesados. Las variantes incluyen anticuerpos que comprenden secuencias de Fab de la cadena
ligera que son al menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 98% o0 99% idénticas o similares a las secuencias
de Fab, o los correspondientes dominios variables, en una cualquiera de las Figuras 5-8, o anticuerpos que
comprenden secuencias de Fab de la cadena pesada, o los correspondientes dominios variables, que son al menos
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 98% o 99% idénticas o similares a las secuencias de Fab en una
cualquiera de las Figuras 9-12. Tipicamente, los anticuerpos pueden estar asociados con regiones constantes de las
cadenas pesada y ligera para formar anticuerpos de longitud completa.

Los anticuerpos y dominios que se unen a antigeno, y sus fragmentos, variantes y derivados, de la invencion
retendran la capacidad para unirse selectivamente a polipéptido de OPGbp humano. En una realizacién, un
anticuerpo se unira a un polipéptido de OPGbp con una constante de disociacion (KD) de aproximadamente 1 nM o
menos, o alternativamente 0,1 nM o0 menos, o alternativamente 10 pM 0 menos o alternativamente menos de 10 pM.
En el Ejemplo 8, se observaba que el anticuerpo "AT" se une a OPGbp con una KD de aproximadamente 0,33 a
0,43 nM.

Los anticuerpos de la invencion incluyen anticuerpos monoclonales, recombinantes, quiméricos, humanizados,
totalmente humanos, monocatenarios y/o biespecificos. Fragmentos de anticuerpo incluyen las porciones de un
anticuerpo anti-OPGbp que se unen a un epitopo sobre un polipéptido de OPGbp. Ejemplos de estos fragmentos
incluyen fragmentos Fab F(ab"), F(ab)', Fv y sFv. Los anticuerpos se pueden generar mediante escision enzimatica
de anticuerpos de longitud completa o mediante técnicas de ADN recombinante, tales como expresion de plasmidos
recombinantes que contienen secuencias de acido nucleico que codifican regiones variables de anticuerpo.

Los anticuerpos policlonales son poblaciones heterogéneas de moléculas de anticuerpo derivadas de los sueros de
animales inmunizados con un antigeno. Un antigeno es una molécula o una porcién de una molécula capaz de
unirse con un anticuerpo que adicionalmente es capaz de inducir a un animal a producir anticuerpo capaz de unirse
a un epitopo de ese antigeno. Un antigeno puede tener uno o mas epitopos. Se entiende que la reaccion especifica
mencionada anteriormente indica que el antigeno reaccionara, de un modo muy selectivo, con su correspondiente
anticuerpo y no con la multitud de otros anticuerpos que pueden ser provocados por otros antigenos.

Los anticuerpos policlonales dirigidos hacia un polipéptido de OPGbp generalmente son producidos en animales (p.
ej., conejos o ratones) mediante multiples inyecciones subcutaneas o intraperitoneales de OPGbp y un adyuvante.
Segun la invencién, puede ser util conjugar un polipéptido de OPGbp, o uno de sus variantes, fragmentos o
derivados, a una proteina portadora que es inmunogénica en la especie que se va a inmunizar, tal como
hemocianina de lapa californiana, suero, albdmina, tiroglobulina bovina o inhibidor de tripsina de soja. Ademas, se
usan agentes de agregacion tales como alumbre para mejorar la respuesta inmunitaria. Después de la inmunizacion,
los animales son sangrados y el suero se ensaya con respecto al titulo de anticuerpo anti-OPGbp.

Los anticuerpos monoclonales (mAbs) contienen una poblacién sustancialmente homogénea de anticuerpos
especificos para antigenos, poblacién que contiene sitios de unién al epitopo sustancialmente similares. Estos
anticuerpos pueden ser de cualquier clase inmunoglobulinica incluyendo IgG, IgM, IgE, IgA, IgD y cualesquiera de
sus subclases. Un hibridoma que produce un anticuerpo monoclonal de la presente invenciéon se puede cultivar in
vitro, in situ o in vivo. La produccion de titulos altos in vivo o in situ es un método de produccion preferido.

Los anticuerpos monoclonales dirigidos hacia OPGbp se producen usando cualquier método que proporcione la
produccién de moléculas de anticuerpo por lineas celulares continuas en cultivo. Ejemplos de métodos adecuados
para preparar anticuerpos monoclonales incluyen los métodos del hibridoma de Kohler y cols., Nature 256, 495-497
(1975), y el método del hibridoma de células B humanas, Kozbor, J. Immunol. 133, 3001 (1984); Brodeur y cols.,
Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1987); y
Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory (1988).

Agentes de unién selectiva anti-OPGbp preferidos incluyen anticuerpos monoclonales que inhibiran parcialmente o
completamente la uniébn de OPGbp humana a su receptor cognado, ODAR, o un anticuerpo que tenga
sustancialmente las mismas caracteristicas de unién especifica, asi como sus fragmentos y regiones. Métodos
preferidos para determinar la especificidad y la afinidad de anticuerpos monoclonales mediante inhibicion
competitiva se pueden encontrar en Harlow y cols., Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1988), Colligan y cols., eds., Current Protocols in Immunology, Greene Publishing
Assoc. y Wiley Interscience, N.Y., (1992, 1993), y Muller, Meth. Enzymol., 92:589-601 (1983).

También se proporcionan lineas celulares de hibridoma que producen anticuerpos monoclonales reactivos con
polipéptidos de OPGbp.

Los anticuerpos quiméricos son moléculas en las que diferentes porciones se derivan de diferentes especies
animales, tales como las que tienen una regién variable derivada de un anticuerpo monoclonal murino y una region
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constante de inmunoglobulina humana. Los anticuerpos quiméricos se usan principalmente para reducir la
inmunogenicidad en la aplicacion y para incrementar los rendimientos en la produccién, por ejemplo, cuando los
anticuerpos monoclonales murinos tienen rendimientos superiores a partir de hibridomas pero una inmunogenicidad
superior en seres humanos, de modo que se usan anticuerpos monoclonales quiméricos humanos/murinos.

Se conocen en la especialidad anticuerpos quiméricos y métodos para su produccion. Cabilly y cols., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 81:3273-3277 (1984); Morrison y cols., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855 (1984); Boulianne
y cols., Nature, 312:643-646 (1984); Neuberger y cols., Nature, 314:268-270 (1985); Liu y cols., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 84:3439-3443 (1987); y Harlow y Lane Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
(1988).

Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales quiméricos de la invencion se pueden usar como un agente terapéutico.
En este anticuerpo quimérico, una porciéon de la cadena pesada y/o ligera es idéntica u homéloga a una secuencia
correspondiente en anticuerpos derivados de una especie particular o pertenecientes a una clase o subclase de
anticuerpo particular, mientras que el resto de la cadena o las cadenas es idéntico u homélogo a una secuencia
correspondiente en anticuerpos derivados de otra especie o pertenecientes a otra clase o subclase de anticuerpo,
asi como fragmentos de estos anticuerpos, con la condicion de que exhiban la actividad biol6gica deseada (véase la
Patente de EE. UU. N? 4.816.567; Morrison y cols., Proc. Natl. Acad. Sci., 81, 6851-6855 (1985).

Segun se usa en la presente, el término “anticuerpo quimérico" incluye inmunoglobulinas monovalentes, divalentes o
polivalentes. Un anticuerpo quimérico monovalente es un dimero (HL) formado por una cadena H quimérica
asociada a través de puentes de disulfuro con una cadena L quimérica. Un anticuerpo quimérico divalente es un
tetramero (HzL2) formado por dos dimeros de HL asociados a través de al menos un puente de disulfuro. Un
anticuerpo quimérico polivalente se puede producir, por ejemplo, al emplear una region Cu que se agrega (p. €j., a
partir de una cadena H de IgM, o cadena p).

Anticuerpos, fragmentos y regiones murinos y quiméricos de la presente invencién pueden comprender cadenas
inmunoglobulinicas pesadas (H) y/o ligeras (L) individuales. Una cadena H quimérica comprende una regién que se
une a antigeno derivada de la cadena H de un anticuerpo no humano especifico para OPGbp, que esta conectado a
al menos una porcién de una region C de la cadena H (Cn) humana, tal como CH1 o CHa.

Una cadena L quimérica segun la presente invencién comprende una region que se une a antigeno derivada de la
cadena L de un anticuerpo no humano especifico para OPGbp, conectada a al menos una porcién de una regiéon C
de la cadena L (CL) humana.

Los agentes de unién selectiva, tales como anticuerpos, fragmentos o derivados, que tienen cadenas H y cadenas L
quiméricas de una especificidad de unién a la regién variable igual o diferente, también se pueden preparar
mediante una asociacién apropiada de las cadenas de polipéptido individuales, segln etapas del método conocidas,
p. €j., segun Ausubel y cols., eds. Current Protocols in Molecular Biology, Wiley Interscience, N.Y. (1993), y Harlow y
cols., Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1988). Con
este enfoque, los hospedadores que expresan cadenas H quiméricas (o sus derivados) se cultivan separadamente
de hospedadores que expresan cadenas L quiméricas (o0 sus derivados), y las cadenas inmunoglobulinicas se
recuperan separadamente y a continuacion se asocian. Alternativamente, los hospedadores se pueden cocultivar y
se puede dejar que las cadenas se asocien espontaneamente en el medio de cultivo, seguido por recuperacion de la
inmunoglobulina, el fragmento o el derivado ensamblados.

Como un ejemplo, la regién que se une a antigeno del agente de union selectiva (tan como un anticuerpo quimeérico)
de la presente invencion se deriva preferiblemente de un anticuerpo no humano especifico para OPGbp humana.
Fuentes preferidas para el ADN que codifica este anticuerpo no humano incluyen lineas celulares que producen
anticuerpos, tales como lineas celulares hibridas conocidas cominmente como hibridomas.

La invencion también proporciona fragmentos, variantes y derivados, y fusiones de anticuerpos anti-OPGbp, en
donde los términos "fragmentos”, "variantes", "derivados" y "fusiones" se definen en la presente. La invencién abarca
fragmentos, variantes, derivados y fusiones de anticuerpos anti-OPGbp que son funcionalmente similares al
anticuerpo anti-OPGbp no modificado, esto es, retienen al menos una de las actividades del anticuerpo no
modificado. Ademas de las modificaciones indicadas anteriormente, también se incluye la adicién de secuencias
genéticas que codifican proteinas citotoxicas tales como toxinas vegetales y bacterianas. Los fragmentos, las
variantes, los derivados y las fusiones de anticuerpos anti-OPGbp se pueden producir a partir de cualquiera de los

hospedadores de esta invencion.

Fragmentos adecuados incluyen, por ejemplo, Fab, Fab', F(ab")z2, Fv y scFv. Estos fragmentos carecen del fragmento
Fc de un anticuerpo intacto, se depuran mas rapidamente de la circulacién y pueden tener menos unién a tejidos
inespecifica que un anticuerpo intacto. Véase Wahl y cols., J. Nucl. Med., 24:316-325 (1983). Estos fragmentos se
producen a partir de anticuerpos intactos usando métodos bien conocidos en la especialidad, por ejemplo mediante
escision proteolitica con enzimas tales como papaina (para producir fragmentos Fab) o pepsina (para producir
fragmentos F(ab')2). La identificacién de estas regiones que se unen a antigeno y/o epitopos reconocidos por
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anticuerpos monoclonales de la presente invencion proporciona la informacion necesaria para generar anticuerpos
monoclonales adicionales con caracteristicas de union y utilidad terapéutica o diagnéstica similares que son parejas
a las realizaciones de esta solicitud.

La invencion proporciona anticuerpos anti-OPGbp, o dominios que se unen a antigeno, que reconocen y se unen
para inhibir y/o neutralizar epitopos sobre OPGbp. Como resultado de esta unién, un anticuerpo anti-OPGbp puede
inhibir parcialmente o completamente la unién de OPGbp a su receptor, o puede inhibir parcialmente o
completamente la formacién de osteoclastos, la resorcién 6sea y/o la pérdida de hueso. Mas particularmente, la
invencion proporciona anticuerpos anti-OPGbp que reconocen y se unen a un epitopo que comprende una porcion
de la secuencia de aminodacidos de una region DE de OPGbp (un "epitopo DE"). Una region DE de OPGbp se
extiende aproximadamente por las regiones de lamina beta D y E y la secuencia de bucle intercalada (un "bucle
DE"). La region DE en OPGbp humana comprende desde aproximadamente el residuo de aminoacido 212 hasta
aproximadamente el residuo de aminoacido 250 inclusive (véase la Figura 29).

Aunque se contempla que un anticuerpo anti-OPGbp, o un dominio que se une a antigeno, se puede unir a cualquier
localizacién dentro de una regién DE, una realizacion preferida es un anticuerpo anti-OPGbp que se une a al menos
parte de un bucle DE. El bucle DE en OPGbp humana se extiende aproximadamente cinco aminodcidos y esta
situado en aproximadamente los residuos 230-234 inclusive. El bucle DE en OPGbp humana tiene la secuencia
DLATE. Sin embargo, la secuencia de aminoacidos y los puntos extremos del bucle DE de OPGbp humana son
meramente ejemplares y se entiende que los bucles DE podrian tener secuencias y puntos extremos que varian con
respecto a los de OPGbp humana. La invencién abarca anticuerpos que se unen a estos bucles DE variables.

Segun se muestra en el Ejemplo 10, la introduccion de la secuencia DLATE en el bucle DE correspondiente de
OPGbp murina daba como resultado la unién del anticuerpo "AT" mientras que el anticuerpo no tenia afinidad
detectable para OPGbp murina con el bucle DE natural hasta una concentracion de anticuerpo de aproximadamente
2 pg/ml. En otra realizacién, un anticuerpo anti-OPGbp se une a la secuencia de aminoacidos DLATE en OPGbp
humana, o a una porcion de dicha secuencia. En otra realizacién, un anticuerpo anti-OPGbp, o un dominio que se
une a antigeno, se une a OPGbp murina que comprende las sustituciones de aminoacidos S229D, V230L, P231Ay
D233E, pero no se une a OPGbp murina que carece de dichas sustituciones bajo condiciones similares.

Aunque los anticuerpos de la invencién se caracterizan en parte por las secuencias de aminoacidos en la OPGbp a
la que se unen, se entiende y aprecia por un experto en la especialidad que un epitopo DE sobre OPGbp reconocido
por un anticuerpo comprende tipicamente una estructura tridimensional que puede implicar aminoacidos fuera de la
region DE. En una representacion lineal de una secuencia de OPGbp, los aminoacidos que comprenden el epitopo
DE pueden estar distantes de la region DE, pero en una estructura tridimensional de OPGbp, los aminoacidos del
epitopo DE probablemente estara préximos a la regién DE. Asi, se entiende que la unién de un anticuerpo anti-
OPGbp a un epitopo DE puede implicar aminoacidos distintos a los de la region DE. No obstante, se ha mostrado
que los residuos de aminoacido del bucle DE, especialmente algunos o todos los residuos en la secuencia DLATE,
estan implicados en la union del anticuerpo a OPGbp y la inhibicion de la actividad de OPGbp.

También se proporcionan variantes de agentes de union selectiva. En una realizacion, las variantes de anticuerpos y
dominios que se unen a antigeno comprenden cambios en las secuencias de aminoacidos de las cadena ligera y/o
pesada que estan presentes en la naturaleza o se introducen mediante manipulaciéon in vitro de secuencias
naturales usando técnicas de ADN recombinante. Variantes presentes en la naturaleza incluyen variantes
"somaticas" que se generan in vivo en las secuencias nucleotidicas germinales correspondientes durante la
generacién de una respuesta de anticuerpo a un antigeno extrafo. Variantes codificadas por mutaciones somaticas
en secuencias de las cadenas ligera y pesada variables germinales que generan los Fabs ejemplares de la presente
invencion en secuencias se muestran en las Figuras 16 y 19 para Fab "AT", las Figuras 16 y 20 para Fab "Y", las
Figuras 17 y 21 para Fab "P" y las Figuras 18 y 22 para Fab "S".

Las variantes de anticuerpos anti-OPGbp y dominios que se unen a antigeno también se preparan mediante
técnicas de mutagénesis conocidas en la especialidad. En un ejemplo, se pueden introducir cambios de aminoéacido
aleatoriamente a través de una regién codificante de anticuerpo y las variantes resultantes se pueden cribar con
respecto a una actividad deseada, tal como afinidad de union para OPGbp. Alternativamente, se pueden introducir
cambios de aminoacido en regiones seleccionadas de un anticuerpo para OPGbp, tal como en las CDRs de la
cadena ligera y/o pesada, y regiones marco, y los anticuerpos resultantes se pueden cribar con respecto a la unién a
OPGbp o alguna otra actividad. Los cambios de amino&cido abarcan una o mas sustituciones de aminoacido en una
CDR, que varian de una diferencia de un solo amino&cido a la introduccién de todas las permutaciones posibles de
aminoécidos dentro de una CDR dada, tal como CDRS3. En otro método, la contribucion de cada residuo dentro de
una CDR a la unién a OPGbp se puede determinar al sustituir por alanina al menos un residuo dentro de la CDR
(Lewis y cols., Mol. Immunol. 32, 1065-1072 (1995)). A continuacion, los residuos que no son 6ptimos para la unién
a OPGbp se pueden cambiar a fin de determinar una secuencia mas 6ptima. También estan abarcadas variantes
generadas mediante insercién de aminoacidos para incrementar el tamafio de una CDR, tal como CDRS3. Por
ejemplo, la mayoria de la secuencias de CDRS3 de la cadena ligera tiene una longitud de nueve aminoacidos. Las
secuencias de CDR3 de la cadena ligera en un anticuerpo que sean mas cortas de nueve residuos se pueden
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optimizar para la unién a OPGbp mediante la insercién de amino&cidos apropiados para incrementar la longitud de la
CDR.

En una realizacion, las variantes de anticuerpo o dominio que se une a antigeno comprenden uno o mas cambios de
aminoacido en una o mas de las CDR1, CDR2 o CDR3 de la cadena pesada o ligera y opcionalmente una o mas de
las regiones marco de la cadena pesada o ligera FR1, FR2 o FR3. Los cambios de aminoacido comprenden
sustituciones, eliminaciones y/o inserciones de residuos de aminoacido. Variantes ejemplares incluyen una variante
de la region variable de la cadena pesada de "AT" con uno 0 mas cambios de aminoacido en las secuencias NYAIH
(SEQ ID NO: 13); WINAGNGNTKFSQKFQG (SEQ ID NO: 16); o DSSNMVRGIIIAYYFDY (SEQ ID NO: 19), o una
variante de la region variable de la cadena ligera de "AT" con uno 0 mas cambios de aminoacido en las secuencias
RASQSISRYLN (SEQ ID NO: 01); GASSLQS (SEQ ID NO: 05); o QHTRA (SEQ ID NO: 09). Las susodichas
variantes de la regién variable de la cadena pesada y ligera de "AT" pueden comprender ademas uno o mas
cambios de aminoacido en las regiones marco. En un ejemplo, se pueden introducir uno o mas cambios de
aminodcido para sustituir un residuo marco mutado somaticamente con el residuo germinal en esa posicién. Cuando
los susodichos cambios de aminodcido son sustituciones, los cambios pueden ser sustituciones conservativas o no
conservativas.

Los Ejemplos 11 y 12 proporcionan variantes en la region CDR3 de la cadena ligera y pesada de un anticuerpo AT.
En una realizacion, la invencion proporciona variantes bien en SEQ ID NO:19 (CDR3 de la cadena pesada) o bien
en SEQ ID NO:9 (CDRS3 de la cadena ligera) de modo que los anticuerpos o dominios que se unen a antigeno
resultantes se unan selectivamente a una proteina que se une a OPG. En una realizacion, la OPGbp es OPGbp
humana.

La invencién proporciona anticuerpos anti-OPGbp que comprenden cadenas ligera variable y pesada variable y que

comprenden ademas una region CDR3 de la cadena pesada que tiene la secuencia seleccionada del grupo que
consiste en:

XSSNMVRGIIIAYYFDY (SEQ ID NO: 80);
DXSNMVRGIIIAYYFDY (SEQ ID NO: 81);
DSXNMVRGIIIAYYFDY (SEQ ID NO: 82);
DSSXMVRGIIIAYYFDY (SEQ ID NO: 83);
DSSNXVRGIIAYYFDY (SEQ ID NO: 84);
DSSNMXRGIIIAYYFDY (SEQ ID NO: 85);
DSSNMVXGIIIAYYFDY (SEQ ID NO: 86);
DSSNMVRXIIIAYYFDY (SEQ ID NO: 87);
DSSNMVRGXIIAYYFDY (SEQ ID NO: 88);
DSSNMVRGIXIAYYFDY (SEQ ID NO: 89);
DSSNMVRGIIXAYYFDY (SEQ ID NO: 90);
DSSNMVRGIIIXYYFDY (SEQ ID NO: 91);
DSSNMVRGIIIAXYFDY (SEQ ID NO: 92);
DSSNMVRGIIIAYXFDY (SEQ ID NO: 93);
DSSNMVRGIIAYYXDY (SEQ ID NO: 94);
DSSNMVRGIIIAYYFXY (SEQ ID NO: 95); y

DSSNMVRGIIIAYYFDX (SEQ ID NO: 96);
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en donde X puede ser cualquier residuo de aminoacido que sea diferente del residuo de aminoacido normalmente
residente en esa posicidn, y en donde el anticuerpo resultante se une selectivamente a una OPGbp.

La invencién también proporciona anticuerpos anti-OPGbp que comprenden cadenas pesadas ligeras y pesadas
variables y que comprenden ademas una secuencia de CDR3 de la cadena ligera que se incrementa de cinco
aminoacidos hasta nueve aminoacidos. Mas particularmente, la secuencia de CDR3 de la cadena ligera se
selecciona del grupo que consiste en:

QHTXXXXRA (SEQ ID NO: 97)

en donde la primera presencia de X de izquierda a derecha indica cualquier residuo de aminodcido distinto de
arginina, la segunda, tercera y cuarta presencias de X indican cualquier residuo de aminoacido, pero preferiblemente
alanina, y en donde el anticuerpo resultante se une selectivamente a una OPGbp. En otra realizacién de la
invencion, una secuencia de CDR3 de la cadena ligera se selecciona del grupo que consiste en:

QHTXAAARA (SEQ ID NO: 98)
en donde X es cualquier residuo de aminoéacido distinto de arginina.

En otra realizacion, las variantes de anticuerpo de la invencién comprenden cadenas V| que tienen una secuencia de
CDR1 como en SEQ ID NO:1 y una secuencia de CDR2 como en SEQ ID NO:5, y comprenden cadenas Vh que
tienen cadenas Vh que tienen una secuencia de CDR1 como en SEQ ID NO:13 y una secuencia de CDR2 como en
SEQ ID NO:16. En otra realizacién, las variantes de anticuerpo comprenden una cadena V| procedente de un
anticuerpo "AT" con las susodichas variantes de CDR3 de la cadena ligera y una cadena Vh procedente de un
anticuerpo "AT" con las susodichas variantes de CDR3 de la cadena pesada. Las variantes también se pueden
preparar mediante "barajado de cadenas" de cadenas bien ligeras o bien pesadas (Marks y cols. Biotechnology 10,
779-783 (1992)). Tipicamente, una sola cadena ligera (0 pesada) se combina con una biblioteca que tiene un
repertorio de cadenas pesadas (o ligeras) y la poblacion resultante se criba con respecto a una actividad deseada,
tal como unién a OPGbp. Esta técnica permite el cribado de una muestra de cadenas pesadas (o ligeras) diferentes
en combinacion con una sola cadena ligera (o pesada) mayor de lo que es posible con bibliotecas que comprenden
repertorios de cadenas tanto pesadas como ligeras.

Los agentes de union selectiva de la invencion pueden ser biespecificos. Los agentes de unién selectiva
biespecificos de esta invencion pueden ser de varias configuraciones. Por ejemplo, los anticuerpos biespecificos se
asemejan a anticuerpos (o fragmentos de anticuerpo) simples pero tienen dos sitios de unién a antigeno (regiones
variables) diferentes. Los anticuerpos biespecificos se pueden producir mediante técnicas quimicas (véase, p. €j.,
Kranz y cols., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 78:5807 (1981)), mediante técnicas de "polidoma" (véase la Pat. de EE.
UU. N2 4.474.893 de Reading) o mediante técnicas de ADN recombinante.

Los agentes de unidn selectiva de la invencion también pueden ser heteroanticuerpos. Los heteroanticuerpos son
dos 0 mas anticuerpos, o fragmentos de unién del anticuerpo (Fab), conectados entre si, teniendo cada anticuerpo o
fragmento una especificidad diferente.

La invencion también se refiere a anticuerpos "humanizados". Métodos para humanizar anticuerpos no humanos son
muy conocidos en la especialidad. Generalmente, un anticuerpo humanizado tiene uno o mas residuos de
aminodcido introducidos en un anticuerpo humano procedente de una fuente que no es humana. En general, los
residuos no humanos estaran presentes en CDRs. La humanizacién se puede realizar siguiendo métodos conocidos
en la especialidad (Jones y cols., Nature 321, 522-525 (1986); Riechmann y cols., Nature, 332, 323-327 (1988);
Verhoeyen y cols., Science 239, 1534-1536 (1988)), al sustituir regiones determinantes de la complementariedad
(CDRs) de roedor por las correspondientes regiones de un anticuerpo humano.

Los agentes de union selectiva de la invencion, incluyendo anticuerpos quiméricos, injertados en CDR y
humanizados, se pueden producir mediante métodos recombinantes conocidos en la especialidad. Acidos nucleicos
que codifican los anticuerpos se introducen en células hospedadoras y se expresan usando materiales y
procedimientos descritos en la presente y conocidos en la especialidad. En una realizacion preferida, los anticuerpos
se producen en células hospedadoras de mamifero, tales como células CHO. Se pueden producir anticuerpos
totalmente humanos mediante expresion de ADN recombinante transfectado en células hospedadoras o mediante
expresion en células de hibridoma segun se describe anteriormente.

Técnicas para crear versiones de ADN recombinante de las regiones que se unen a antigeno de las moléculas de
anticuerpo que sortean la generacion de anticuerpos monoclonales estan abarcadas dentro de la préactica de esta
invencion. Para hacer esto, moléculas de ARN mensajero especificas para el anticuerpo se extraen de células del
sistema inmunitario tomadas de un animal inmunizado, y se transcriben a ADN complementario (ANDc). A
continuacion, el ADNc se clona en un sistema de expresién bacteriano. Un ejemplo de esta técnica adecuado para la
practica de esta invencion usa un sistema vectorial de bacteriéfago lambda que tiene una secuencia lider que hace
que la proteina de Fab expresada migre al espacio periplasmico (entre la membrana celular bacteriana y la pared
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celular) o se secrete. Se pueden generar y cribar rdpidamente grandes nimeros de fragmentos Fab funcionales para
los que se unen al antigeno. Estos agentes de union selectiva de OPGbp (fragmentos Fab con especificidad para un
polipéptido de OPGbp) estan abarcados especificamente dentro del término “anticuerpo” segun se define, analiza y
reivindica en la presente.

También estan dentro del alcance de la invencién técnicas desarrolladas para la produccion de anticuerpos
quiméricos al empalmar los genes procedentes de una molécula de anticuerpo de ratén de especificidad para el
antigeno apropiada junto con genes procedentes de una molécula de anticuerpo humana de actividad biol6gica
apropiada, tal como la capacidad para activar el complemento humano y mediar en ADCC. (Morrison y cols., Proc.
Natl. Acad. Sci., 81:6851 (1984); Neuberger y cols., Nature, 312:604 (1984)). Un ejemplo es el cambio de una regién
Fc por la de un isotipo diferente. Agentes de unién selectiva tales como los anticuerpos producidos mediante esta
técnica estan dentro del alcance de la invencion.

En una realizacién preferida de la invencion, los anticuerpos anti-OPGbp son anticuerpos totalmente humanos. Asi,
estan abarcados por la invencién anticuerpos que se unen a polipéptidos de OPGbp y son codificados por
secuencias de &cido nucleico que son variantes somaticas presentes en la naturaleza de una secuencia de acido
nucleico inmunoglobulinica germinal humana, y sus fragmentos, variantes sintéticas, derivados y fusiones. Estos
anticuerpos se pueden producir mediante cualquier método conocido en la especialidad. Métodos ejemplares
incluyen la inmunizacién con un antigeno de OPGbp (cualquier polipéptido de OPGbp capaz de provocan una
respuesta inmunitaria, y opcionalmente conjugado a un portador) de animales (p. €j., ratones) transgénicos que son
capaces de producir un repertorio de anticuerpos humanos en ausencia de produccion de inmunoglobulinas
enddgenas. Véanse, por ejemplo, Jakobovits y cols., Proc. Natl. Acad. Sci., 90, 2551-2555 (1993); Jakobovits y cols.,
Nature, 362, 255-258 (1993); Bruggermann y cols., Year in Immunol., 7, 33 (1993).

Alternativamente, se pueden generar anticuerpos humanos a través del cribado in vitro de bibliotecas de anticuerpos
de exposicion en fagos. Véanse Hoogenboom y cols., J. Mol. Biol., 227, 381 (1991); Marks y cols., J. Mol. Biol., 222,
581 (1991). Se han descritos diversas bibliotecas de exposicién en fagos que contienen anticuerpos y pueden ser
preparadas facilmente por un experto en la especialidad. Las bibliotecas pueden contener una diversidad de
secuencias de anticuerpo humano, tales como fragmentos Fab, Fv y scFv humanos, que se pueden cribar frente a
una diana apropiada. El Ejemplo 1 describe el cribado de una biblioteca de fagos de Fab frente a OPGbp para
identificar las moléculas que se unen selectivamente a OPGbp. Se apreciara que las bibliotecas de exposicién en
fagos pueden comprender péptidos o proteinas distintos de los anticuerpos que se pueden cribar para identificar
agentes de unién selectiva de OPGbp.

Un anticuerpo antiidiotipico (anti-Id) es un anticuerpo que reconoce determinantes Unicos asociados generalmente
con el sitio de unién a antigeno de un anticuerpo. Un anticuerpo Id se puede preparar al inmunizar a un animal de la
misma especie y tipo genético (p. €j., cepa de ratén) como la fuente del anticuerpo monoclonal con el anticuerpo
monoclonal para el que se esta preparando un anti-ld. El animal inmunizado reconocera y respondera a los
determinantes idiotipicos del anticuerpo inmunizador al producir un anticuerpo para estos determinantes idiotipicos
(el anticuerpo anti-ld). Véase, por ejemplo, la Pat. EE. UU. N° 4.699.880, que se incorpora totalmente en la presente
mediante referencia. El anticuerpo anti-ld también se puede usar como un "inmundgeno" para inducir una respuesta
inmunitaria en otro animal mas, produciendo un llamado anticuerpo anti-anti-ld. El anti-anti-ld puede ser
epitépicamente idéntico al anticuerpo monoclonal original que inducia el anti-ld. Asi, al usar anticuerpos para los
determinantes idiotipicos de un mAb, es posible identificar otros clones que expresan anticuerpos de especificidad
idéntica.

Produccién de agentes de union selectiva de OPGbp

Cuando el agente de union selectiva de OPGbp que se va a preparar es un agente de unién selectiva proteinico,
este anticuerpo o un dominio que se une a antigeno, estan disponibles diversos métodos bioldgicos o quimicos para
producir dicho agente.

Los métodos biolégicos son preferibles para producir suficientes cantidades de un agente de unién selectiva para
uso terapéutico. Las técnicas de ADN recombinante estdndar son particularmente Utiles para la produccién de
anticuerpos y dominios que se unen a antigeno de la invencién. Se describen posteriormente vectores de expresion,
células hospedadoras y métodos para la recuperacion del producto expresado ejemplares.

Una molécula de acido nucleico que codifica un anticuerpo para OPGbp o un dominio que se une a antigeno se
inserta en un vector de expresién apropiado usando técnicas de ligacion estandar. Tipicamente, el vector se
selecciona para que sea funcional en la célula hospedadora particular empleada (es decir, el vector es compatible
con la maquinaria de la célula hospedadora de modo que se pueda producir la amplificacién del gen y/o la expresion
del gen). Una molécula de acido nucleico que codifica un anticuerpo anti-OPGbp se puede amplificar/expresar en
células hospedadoras procariéticas, de levadura, de insecto (sistemas baculovirales) y/o eucaribticas. La seleccion
de la célula hospedadora dependera en parte de si un anticuerpo anti-OPGbp se va a modificar (p. €j., glicosilar y/o
fosforilar) postransicionalmente. Si es asi, son preferibles células hospedadoras de levadura, insecto o mamifero.
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Para una revision de los vectores de expresion, véase Meth. Enz. v. 185, D.V. Goeddel, ed. Academic Press Inc.,
San Diego, CA (1990)

Tipicamente, los vectores de expresién usados en cualesquiera células hospedadoras contendran uno o mas de los
siguientes componentes: un promotor, una 0 mas secuencias mejoradoras, un origen de replicacién, una secuencia
de terminacion de la transcripcién, una secuencia intrénica completa que contiene un sitio de empalme donante y
aceptor, una secuencia lider para secrecion, un sitio de unién al ribosoma, una secuencia de poliadenilacion, una
region policonectora para insertar el acido nucleico que codifica el polipéptido que se va a expresar y un elemento
marcador seleccionable. Cada una de estas secuencias se analiza con mas detalle posteriormente.

Los componentes del vector pueden ser secuencias homologas (es decir, procedentes de la misma especie y/o cepa
que la célula hospedadora), heter6logas (es decir, procedentes de un especie distinta de la especie o la cepa de la
célula hospedadora), hibridas (es decir, una combinacién de diferentes secuencias procedentes de mas de una
fuente), sintéticas o naturales que normalmente funcionan para regular la expresién inmunoglobulinica. Como tal,
una fuente de componentes del vector puede ser cualquier organismo procariético o eucariético, cualquier
organismo vertebrado o invertebrado, o cualquier planta, con la condicién de que los componentes sean funcionales
en, y puedan ser activados por, la maquinaria de la célula hospedadora.

Un origen de replicacion se selecciona basandose en el tipo de célula hospedadora que se use para la expresion.
Por ejemplo, el origen de replicacién procedente del plasmido pBR322 (Producto N2 303-3s, New England Biolabs,
Beverly, MA) es adecuado para la mayoria de las bacterias gramnegativas mientras que diversos origenes
procedentes de SV40, polioma, adenovirus, virus de la estomatitis vesicular (VSV) o papillomavirus (tales como HPV
o BPV) son Utiles para clonar vectores en células de mamifero. Generalmente, el componente del origen de
replicacién no es necesario para vectores de expresién de mamifero (por ejemplo, el origen de SV40 se usa a
menudo debido a que contiene el promotor temprano).

Una secuencia de terminacion de la transcripcion esta situada tipicamente 3' del extremo de un polipéptido que
codifica regiones y sirve para terminar la transcripcién. Habitualmente, una secuencia de terminaciéon de la
transcripcion en células procariéticas es un fragmento rico en G-C seguido por una secuencia de poliT. Aunque la
secuencia se clona facilmente a partir de una biblioteca o incluso se adquiere comercialmente como parte de un
vector, también se puede sintetizar facilmente usando métodos para la sintesis de acidos nucleicos tales como los
descritos anteriormente.

Un elemento génico marcador seleccionable codifica una proteina necesaria para la supervivencia y el crecimiento
de una célula hospedadora desarrollada en un medio de cultivo selectivo. Los genes marcadores de seleccion
tipicos codifican proteinas que (a) confieren resistencia a antibiéticos u otras toxinas, p. €j., ampicilina, tetraciclina o
kanamicina, para células hospedadoras procariéticas, (b) complementan deficiencias auxotréficas de la célula; o (c)
suministran nutrientes criticos no disponibles a partir de medios complejos. Marcadores seleccionables preferidos
son el gen de resistencia a kanamicina, el gen de resistencia a ampicilina y el gen de resistencia a tetraciclina.
También se puede usar un gen de resistencia a neomicina para la seleccion en células hospedadoras procariéticas y
eucarioticas.

Se pueden usar otros genes de seleccion para amplificar el gen que se expresara. La amplificacion es el
procedimiento en el que genes que tienen mayor demanda para la produccion de una proteina critica para el
crecimiento se reiteran en tandem dentro de los cromosomas de generaciones sucesivas de células recombinantes.
Ejemplos de marcadores seleccionables adecuados para células de mamifero incluyen dihidrofolato reductasa
(DHFR) y timidina cinasa. Los transformantes de células de mamifero se ponen una bajo presion de seleccion a la
que solo los transformantes estan singularmente adaptados para sobrevivir en virtud del marcador presente en el
vector. La presidn de seleccién se impone al cultivar las células transformadas bajo condiciones en las que la
concentracién de agente de seleccion en el medio se cambia sucesivamente, conduciendo de ese modo a una
amplificacion tanto del gen de seleccion como del ADN que codicia un anticuerpo anti-OPGbp. Como resultado, se
sintetizan cantidades incrementadas de un anticuerpo a partir de ADN amplificado.

Habitualmente, un sitio de unién al ribosoma es necesario para el inicio de la traduccion de ARNm y se caracteriza
por una secuencia de Shine-Dalgarno (procariotas) o una secuencia de Kozak (eucariotas). Tipicamente, el
elemento esta situado 3' con respecto al promotor y 5' con respecto a la secuencia codificante del polipéptido que se
va a expresar. La secuencia de Shine-Dalgarno es variada pero tipicamente es una polipurina (es decir, que tiene un
alto contenido de A-G). Se han identificado muchas secuencias de Shine-Dalgarno, cada una de las cuales se puede
sintetizar facilmente usando métodos indicados anteriormente y usados en un vector procariotico.

Se usa una secuencia lider, o de sefial, para dirigir la secrecién de un polipéptido. Una secuencia de sefalizacion
puede estar situada dentro de o directamente en el extremo 5' de una secuencia codificante del polipéptido. Se han
identificado muchas secuencias de sefalizacién y se pueden seleccionar basandose en la célula hospedadora
usada para la expresion. En la presente invencion, una secuencia de sefializacién puede ser homdloga (presente en
la naturaleza) o heterdloga a una secuencia de &cido nucleico que codifica un anticuerpo anti-OPGbp o un dominio
que se une a antigeno. Una secuencia de sefnalizacién heter6loga debe ser una que sea reconocida y procesada, es
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decir, escindida, por una peptidasa de sefal, por la célula hospedadora. Para células hospedadoras procaridticas
que no reconocen y procesan una secuencia de senalizacion inmunoglobulinica natural, la secuencia de
sefalizacion se sustituye por una secuencia de sefalizacion procariética seleccionada, por ejemplo, del grupo de los
lideres de fosfatasa alcalina, penicilinasa o enterotoxina Il termoestable. Para la secrecion en levadura, una
secuencia de sefalizacién inmunoglobulinica natural se puede sustituir por los lideres de invertasa, factor alfa o
fosfatasa acida de levadura. En la expresion de células de mamifero, la secuencia de sefalizacion natural es
satisfactoria, aunque pueden ser adecuadas otras secuencias de sefializacion de mamifero.

En la mayoria de los casos, la secrecion de un anticuerpo anti-OPGbp o dominio que se une a antigeno de una
célula hospedadora dara como resultado la retirada del péptido de sefalizacion del anticuerpo. Asi, el anticuerpo
maduro carecera de secuencia lider o de sefalizacién.

En algunos casos, tal como cuando se desea la glicosilacion en un sistema de expresion de células hospedadoras
eucariodticas, se pueden manipular las diversas presecuencias para mejorar la glicosilacién o el rendimiento. Por
ejemplo, se puede alterar el sitio de escision de peptidasa de un péptido de sefalizacion particular, o afadir
prosecuencias, lo que también puede afectar a la glicosilacion. El producto proteinico final puede tener, en la
posicion -1 (con relacién al primer aminoacido de la proteina madura), uno o mas aminoacidos adicionales
incidentes en la expresion, que pueden no haberse retirado totalmente. Por ejemplo, el producto proteinico final
puede tener uno o dos aminoacidos encontrados en el sitio de escision de peptidasa, ligados en el extremo N.
Alternativamente, el uso de algunos sitios de escisién enzimatica puede dar como resultado una forma ligeramente
truncada del polipéptido de OPGbp deseado, si la enzima corta esta area dentro del polipéptido maduro.

Tipicamente, los vectores de expresion de la presente invencidon contendran un promotor que es reconocido por el
organismo hospedador y estd conectado operativamente a una molécula de &cido nucleico que codifica un
anticuerpo anti-OPGbp o un dominio que se une a antigeno. Se puede usar un promotor bien natural o bien
heterdlogo dependiendo de la célula hospedadora usada para la expresion y el rendimiento de proteina deseado.

Promotores adecuados para el uso con hospedadores procarioticos incluyen los sistemas promotores de beta-
lactamasa y lactosa; fosfatasa alcalina, un sistema promotor de triptéfano (trp); y promotores hibridos tales como el
promotor tac. También son adecuados otros promotores bacterianos conocidos. Sus secuencias se han publicado,
permitiendo de ese modo que un experto en la especialidad las ligue a la secuencia o las secuencias de ADN
deseadas, usando conectores 0 adaptadores segun sea necesario para suministrar cualesquiera sitios de restriccion
requeridos.

Promotores adecuados para el uso con hospedadores de levadura son muy conocidos en la especialidad. Los
mejoradores de levadura se usan ventajosamente con promotores de levadura. Promotores adecuados para el uso
con células hospedadoras de mamifero son muy conocidos e incluyen los obtenidos a partir de los genomas de virus
tales como poliomavirus, virus de la viruela aviar, adenovirus (tal como adenovirus 2), papilomavirus bovino,
sarcomavirus aviar, citomegalovirus, un retrovirus, virus de la hepatitis B y lo mas preferiblemente virus simico 40
(SV40). Otros promotores de mamifero adecuados incluyen promotores de mamifero heterélogos, p. €j., promotores
del choque térmico y el promotor de actina.

Promotores adicionales que se pueden usar para expresar los agentes de unién selectiva de la invencién incluyen,
pero no se limitan a: la regién promotora temprana de SV40 (Bernoist y Chambon, Nature, 290:304-310, 1981); el
promotor de CMV; el promotor contenido en la repeticion terminal larga 3' del virus del sarcoma de Rous
(Yamamoto, y cols., Cell, 22; 787-797, 1980); el promotor de timidina cinasa de herpes (Wagner y cols., Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A., 78; 144-1445, 1981); las secuencias reguladoras del gen de metalotionina (Brinster y cols.,
Nature, 296; 39-42, 1982); vectores de expresion procarioticos tales como el promotor de beta-lactamasa (Villa-
Kamaroff, y cols., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 75; 3727-3731, 1978); o el promotor tac (DeBoer, y cols., Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A., 80; 21-25, 1983). También son de interés las siguientes regiones de control de la transcripcion
animales, que exhiben especificidad tisular y se han utilizado en animales transgénicos: la region de control del gen
de elastasa | que es activa en células acinares pancreéticas (Swift y cols., Cell, 38; :639-646, 1984; Ornitz y cols.,
Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 50; 399-409, 1986; MacDonald, Hepatology, 7; :425-515, 1987); la regién de
control del gen de insulina que es activa en células beta pancreéaticas (Hanahan, Nature, 315; 115-122, 1985); la
region de control del gen de inmunoglobulina que es activa en células linfoides (Grosschedl y cols., Cell, 38; 647-
658, 1984; Adames y cols., Nature, 318; 533-538, 1985; Alexander y cols., Mol. Cell. Biol., 7; 1436-1444, 1987); la
region de control del virus del tumor mamario de ratdn que es activa en células testiculares, mamarias, linfoides y
mastocitos (Leder y cols., Cell, 45; 485-495, 1986), la region de control del gen de albumina que es activa en el
higado (Pinkert y cols., Genes y Devel., 1; 268-276, 1987); la regidn de control del gen de alfafetoproteina que es
activa en el higado (Krumlauf y cols., Mol. Cell. Biol., 5; 1639-1648, 1985; Hammer y cols., Science, 235; 53-58,
1987); la regién de control del gen de 1-antitripsina alfa que es activa en el higado (Kelsey y cols., Genes y Devel., 1;
161-171, 1987); la regién de control del gen de beta-globina que es activa en células mieloides (Mogram y cols.,
Nature, 315; 338-340, 1985; Kollias y cols., Cell, 46; 89-94, 1986); la region de control del gen de proteina basica de
mielina que es activa en oligodendrocitos del cerebro (Readhead y cols., Cell, 48; 703-712, 1987); la region de
control del gen de la cadena ligera 2 de miosina que es activa en el masculo esquelético (Sani, Nature, 314; 283-
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286, 1985); y la regién de control del gen de hormona liberadora gonadotrépica que es activa en el hipotadlamo
(Mason y cols., Science, 234: 1372-1378, 1986).

Una secuencia mejoradora se puede insertar en el vector para incrementar la transcripcion en células hospedadoras
eucariodticas. Se conocen varias secuencias mejoradoras disponibles de genes de mamifero (p. €j., globina, elastasa,
albumina, alfa-fetoproteina e y insulina). Sin embargo, tipicamente, se usara un mejorador procedente de un virus. El
mejorador de SV40, el mejorador del promotor temprano citomegaloviral, el mejorador de polioma y mejoradores
adenovirales son elementos mejoradores ejemplares para la activacion de promotores eucaridticos. Aunque un
mejorador se puede empalmar en el vector en una posicion 5' 0 3' a la region codificante del polipéptido, tipicamente
se sitla en un sitio 5' del promotor.

Vectores para poner en practica esta invencion pueden ser los que sean compatibles con células hospedadoras
bacterianas, de insecto y de mamifero. Estos vectores incluyen, entre otros, pCRIl, pCR3 y pcDNA3.1 (Invitrogen
Company, San Diego, CA), pBSII (Stratagene Company, La Jolla, CA), pET15 (Novagen, Madison, WI), pGEX
(Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ), pEGFP-N2 (Clontech, Palo Alto, CA), pETL (BlueBacll; Invitrogen), pDSR-
alpha (Publicacién PCT N2 WO90/14363) y pFastBacDual (Gibco/BRL, Grand Island, NY).

Posibles vectores adicionales incluyen, pero no se limitan a, cosmidos, plasmidos o virus modificados, pero el
sistema vectorial debe ser compatible con la célula hospedadora seleccionada. Estos vectores incluyen, pero no se
limitan a, plasmidos tales como derivados del plasmido Bluescript® (un fagémido basado en ColE1 de alto nimero
de copias, Stratagene Cloning Systems Inc., La Jolla CA), plasmidos de clonacién por PCR disefiados para clonar
productos de PCR amplificados por Taq (p. ej., TOPO™ TA Cloning® Kit, derivados del plasmido PCR2.1®,
Invitrogen, Carlsbad, CA), y vectores de mamifero, levadura o virus tales como un sistema de expresion baculoviral
(derivados del plasmido pBacPAK, Clontech, Palo Alto, CA). Las moléculas recombinantes se pueden introducir en
células hospedadoras a través de transformacion, transfeccion, infeccién, electroporacién u otras técnicas
conocidas.

Las células hospedadoras pueden ser células hospedadoras procaridticas (tales como E. col) o células
hospedadoras eucariéticas (tales como una célula de levadura, una célula de insecto o una célula de vertebrado). La
célula hospedadora, cuando se cultiva bajo condiciones apropiadas, expresa un anticuerpo o dominio que se une a
antigeno de la invencién que posteriormente se puede recoger del medio de cultivo (si la célula hospedadora lo
secreta en el medio) o directamente de la célula hospedadora que lo produce (si no se secreta). La seleccidén de una
célula hospedadora apropiada dependera de diversos factores, tales como los niveles de expresion deseados,
modificaciones de polipéptido que son deseables o0 necesarias para la actividad, tales como glicosilacion o
fosforilacion, y la facilidad de plegamiento en una molécula biolégicamente activa.

Se conoce en la especialidad un nimero de células hospedadoras adecuadas y muchas estan disponibles de the
American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, VA. Ejemplos incluyen células de mamifero, tales como
células de ovario de hamster chino (CHO) (ATCC N° CCL61) células CHO DHFR- (Urlaub y cols. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 97, 4216-4220 (1980)), células 293 o 293T de rifidn embrionario humano (HEK) (ATCC N? CRL1573) o
células 3T3 (ATCC N° CCL92). Se conocen en la especialidad la seleccién de células hospedadoras de mamifero
adecuadas y métodos para la transformacion, el cultivo, la amplificacion, el cribado y la produccion y purificacion del
producto. Otras lineas celulares de mamifero adecuadas son las lineas celulares de mono COS-1 (ATCC N¢
CRL1650) y COS-7 (ATCC N¢ CRL1651) y la linea celular CV-1 (ATCC N? CCL70). Células hospedadoras de
mamifero ejemplares adicionales incluyen lineas celulares de primate y lineas celulares de roedor, incluyendo lineas
celulares transformadas. También son adecuadas células diploides normales, cepas celulares derivadas de cultivo in
vitro de tejido primario, asi como explantes primarios. Las posibles células pueden ser genotipicamente deficientes
en el gen de seleccién, o pueden contener un gen de seleccién que actia dominantemente. Otras lineas celulares
de mamifero adecuadas incluyen, pero no se limitan a, células N2A de neuroblastoma de ratén, Hela, células L-929
de ratdn, lineas 3T3 derivadas de ratones suizos, ratones Balb-c o NIH, lineas celulares de hamster BHK o HakK, que
estan disponibles de the American Type Culture Collection, Manassas, VA). Cada una de estas lineas celulares es
conocida por y esta disponible para los expertos en la especialidad de la expresién de proteinas.

De forma similar, son utiles como células hospedadoras adecuadas para la presente invencién células bacterianas.
Por ejemplo, las diversas cepas de E. coli (p. €j., HB101, (ATCC N¢ 33694) DH5a, DH10, y MC1061 (ATCC N®
53338)) son muy conocidas como células hospedadoras en el campo de la biotecnologia. También se pueden
emplear en este método diversas cepas de B. subtilis, Pseudomonas spp., otras Bacillus spp., Streptomyces spp., y
similares.

Muchas cepas de células de levadura conocidas por los expertos en la especialidad también estan disponibles como
células hospedadoras para la expresion de los polipéptidos de la presente invencion. Células de levadura preferidas
incluyen, por ejemplo, Saccharomyces cerivisae.

Adicionalmente, cuando se desee, se pueden usar sistemas celulares de insecto en los métodos de la presente
invencién. Estos sistemas se describen, por ejemplo, en Kitts y cols. (Biotechniques, 14, 810-817 (1993)), Lucklow
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(Curr. Opin. Biotechnol., 4, 564-572 (1993) y Lucklow y cols. (J. Virol., 67, 4566-4579 (1993)). Células de insecto
preferidas son Sf-9 y Hi5 (Invitrogen, Carlsbad, CA).

La transformacion o transfeccion de una molécula de acido nucleico que codifica un anticuerpo anti-OPGbp o
dominio que se une a antigeno en una célula hospedadora seleccionada se puede efectuar mediante métodos muy
conocidos, incluyendo métodos tales como cloruro calcico, electroporacion, microinyeccion, lipofeccién o el método
de DEAE-dextrano. El método seleccionado sera en parte funcion del tipo de célula hospedadora que se use. Estos
métodos y otros métodos adecuados son muy conocidos por el experto, y se indican, por ejemplo, en Sambrook y
cols., anteriormente.

También se pueden usar animales transgénicos para expresar agentes de unién selectiva glicosilados, tales como
anticuerpos y un dominio que se une a antigeno. Por ejemplo, se puede usar un animal productor de leche
transgénico (una vaca o una cabra, por ejemplo) y obtener agentes de union glicosilados en la leche del animal.
Alternativamente, se pueden usar plantas para producir agentes de unidn selectiva glicosilados.

Células hospedadoras que comprenden (es decir, transformadas o transfectadas) un vector de expresién que
codifica un agente de unién selectiva de OPGbp se pueden cultivar usando medios estandar muy conocidos para el
experto. Habitualmente, los medios contienen todos los nutrientes necesarios para el crecimiento y la supervivencia
de las células. Medios adecuados para cultivar células de E. coli son, por ejemplo, caldo de Luria (LB) y/o caldo
Terrific (TB). Medios adecuados para cultivar células eucariéticas son RPMI 1640, MEM, DMEM, todos los cuales
pueden estar complementados con suero y/o factores de crecimiento seglin se requiera para la linea celular
particular que se cultive. Un medio adecuado para cultivos en insectos es medio de Grace complementado con
levadurato, hidrolizado de lactoalbumina y/o suero de ternero fetal seglin sea necesario.

Tipicamente, un antibiético u otro compuesto Uutil para el crecimiento selectivo de células transfectadas o
transformadas se afade como un complemento al medio. El compuesto que se vaya a usar estara dictado por el
elemento marcador seleccionable presente sobre el plasmido con el que se transformara la célula hospedadora. Por
ejemplo, cuando el elemento marcador seleccionable sea la resistencia a la kanamicina, el compuesto afadido al
medio de cultivo sera kanamicina. Otros compuestos para crecimiento selectivo incluyen ampicilina, tetraciclina y
neomicina

La cantidad de un anticuerpo anti-OPGbp o dominio que se une a antigeno producida por una célula hospedadora
se puede evaluar usando métodos estandar conocidos en la especialidad. Estos métodos incluyen, sin limitacion,
andlisis por transferencia Western, electroforesis en SDS-gel de poliacrilamida, electroforesis en gel no
desnaturalizante, separacion por HPLC, inmunoprecipitacion y/o ensayos de actividad.

La purificacion de un anticuerpo anti-OPG o dominio que se une a antigeno que se ha secretado en el medio celular
se puede efectuar usando una variedad de técnicas incluyendo afinidad, inmunoafinidad o cromatografia de
intercambio iénico, cromatografia en tamices moleculares, electroforesis en gel o enfoque isoeléctrico preparativos,
cromatoenfoque y cromatografia de liquidos a alta presion. Por ejemplo, anticuerpos que comprenden una region Fc
se pueden purificar convenientemente mediante cromatografia de afinidad con proteina A, que se une
selectivamente a la region Fc. Formas modificadas de un anticuerpo o dominio que se une a antigeno se pueden
preparar con etiquetas de afinidad, tales como hexahistidina u otro péptido pequeno tal como FLAG (Eastman Kodak
Co., New Haven, CT) o myc (Invitrogen) en su extremo bien carboxilo o bien amino y purificarse mediante una
columna de afinidad en una etapa. Por ejemplo, la polihistidina se une con gran afinidad y especificidad a niquel, asi,
se puede usar una columna de afinidad de niquel (tales como las columnas de niquel Qiagen®) para la purificacién
de agentes de unién selectiva etiquetados con polihistidina. (Véase, por ejemplo, Ausubel y cols., eds., Current
Protocols in Molecular Biology, Seccion 10.11.8, John Wiley & Sons, Nueva York (1993)). En algunos casos, se
puede requerir mas de una etapa de purificacion.

Los agentes de unidn selectiva de la invencidn que se expresan en células hospedadoras procaridticas pueden estar
presentes en forma soluble bien en el espacio periplasmico o bien en el citoplasma o en una forma insoluble como
parte de cuerpos de inclusion intracelulares. Los agentes de unién selectiva se pueden exiraer de la célula
hospedadora usando cualquier técnica estandar conocida por el experto. Por ejemplo, las células hospedadoras se
pueden someter a lisis para liberar el contenido del periplasma/citoplasma mediante una cafetera, homogenizacion
y/o ultrasonidos seguido por centrifugacién.

Formas solubles de un anticuerpo anti-OPGbp o dominio que se une a antigeno bien presentes en el citoplasma o
bien liberadas del espacio periplasmico se pueden purificar adicionalmente usando métodos conocidos en la
especialidad, por ejemplo fragmentos Fab se liberan del espacio periplasmico bacteriano mediante técnicas de
choque osmotico.

Si un anticuerpo o dominio que se une a antigeno ha formado cuerpos de inclusién, a menudo se pueden unir a las
membranas celulares interna y/o externa y asi se encontraran principalmente en el material nodulizado después de
la centrifugacion. A continuacion, el material nodulizado se puede tratar a extremos de pH o con un agente
caotropico tal como un detergente, guanidina, derivados de guanidina, urea o derivados de urea en presencia de un
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agente reductor tal como ditiotreitol a pH alcalino o triscarboxietilfosfina a pH acido para liberar, descomponer y
solubilizar los cuerpos de inclusion. A continuacion, el agente de union selectiva soluble se puede analizar usando
electroforesis en gel, inmunoprecipitacion o similares. Si se desea aislar un anticuerpo o dominio que se une a
antigeno solubilizado, el aislamiento se puede efectuar usando métodos estandar tales como los indicados
posteriormente y en Marston y cols. (Meth. Enz., 182:264-275 (1990)).

En algunos casos, un anticuerpo o dominio que se une a antigeno puede no ser biolégicamente activo tras el
aislamiento. Diversos métodos para "replegar" o convertir el polipéptido en su estructura terciaria y generar enlaces
disulfuro se pueden usar para restaurar la actividad bioldgica. Estos métodos incluyen exponer el polipéptido
solubilizado a un pH habitualmente por encima de 7 y en presencia de una concentracién particular de un caétropo.
La seleccién del caétropo es muy similar a las elecciones usadas para la solubilizacion de cuerpos de inclusién, pero
habitualmente el caétropo se usa a una concentracién inferior y no es necesariamente el mismo que los caétropos
usados para la solubilizacién. En la mayoria de los casos, la solucién de repliegue/oxidacion también contendra un
agente reductor o el agente reductor més su forma oxidada en una relacion especifica para generar un potencial
redox particular que permita que se produzca el barajado de disulfuros en la formacién del puente o los puentes de
cisteina de la proteina. Algunos de los pares redox comunmente usados incluyen cisteina/cistamina, glutationa
(GSH)/ditiobisGSH, cloruro cuprico, ditiotreitol(DTT)/ditianoDTT y 2-mercaptoetanol(bME)/ditio-b(ME). En muchos
casos, se puede usar un codisolvente o puede ser necesario incrementar la eficacia del repliegue y los reactivos
mas comunes usados con este proposito incluyen glicerol, polietilenglicol de diversos pesos moleculares, arginina y
similares.

Los anticuerpos y dominios que se unen a antigeno de la invencién también se pueden preparar mediante métodos
de sintesis quimica (tales como sintesis de péptidos en fase sélida) usando técnicas conocidas en la especialidad
tales como las indicadas por Merrifield y cols., (J. Am. Chem. Soc., 85:2149 [1963]), Houghten y cols. (Proc Natl
Acad. Sci. USA, 82:5132 [1985]), y Stewart y Young (Solid Phase Peptide Synthesis, Pierce Chemical Co., Rockford,
IL [1984]). Estos polipéptidos se pueden sintetizar con o sin una metionina en el extremo amino. Los anticuerpos y
dominios que se unen a antigeno sintetizados quimicamente se pueden oxidar usando los métodos indicados en
estas referencias para formar puentes de disulfuro. Los anticuerpos asi preparados retendran al menos una
actividad biolégica asociada con un anticuerpo anti-OPGbp o dominio que se une a antigeno natural o producido
recombinantemente.

Ensayos para agentes de union selectiva de OPGbp

Se proporcionan mediante la invencion métodos de cribado para identificar agentes de unidn selectiva que inhiben
parcialmente o completamente al menos una actividad biolégica de OPGbp. Inhibir la actividad biolégica de OPGbp
incluye, pero no se limita a, inhibir la union de OPGbp a su receptor cognado, ODAR, inhibir la estimulacion de la
formacion de osteoclastos in vitro o in vivo mediante OPGbp y/o inhibir la renovacion 6sea o la resorcién 6sea
mediada por OPGbp. Agentes de union selectiva de la invencién incluyen anticuerpos anti-OPGbp, y sus
fragmentos, variantes, derivados y fusiones, péptidos, compuestos peptidomiméticos o compuestos
organomiméticos.

Métodos de cribado para identificar agentes de unién selectiva que pueden inhibir parcialmente o completamente
una actividad biolégica de OPGbp pueden incluir ensayos in vitro o in vivo. Ensayos in vitro incluyen los que
detectan la unién de OPGbp a ODAR y se pueden usar para cribar agentes de union selectiva de OPGbp con
respecto a su capacidad para incrementar o disminuir la velocidad o el grado de unién de OPGbp a ODAR. En un
tipo de ensayo, un polipéptido de OPGbp, preferiblemente una forma soluble de OPGbp tal como un dominio
extracelular, se inmoviliza sobre un soporte sélido (p. €j., cuentas de agarosa o acrilicas) y a continuacion se afiade
un polipéptido de ODAR bien en presencia o bien en ausencia de un agente de union selectiva de OPGbp. Se mide
el grado de unién de OPGbp y ODAR con o sin un agente de unién selectiva presente. La unién se puede detectar,
por ejemplo, mediante marcaje radiactivo, marcaje fluorescente o reaccion enzimatica. Alternativamente, la reaccion
de unién se puede llevar a cabo usando un sistema detector de resonancia plasmonica superficial tal como el
sistema de ensayo BlAcore (Pharmacia, Piscataway, NJ). Las reacciones de union se pueden llevar a cabo segun el
protocolo del fabricante.

Ensayos in vitro tales como los descritos anteriormente se pueden usar ventajosamente para cribar rapidamente
grandes numeros de agentes de union selectiva con respecto a los efectos sobre la union de OPGbp a ODAR. Los
ensayos se pueden automatizar para cribar compuestos generados en bibliotecas de exhibicién en fagos, de
péptidos sintéticos y de sintesis quimica.

Los agentes de unién selectiva que incrementan o disminuyen la union de OPGbp a ODAR también se pueden
cribar en cultivo celular usando células y lineas celulares que expresan cualquier polipéptido. Las células y las lineas
celulares se pueden obtener de cualquier mamifero, pero preferiblemente procederan de fuentes humanas o de
otros primates, caninas o de roedor. Como un ejemplo, la unién de OPGbp a células que expresan ODAR sobre la
superficie se evalia en presencia o ausencia de agentes de unidon selectiva y el grado de uniéon se puede
determinar, por ejemplo, mediante citometria de flujo usando un anticuerpo biotinilado para OPGbp.
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Los ensayos in vitro también se pueden usar para identificar agentes de unién selectiva que inhiben la actividad de
OPGbp. Ejemplos de ensayos incluyen la estimulacion del crecimiento y la proliferacién celulares que dependen de
OPGbp y la formacion de osteoclastos mediada por OPGbp a partir de células de la médula 6sea, la Ultima de las
cuales se describe en el Ejemplo 1 de la presente solicitud.

También estan disponibles ensayos in vivo para determinar si un agente de union selectiva es capaz de disminuir o
inhibir la renovacion 6sea y/o la resorcion 0sea. La resorcion 6sea se puede incrementar en mamiferos mediante
una variedad de métodos, incluyendo ovariectomia y administracion de agentes prorresorptivos tales como OPGbp o
IL-1. Véanse los documentos WO 97/23614 y WO 98/46751. Los efectos de los inhibidores de OPG sobre la
resorcién 6sea en pacientes humanos se pueden medir mediante una variedad de métodos conocidos tales como
absorciometria monofotonica (SPA), absorciometria bifoténica (DPA), absorciometria de rayos X de doble energia
(DEXA), tomografia digital cuantitativa (QCT) y ultrasonografia (Véase Johnston y cols. en Primer on the Metabolic
Bone Disease and Disorders of Mineral Metabolism, 22 ed., M.J. Favus, ed. Raven Press pp. 137-146). La
renovacién y la resorcién 6seas también se pueden determinar al medir cambios en ciertos marcadores bioquimicos,
tales como osteocalcina sérica, fosfatasa alcalina sérica, péptidos de extension de procolageno | séricos, telopéptido
C-terminal o N-terminal urinario o sérico de colageno, calcio urinario, hidroxiprolina y piridinolina y desoxipiridinolina
urinarias. Se identifica generalmente que una disminucién en los niveles de los susodichos marcadores bioquimicos
indica que la resorcion dsea se disminuye y se esta reduciendo la pérdida de masa dsea. Alternativamente, los
efectos sobre la resorcion ésea también se pueden determinar al medir un cambio en la resistencia mecanica del
hueso, en particular un incremento en la resistencia a la torsion (flexiéon) del hueso.

Para aplicaciones diagnésticas, en ciertas realizaciones, los agentes de unién selectiva de OPGbp, tales como
anticuerpos y sus dominios que se unen a antigeno, se marcaran tipicamente con un resto detectable. El resto
detectable puede ser uno cualquiera que sea capaz de producir, bien directamente o bien indirectamente, una sefal
detectable. Por ejemplo, el resto detectable puede ser un radiois6topo, tal como 3H, C, 32P, 35S o 25|, un
compuesto fluorescente o quimioluminiscente, tal como isotiocianato de fluoresceina, rodamina o luciferina; o una
enzima, tal como fosfatasa alcalina, 3-galactosidasa o peroxidasa de rabano picante. Bayer y cols., Meth. Enz., 184:
138-163 (1990).

Los agentes de unién selectiva de la invencién se pueden emplear en cualquier método de ensayo conocido, tal
como radioinmunoensayos, ensayos de unién competitiva, ensayos de tipo sandwich (ELISAs) directos e indirectos,
y ensayos de inmunoprecipitacién (Sola, Monoclonal antibodies: A Manual of Techniques, pp. 147-158 (CRC Press,
1987)) para la deteccién y la cuantificacion de polipéptidos de OPGbp. Los anticuerpos se uniran a polipéptidos de
OPGbp con una afinidad que es apropiada para el método de ensayo que se emplee.

Los agentes de union selectiva de la invencion también son Utiles para la obtencién de imagenes in vivo, en donde,
por ejemplo, un agente de unién selectiva marcado con un resto detectable se administra a un animal,
preferiblemente a la corriente sanguinea, y se ensaya la presencia y la localizacién del anticuerpo marcado en el
hospedador. El agente se puede marcar con cualquier resto que sea detectable en un animal, ya sea mediante
resonancia magnética nuclear, radiologia u otro medio de deteccion conocido en la especialidad.

La invencién también se refiere a un estuche que comprende un agente de union selectiva de OPGbp, tal como un
anticuerpo o dominio que se une a antigeno, y otros reactivos Utiles para detectar niveles de OPGbp en muestras
biolégicas. Estos reactivos pueden incluir una actividad secundaria, un marcador detectable, suero de bloqueo,
muestras de control positivas y negativas y reactivos de deteccion.

Usos terapéuticos de agentes de union selectiva de OPGbp

Anticuerpos monoclonales y dominios que se unen a antigeno segun la realizacion 1 se pueden usar como agentes
terapéuticos. Los agentes de unién selectiva terapéuticos pueden ser agonistas o antagonistas de OPGbp y, en una
realizacién, son anticuerpos antagonistas anti-OPGbp que inhiben al menos una de las actividades biolégicas de un
polipéptido de OPGbp in vitro o in vivo. Por ejemplo, un antagonista de OPGbp inhibira la union de OPGbp a ODAR
en al menos aproximadamente 100 veces, o aproximadamente 1000 veces o méas de 1000 veces. Alternativamente,
un antagonista de OPGbp inhibird la formacién de osteoclastos in vitro segun se indica por una IC50 (una
concentracién que da una inhibicién de 50%) medible en un ensayo de médula dsea tal como el que se describe en
el Ejemplo 1. Alternativamente, un antagonista de OPGbp disminuira marcadores de la renovacion 6sea en al menos
20%, o al menos 50% en comparacion con los niveles de referencia. Agentes (tales como anticuerpos) de union
selectiva de OPGbp antagonistas se identifican mediante ensayos de cribado descritos en la presente.

Antagonistas de OPGbp, tales como anticuerpos y dominios que se unen a antigeno antagonistas anti-OPGbp, se
pueden usar para prevenir o tratar enfermedades caracterizadas por pérdida de masa dsea o el cambio de hueso
estructuralmente normal por hueso estructuralmente anormal. Los antagonistas de OPGbp se pueden administrar a
un animal que tiene pérdida de masa 6sea o propenso a tener pérdida de masa 6sea resultante de cualquiera de los
siguientes trastornos: osteoporosis, tal como osteoporosis primaria, osteoporosis endocrina (hipertiroidismo,
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hiperparatiroidismo, sindrome de Cushing y acromegalia), formas hereditarias y congénitas de osteoporosis
(osteogénesis imperfecta, homocistinuria, sindrome de Menkes y sindrome de Riley-Day) y osteoporosis debida a la
inmovilizacion de las extremidades; osteomielitis, 0 una lesién infecciosa del hueso, que conduce a pérdida de masa
6sea; hipercalcemia resultante de tumores sélidos (mama, pulmén y rifidn) y enfermedades malignas hematologicas
(mieloma multiple, linfoma y leucemia), hipercalcemia idiopatica e hipercalcemia asociada con hipertiroidismo y
trastornos de la funcién renal; osteopenia después de cirugia, inducida por la administracion de esteroides, y
asociada con trastornos del intestino delgado y grueso y con enfermedades hepaticas y renales cronicas;
osteonecrosis, 0 muerte de células 6seas, asociada con lesion traumatica o necrosis no traumatica asociada con
enfermedad de Gaucher, anemia drepanocitica, lupus eritematoso sistémico y otras afecciones; pérdida de masa
O6sea debida a artritis reumatoide; pérdida de masa Osea periodontal; osteoartritis; aflojamiento protésico; y
metastasis osteolitica. Los antagonistas de OPGbp también se pueden usar para prevenir o tratar ciertos trastornos
0seos que se caracterizan por el cambio de hueso estructuralmente sano por hueso estructuralmente incompetente
desorganizado, tal como enfermedad de Paget del hueso (osteitis deformante) en adultos y jovenes;
hiperparatiroidismo, en trastornos &seos congénitos tales como displasia fibrosa, y en metastasis Oseas
osteosclerdticas.

Los antagonistas de OPGbp se usan ventajosamente para tratar la pérdida de masa ésea resultante de la
destruccién osteolitica de hueso provocada por tumores malignos o metastasicos. Los polipéptidos de OPG de la
invencion se pueden usar para tratar la pérdida de masa ésea asociada con canceres de mama, prostata, tiroides,
rifidn, pulmdn, esofagico, rectal, de vejiga urinaria, de cuello uterino, ovarico y de higado, asi como cancer del tracto
gastrointestinal. También se incluye la pérdida de masa ésea asociada con ciertas enfermedades malignas
hematolégicas tales como mieloma mdltiple y linfomas tales como enfermedad de Hodgkin.
Los antagonistas de OPGbp de la invencion, incluyendo anticuerpos y dominios que se unen a antigeno
antagonistas, se administran solos o en combinacion con otros agentes terapéuticos, en particular, en combinacion
con otros agentes terapéuticos para el cancer. Estos agentes incluyen generalmente radioterapia o quimioterapia. La
quimioterapia puede incluir el tratamiento con uno o mas de los siguientes: antraciclinas, taxol, tamoxifeno,
doxorrubicina, 5-fluorouracilo, y otros farmacos conocidos por los especialistas. En una realizacion, el agente
terapéutico para el cancer es un antagonista de la hormona liberadora de hormona luteinizante (LHRH),
preferiblemente un antagonista peptidico. Mas preferiblemente, un antagonista de LHRH es un decapéptido que
comprende la siguiente estructura:

A-B-C-D-E-F-G-H-I-J
en la que
A es piro-glu, Ac-D-Nal, Ac-D-Qal; Ac-Sar o Ac-D-Pal;
B es His 0 4-CI-D-Phe;
C es Trp, D-Pal, D-Nal, L-Nal-D-Pal(N-O) o D-Trp;
D es Ser;
E es N-Me-Ala, Tyr, N-Me-Tyr, Ser, Lys(iPr), 4-CI-Phe, His, Asn, Met, Ala, Arg o lle;

F es

en donde Ry X son independientemente H y alquilo;
e Y comprende una entidad polar pequefia.
G es Leu o Trp;

H es Lys(iPr), Gln, Met o Arg;
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| es Pro;y
J es Gly-NH2 o D-Ala-NH2;

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables.
En otra realizacion, un antagonista de LHRH comprende el péptido:
N-Ac-D-Nal-4-Cl-Phe-D-Pal-Ser-N-Me-Tyr-D-Asn-Leu-Lys(iPr)-Pro-D-Ala-NH2.

Se usan en la presente abreviaturas y convenciones estandar y los siguientes residuos y restos no estandar se
abrevian como sigue:

Nal 3-(2-naftil)alaninilo

4-Cl-Phe (4'-clorofenil)alaninilo

Pal 3-(3'"-piridil)alaninilo
Pal(N-O) 3-(8"-piridini-N-6xido)alaninilo
iPr-Lys N-épsilon-2-propil-lisinilo
Qal 3-(2'-quinolinil)alaninilo

Formas alternativas de decapéptidos antagonistas de LHRH también son abarcadas por la invencion. Estos
decapéptidos se describen en la Patente de EE. UU. N° 5.843.901 incorporada en la presente mediante referencia.

También se incluyen combinaciones de antagonistas de OPGbp con anticuerpos que se unen a células tumorales e
inducen un efecto citotdxico y/o citostatico sobre el crecimiento tumoral. Ejemplos de estos anticuerpos incluyen los
que se unen a proteinas de la superficie celular Her2, CDC20, CDC33, glicoproteina mucinosa y receptor de factor
de crecimiento epidérmico (EGFR) presentes sobre células tumorales e inducen un efecto citostatico y/o citotdxico
sobre células tumores que exhiben estas proteinas. Ejemplos de estos anticuerpos incluyen HERCEPTIN para el
tratamiento del cancer de mama y RITUXAN para el tratamiento de linfoma no hodgkiniano. También se incluyen
como agentes terapéuticos para el cancer polipéptidos que inducen selectivamente la apoptosis en células
tumorales, tales como el polipéptido relacionado con TNF TRAIL. Los antagonistas de OPGbp se pueden administrar
antes de, simultaneamente a o posteriormente al tratamiento con un agente terapéutico para el cancer. Los
antagonistas de OPGbp se pueden administrar profilacticamente para prevenir o mitigar el inicio de la pérdida de
masa 6sea por cancer metastasico o se pueden aportar para el tratamiento de una afeccién existente de pérdida de
masa 0sea debida a metéstasis.

Los antagonistas de OPGbp de la invenciéon se pueden usar para prevenir y/o tratar el crecimiento de células
tumorales en el hueso. Un cancer que se metastasiza al hueso se puede extender facilmente a medida que las
células tumorales estimulan los osteoclastos para resorber la matriz ésea interna. El tratamiento con un antagonista
de OPGbp mantendra la densidad ésea al inhibir la resorcién y disminuir la probabilidad de células tumorales que se
extienden a través del esqueleto. Cualquier cancer que se metastasice al hueso se puede prevenir y/o tratar con un
antagonista de OPGbp.

En una realizacién, el mieloma mudltiple se puede prevenir y/o tratar con un antagonista de OPGbp, tal como un
anticuerpo. ElI mieloma multiple se localiza en el hueso y afecta a pacientes que tipicamente exhiben una pérdida de
masa 0sea debido a un incremento de la activacién de osteoclastos en regiones localizadas. Las células de mieloma
producen OPGbp bien directamente o bien indirectamente, lo que a su vez activa los osteoclastos dando como
resultado una lisis ésea local que rodea a las células de mieloma embebidas en espacios de la médula 6sea. Los
osteoclastos normales adyacentes a la célula de mieloma producen a su vez IL-6, conduciendo al crecimiento y la
proliferacién de células de mieloma. Las células de mieloma se expanden de modo clonal y ocupan espacios 6seos
que estan siendo creados por resorcion 6sea inapropiada. El tratamiento de un animal con un antagonista de
OPGbp bloquea la activacién de osteoclastos lo que a su vez conduce a una disminucion en la produccion de IL-6
por osteoclastos, y una supresion de todo el crecimiento y/o la proliferacién del mieloma.

Los antagonistas de OPGbp se pueden usar solos para el tratamiento de las afecciones mencionadas anteriormente
que dan como resultado una pérdida de masa 6sea o en combinacién con una cantidad terapéuticamente eficaz de
un agente (anabolizante) promotor del crecimiento éseo o un agente contra la resorcion ésea incluyendo factores
morfogénicos éseos denominados BMP-1 a BMP-12, factor de crecimiento transformante 8 y miembros de la familia
de TGF-B, factores de crecimiento de fibroblastos FGF-1 a FGF-10, inhibidores de interleucina-1, inhibidores de
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TNFa, hormona paratiroidea, prostaglandinas de la serie E, bisfosfonatos y minerales mejoradores del hueso tales
como fluoruro y calcio. Agentes anabolizantes incluyen hormona paratiroidea y factor de crecimiento insulinoide
(IGF), en donde el ultimo agente preferiblemente estd complejado con una proteina que se une a IGF. Realizaciones
preferidas también incluyen la combinacién de un antagonista de OPGbp con un antagonista del receptor de
interleucina 1 (IL-1) o un antagonista de OPGbp con un receptor de TNF soluble, tal como receptor de TNF soluble 1
o receptor de TNF soluble 2. Un antagonista del receptor de IL-1 ejemplar se describe en el documento
WO89/11540 y un receptor de TNF 1 soluble ejemplar se describe en el documento WO98/01555.

Una disminucién en la velocidad de resorcién 6sea puede conducir a osteopetrosis, una afeccion marcada por una
densidad ésea excesiva. Los agonistas de OPGbp pueden incrementar la formacion de osteoclastos y la resorcion
6sea y se pueden administrar a un animal que tiene o es sensible a una disminucion de la resorcién 6sea y un
incremento anormal en la masa ésea.

Composiciones farmacéuticas

Las composiciones farmacéuticas de agentes de union selectiva de OPGbp estan dentro del alcance de la presente
invencion. Estas composiciones comprenden una cantidad terapéuticamente o profilacticamente eficaz de un agente
de unién selectiva de OPGbp, es decir un anticuerpo, o uno de sus fragmentos, variantes, derivados o fusiones,
mezclado con un agente farmacéuticamente aceptable. En una realizacion preferida, las composiciones
farmacéuticas comprenden anticuerpos anti-OPGbp antagonistas que inhiben parcialmente o completamente al
menos una actividad biolégica de OPGbp mezclados con un agente farmacéuticamente aceptable. Tipicamente, los
anticuerpos estaran suficientemente purificados para la administraciéon a un animal.

Agentes farmacéuticamente aceptables para el uso en las composiciones de la invencién incluyen portadores,
excipientes, diluyentes, antioxidantes, conservantes, agentes colorantes, saborizantes y diluyentes, agentes
emulsionantes, agentes de suspension, disolventes, cargas, agentes de aumento de volumen, tampones, vehiculos
de aporte, agentes de tonicidad, codisolventes, agentes humectantes, agentes complejantes, agentes
tamponadores, antimicrobianos y tensioactivos, que son muy conocidos en la especialidad.

Solucién salina tamponada neutra o soluciéon salina mezclada con albimina sérica son portadores apropiados
ejemplares. También se incluyen en las composiciones antioxidantes tales como acido ascérbico; polipéptidos de
bajo peso molecular; proteinas, tales como albumina sérica, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales
como polivinilpirrolidona; aminodcidos tales como glicina, glutamina, asparagina, arginina o lisina; monosacaridos,
disacaridos, y otros carbohidratos incluyendo glucosa, manosa o dexirinas; agentes quelantes tales como EDTA;
alcoholes sacarinos tales como manitol o sorbitol; iones conjugados formadores de sales tales como sodio; y/o
tensioactivos inionicos tales como Tween, Pluronics o polietilenglicol. Ademas, a modo de ejemplo, agentes
mejoradores de la tonicidad adecuados incluyen haluros de metales alcalinos (preferiblemente cloruro sédico o
potasico), manitol, sorbitol y similares. Conservantes adecuados incluyen, pero no se limitan a, cloruro de
benzalconio, timerosal, alcohol fenetilico, metilparabeno, propilparabeno, clorhexidina, acido sérbico y similares. El
peroxido de hidrégeno también se puede usar como conservante. Codisolventes adecuados son, por ejemplo,
glicerina, propilenglicol y polietilenglicol. Agentes complejantes adecuados son, por ejemplo, cafeina,
polivinilpirrolidona, betaciclodextrina o hidroxipropilbetaciclodextrina. Tensioactivos 0 agentes humectantes
adecuados incluyen ésteres de sorbitano, polisorbatos tales como polisorbato 80, trometamina, lecitina, colesterol,
tiloxapal y similares. Los tampones pueden ser tampones convencionales tales como acetato, borato, citrato, fosfato,
bicarbonato o Tris-HCI. Un tamp6n de acetato puede tener un pH alrededor de 4,0-5,5 y un tampdn de Tris puede
tener un pH de alrededor de 7,0-8,5. Agentes farmacéuticos adicionales se indican en Remington's Pharmaceutical
Sciences, 182 Edicién, A.R. Gennaro, ed., Mack Publishing Company 1990.

Las composiciones pueden estar en forma liquida o en una forma liofilizada o criosecada. Las formas liofilizadas
pueden incluir excipientes tales como sacarosa.

Las composiciones de la invencion son adecuadas para la administracién parenteral. En realizaciones preferidas, las
composiciones son adecuadas para inyeccion o infusion en un animal mediante cualquier via adecuada para el
experto, tales como las vias subcuténea, intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, intracerebral (intraparenquimal),
intracerebroventricular, intramuscular, intraocular, intraarterial o intralesional. Una formulacién parenteral sera
tipicamente una solucion acuosa isoténica estéril libre de pirdgenos, que contiene opcionalmente conservantes
farmacéuticamente aceptables.

La formulaciéon farmacéutica éptima puede ser determinada facilmente por un experto en la especialidad
dependiendo de la via de administracion, el formato de aporte y la dosificacion deseadas pretendidos.

Otras formulaciones también son contempladas por la invencién. Las composiciones farmacéuticas también pueden
incluir preparaciones en particulas de compuestos poliméricos tales como poli(acido lactico), poli(acido glicdlico), etc.
o la introduccion de un agente de union selectiva de OPGbp (tal como un anticuerpo) en liposomas. También se
puede usar acido hialurénico, y este puede tener el efecto de promover una duracion sostenida en la circulacion. Las
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composiciones farmacéuticas también incluyen la formulacion de agentes de unién selectiva de OPGbp (tales como
anticuerpos) con un agente, tales como microesferas inyectables, particulas o cuentas bioerosionables, o liposomas,
que proporciona la liberacion controlada o sostenida de un agente de unién selectiva que a continuacion se puede
aportar como una inyeccion de reserva. Otros medios adecuados para el aporte incluyen dispositivos de aporte
implantables.

Una composicion farmacéutica que comprende un agente de unién selectiva de OPGbp (tal como un anticuerpo) se
puede formular como un polvo seco para inhalacién. Estas soluciones para inhalacion también se pueden formular
en un propelente licuado para el aporte de aerosol. En otra formulacién mas, las soluciones se pueden nebulizar.

También se contempla que ciertas formulaciones que contienen agentes de union selectiva de OPGbp se puedan
administrar oralmente. Las formulaciones administradas de este modo se pueden formular con o sin los portadores
usados habitualmente en la combinacién de formas de dosificacién soélidas tales como comprimidos y capsulas. Por
ejemplo, una capsula se puede disenar para liberar la porcion activa de la formulacién en el punto del tracto
gastrointestinal en el que la biodisponibilidad se maximiza y la degradacién presistémica se minimiza. Se pueden
incluir agentes adicionales para facilitar la absorcién de un agente de union selectiva. También se pueden emplear
diluyentes, saborizantes, ceras de bajo punto de fusion, aceites vegetales, lubricantes, agentes de suspensién,
agentes desintegradores de comprimidos y aglutinantes.

Otra preparacion puede implicar una cantidad eficaz de un agente de unién selectiva de OPGbp en una mezcla con
excipientes atoxicos que son adecuados para la fabricacion de comprimidos. Al disolver los comprimidos en agua
estéril, u otro vehiculo apropiado, se pueden preparar soluciones en forma de dosificacién unitaria. Excipientes
adecuados incluyen, pero no se limitan a, diluyentes inertes, tales como carbonato calcico, carbonato o bicarbonato
sddico, lactosa o fosfato célcico; o agentes aglutinantes, tales como almidén, gelatina o goma arébiga; o agentes
lubricantes tales como estearato magnésico, acido estearico o talco.

Formulaciones adicionales seran evidentes para los expertos en la especialidad, incluyendo formulaciones que
implican agentes de union selectiva de OPGbp en combinacién con uno o mas agentes terapéuticos distintos.
Técnicas para formular una variedad de otros medios de aporte sostenido o controlado, tales como portadores
liposémicos, microparticulas bioerosionables o cuentas porosas e inyecciones de depdsito, también son conocidas
por los expertos en la especialidad. Véase, por ejemplo, la descripcién de Supersaxo y cols. de microparticulas
poliméricas porosas de liberacién controlada para el aporte de composiciones farmacéuticas (Véase el documento
WO 93/15722 (PCT/US93/00829).

Independientemente del modo de administracion, la dosis especifica se puede calcular segun el peso corporal, la
superficie corporal o el tamafno del 6rgano. Un refinado adicional de los calculos necesarios para determinar la
dosificacién apropiada para el tratamiento que implica a cada una de las susodichas formulaciones es realizado
habitualmente por los expertos normales en la especialidad y esta dentro del ambito de las tareas realizadas
habitualmente por ellos. Las dosificaciones apropiadas se pueden determinar a través del uso de datos de respuesta
a la dosis apropiados.

Ademas, las presentes composiciones farmacéuticas se pueden administrar mediante administracién pulmonar,
véase, p. ej., el documento PCT WO94/20069, que divulga el aporte pulmonar de proteinas quimicamente
modificadas. Para el aporte pulmonar, el tamafio de particula debe ser adecuado para el aporte al pulmén distal. Por
ejemplo, el tamafio de particula puede ser de 1 um a 5 um, sin embargo, se pueden usar particulas mayores, por
ejemplo, si cada una de las particulas es bastante porosa.

Alternativamente o adicionalmente, las composiciones se pueden administrar localmente a través de la implantacién
en la zona afectada de una membrana, una esponja u otro material apropiado en el que OP se ha absorbido o
encapsulado un agente de union selectiva de OPGbp. Cuando se usa un dispositivo de implantacién, el dispositivo
se puede implantar en cualquier tejido u 6rgano adecuado, y el aporte de un agente de union selectiva de OPGbp
puede ser directamente a través del dispositivo mediante embolada, o mediante una administracion continua, o
mediante un catéter usando infusion continua.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion también se pueden administrar en una formulaciéon o preparacién
de liberacion sostenida. Ejemplos adecuados de preparaciones de liberacion sostenida incluyen matrices poliméricas
semipermeable en la forma de articulos conformados, p. €j. peliculas o microcapsulas. Las matrices de liberacion
sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles, polilactidos (Véase, p. €j., la Patente EE. UU. N°® 3.773.919, EP 58.481),
copolimeros de acido L-glutamico y L-glutamato de etilo gamma (Sidman y cols, Biopolymers, 22: 547-556 [1983]),
poli(metacrilato de 2-hidroxietilo) (Langer y cols., J. Biomed. Mater. Res., 15: 167-277 [1981] y Langer, Chem. Tech.,
12: 98-105 [1982]), etileno-acetato de vinilo o poli-acido D(-)-3-hidroxibutirico. Las composiciones de liberacién
sostenida también pueden incluir liposomas, que se pueden preparar mediante cualquiera de diversos métodos
conocidos en la especialidad. Véanse, p. €]., Eppstein y cols., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82: 3688-3692 (1985); el
documento EP 36.676; el documento EP 88.046 y el documento EP 143.949.
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Los agentes de union selectiva de OPGbp, es decir sus anticuerpos y fragmentos, variantes, derivados y fusiones,
se pueden emplear solos 0 en combinacién con otras composiciones farmacéuticas. Por ejemplo, se pueden usar
composiciones farmacéuticas que comprenden separadamente o conjuntamente un antagonista de OPGbp y un
antagonista del receptor de interleucina 1, o un antagonista de OPGbp y un receptor de TNF soluble 1, o un
antagonista de OPGbp y un receptor de TNF soluble 2 para el tratamiento de la artritis reumatoide. Ademas, se
pueden usar composiciones que comprenden separadamente o conjuntamente un antagonista de OPGbp y un
agente terapéutico para el cancer para el tratamiento del cancer y la pérdida de masa ésea asociada. Son posibles
otras combinaciones con un antagonista o agonista de OPGbp dependiendo de la afeccién que se trate.

En algunos casos, puede ser deseable usar una composicion farmacéutica que comprende composiciones de un
agente de unién selectiva de OPGbp de un modo ex vivo. Aqui, células, tejidos u 6rganos que se han extraido del
paciente se exponen a composiciones farmacéuticas que comprenden agentes de unién selectiva de OPGbp,
después de lo cual, las células, los tejidos y/o los érganos se implantan de nuevo posteriormente en el paciente.

En otros casos, una composicion que comprende un agente de unién selectiva de OPGbp se puede aportar a través
del implante en pacientes de ciertas células que se han manipulado genéticamente, usando métodos tales como los
descritos en la presente, para expresar y secretar los polipéptidos, agentes de unidn selectiva, fragmentos, variantes
o derivados. Estas células pueden ser células animales o humanas, y se pueden aportar a partir del propio tejido del
paciente o a partir de otra fuente, bien humana o bien no humana. Opcionalmente, las células pueden estar
inmortalizadas. Sin embargo, a fin de disminuir la posibilidad de una respuesta inmunoldgica, se prefiere que las
células estén encapsuladas para evitar la infiltracion de tejidos circundantes. Tipicamente, los materiales de
encapsulacion son envueltas 0 membranas poliméricas semipermeables biocompatibles que permiten la liberacién
del producto o los productos proteinicos pero evitan la destruccién de las células por el sistema inmunitario del
paciente o por otros factores dafiinos procedentes de los tejidos circundantes.

Métodos usados para la encapsulacion de células en membranas son familiares para el experto, y la preparacion de
células encapsuladas y su implantacion en pacientes se pueden efectuar sin una experimentacion excesiva. Véanse,
p. €j., las Patentes de EE. UU. N2 4.892.538, 5.011.472 y 5.106.627. Un sistema para encapsular células vivas se
describe en el documento PCT WO 91/10425 (Aebischer y cols.). Técnicas para formular una variedad de otros
medios de aporte sostenido o controlado, tales como portadores liposémicos, particulas o cuentas bioerosionables,
también son conocidas por los expertos y se describen. Las células, con o sin encapsulacion, se pueden implantar
en tejidos corporales u 6rganos adecuados del paciente.

Una cantidad terapéuticamente o profilacticamente eficaz de una composicién farmacéutica que comprende un
agente de union selectiva de OPGbp (tal como un anticuerpo anti-OPGbp, o uno de sus fragmentos, variantes,
derivados y fusiones) dependera, por ejemplo, de los objetivos terapéuticos tales como la indicacién para la que se
esta usando la composicion, la via de administracion y la afeccion del sujeto. Los anticuerpos o dominios que se
unen a antigeno antagonistas de OPGbp de la invencién se administran en una cantidad terapéuticamente o
profilacticamente eficaz para prevenir y/o tratar la pérdida de hueso asociada con la enfermedad 6sea metastasica.
Una "cantidad terapéuticamente o profilacticamente eficaz" de un anticuerpo antagonista de OPGbp es la cantidad
que reduce la velocidad y/o el grado de pérdida de masa dsea o previene la pérdida de masa ésea en un sujeto que
tenga una masa désea normal. Los cambios en la masa ésea se detectan mediante una variedad de métodos
conocidos tales como absorciometria monofotdnica (SPA), absorciometria bifoténica (DPA), absorciometria de rayos
X de doble energia (DEXA), tomografia digital cuantitativa (QCT) y ultrasonografia (Véase Johnston y cols. en
Primer on the Metabolic Bone Disease and Disorders of Mineral Metabolism, 22 ed., M.J. Favus, ed. Raven Press pp.
137-146). Un experto en la especialidad puede usar estos métodos para determinar una cantidad terapéuticamente
eficaz de un polipéptido de fusion de OPG. Una cantidad terapéuticamente eficaz también se puede determinar al
medir cambios en marcadores bioquimicos para la renovacion ésea, tales como osteocalcina sérica, fosfatasa
alcalina sérica, péptidos de extension de procolageno | sérico, telopéptido C-terminal o N-terminal urinario o sérico
de colageno, calcio urinario, hidroxiprolina y piridinolina y desoxipiridinolina urinarias. Generalmente, se reconoce
que una disminucion en los niveles de los susodichos marcadores bioquimicos indica que la resorcion 6sea se
disminuye y la pérdida de masa ésea se esta reduciendo. Alternativamente, una cantidad terapéuticamente eficaz de
un polipéptido de fusién de OPG también se puede determinar al medir un cambio en la resistencia mecanica del
hueso, en particular un incremento en la resistencia a la torsion (flexiéon) del hueso.

Segun esto, puede ser necesario para el cuidador valorar la dosificacién y modificar la via de administracion segun
se requiera para obtener el efecto terapéutico 6ptimo. Una dosificacion tipica puede variar de aproximadamente 0,1
pg/kg hasta aproximadamente 100 mg/kg o mas, dependiendo de los factores mencionados anteriormente. En otras
realizaciones, la dosificacion puede variar de 1 pg/kg hasta aproximadamente 100 mg/kg; o de 5 pg/kg hasta
aproximadamente 100 mg/kg; o de 0,1 pg/kg hasta aproximadamente 100 mg/kg; o de 1 pgkg hasta
aproximadamente 100 mg/kg Tipicamente, un médico administrard la composicion hasta que se alcance una
dosificacién que consiga el efecto deseado. Por lo tanto, la composicion se puede administrar como una sola dosis,
o0 como dos o0 mas dosis (que pueden contener o no la misma cantidad de un agente de unién selectiva de OPGbp)
a lo largo del tiempo, o como una infusién continua a través del dispositivo de implantacién o un catéter.
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Ejemplo 1

Reactivos y Ensayos

La diana de cribado usada en estos estudios se preparé a partir de la expresion de un ADNc que codifica OPGbp
humana de los aminoacidos 140 a 317 inclusive segun se muestra en la Figura 4 del documento PCT W(098/46751
en una célula hospedadora CHO y se purifica como sigue. Una columna de Q Sepharose (Pharmacia) se equilibré
con tris 20 mM pH 8,5. Se aplic6 medio acondicionado que se habia valorado hasta pH 8,5, la columna se lavé con
tampén de Tris y las proteinas se eluyeron con un gradiente de NaCl 100-600 mM a lo largo de 20 volimenes de
columna. Las fracciones que contenian OPGL se identificaron a través de SDS-PAGE y analisis por transferencia
Western. A continuacion, las fracciones que contenian OPGbp se valoraron hasta pH 4,8 y se aplicaron a una
columna Sp (Pharmacia) que se habia equilibrado con acetato sodico 20 mM pH 4,8. Después de lavar, las
proteinas se eluyeron con un gradiente de NaCl 0-0,3 M seguido por etapas de NaCl 0,5 My 1 M. Se eluia OPGbp
con todos los tampones, sin embargo, se encontraba que solo las fracciones con gradiente de NaCl 0-0,3 M eran
activas en bioensayos de estimulacion de osteoclastos in vitro. El rendimiento era 40 mg/l. La secuenciacion
aminoterminal revelaba que aproximadamente 80% de la proteina purificada empezaba con el aminoacido 143 de
OPGbp humana, mientras que el aproximadamente 20% restante empezaba con el aminoacido 147. El producto
final usado para cribar bibliotecas de fagos se denomina OPGbp[143-317], la forma purificada predominante.

Anticuerpos policlonales anti-OPGbp se prepararon como sigue. Tres conejos blancos de Nueva Zelanda (Western
Oregon Rabbit Co., Philomath, OR) fueron inyectados inicialmente con cantidades iguales de Hunter Titer Max
(CytRx Corp., Atlanta, GA) y OPGbp[143-317]. Se inyectaron 0,2 mg por conejo. Esto se repiti6 cuatro y seis
semanas después. Se realiz6 un sangrado de 50 ml a las siete semanas y una vez por semana posteriormente
durante un total de seis semanas. Los anticuerpos se purificaron por afinidad a partir de sueros de conejos
inmunizados sobre una resina para OPGbp como sigue. Se afiadieron tres ml de resina Actigel Ald (Sterogene) a
una columna de 10 ml (columna Kontes Flex) y se lavé con 50 ml de PBS. Se afadieron tres mg de OPGbp[143-
317] diluidos en 3 ml de PBS a la columna Actigel y se removieron suavemente para mezclar. A continuacion, se
anadieron 0,6 ml de cianoborohidruro Na 1 M y la mezcla se removi6é durante la noche a 4°C. La columna se lavd
con 50 ml de tampén Pierce Gentle Elution (Pierce) seguido por 150 ml de PBS. Se filtraron estérilmente 50 ml de
sueros procedentes de conejos inmunizados a través de un filiro de 0,45 um, se afadieron a la columna y la mezcla
se removi6 durante la noche a 4°C. Al dia siguiente, el contenido de la columna se dejé sedimentar y la fase liquida
se drend. A continuacion, la columna se lavé con 150 ml de PBS hasta una OD2so de 0,002. A continuacion, se
anadio a la columna tampon Pierce Gentle Elution con acido acético glacial al 1% y se recogieron fracciones de 1 ml
a intervalos de 10 min y se analizaron mediante ODzso0. Las fracciones que contenian la cantidad mas alta de
material absorbente de OD2so se reunieron y se dializaron frente a dos litros de PBS durante 48 horas. Durante este
tiempo, habia un cambio de tampén.

Se realizaron ensayos ELISA sobre fracciones de fago eluidas al cultivar en placa OPGbp[143-317] a 1,5 pg/ml en
PBS pH 8,0 durante 2 h a temperatura ambiente en inmunoplacas Nunc Maxisorp sobre un oscilador. Se anadi6 a
las inmunoplacas una soluciéon de enjuague de MPBS al 2% (tampdn de blogqueo), se incub6 durante 3 min a
temperatura ambiente y se descartd. El bloqueo se realizd durante 1 hora a temperatura ambiente con MPBS al 2%.
Los lavados se realizaron 5 veces usando TBS-Tween-20 (0,1%) (TBS; solucién salina tamponada con Tris; Tris-HCI
10 mM (pH 7,5), EDTA 1 mM, NaCl 150 mM). Se afadi6 una valoracién de fago usando un minimo de 10
fagos/pocillo en tampén de dilucién conjugado (leche en polvo desnatada al 0,4% en TBS o M-TBS al 0,4%) durante
1 hora a temperatura ambiente. Se realizaron lavados usando TBS-Tween-20 (0,1%). Se usé conjugado de
anticuerpo monoclonal con peroxidasa de rabano picante (HRP) anti-M13 (Pharmacia Piscataway, NJ) a una dilucion
de 1/2000 en MTBS al 0,4% durante 1,5 h a temperatura ambiente. Los lavados se realizaron 5 veces con TBS-
Tween-20 (0,1%). Se afadié 2,2"-azinobis(acido 3-etilbenzotiazolinosulfénico) (ABTS) (Pierce, Rockford, IL), sustrato
colorimétrico para la deteccién a OD405. Se realizaron controles positivos para la deteccién de huOPG bp [143-317]
cultivada en placa mediante la adicién de OPG[22-194]-Fc, seguido por anti-Fc-fosfatasa alcalina y sustrato de para-
nitrofenilfenol (oNPP) para la deteccién.

Condiciones de PCR y cultivo de 2xTY-AG

Se realizé una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) tipica en una placa Thermowell de 96 pocillos. Cada
pocillo contiene 20 ul de mezcla de reaccién de PCR [2 ul de 10X tampdn de PCR (Gibco BRL Products, Grand
Island, NY), 17,3 ul de agua, 0,2 ul de dNTPs (25 mM), 0,2 ul del cebador 870-02, 0,2 ul del cebador 2182-83
(soluciones madre de cebador 10 pmol/ul para la amplificacién de la insercion), 0,1 ul de polimerasa de Taq].
Colonias individuales se recogieron y se resuspendieron en un pocillo y se cubrieron con 20 ul de aceite mineral, se
cerraron herméticamente y a continuacion se pusieron en una maquina de PCR.

870-02 5'-CCG ACT TTG CAC CTA GTT (SEQ ID NO: 22)

2182-83 5-TTT GTC GTC TTT CCA GAC GTT AGT (SEQ ID NO: 23)
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Se generd una placa duplicada para preparar cultivos al transferir la misma colonia recogida a la correspondiente
posicion del pocillo en un bloque de 96 pocillos profundos. Los cultivos se desarrollaron en de 0,3 a 1,0 ml de 2xTY-
AG (caldo 2xTY: (16 g de bactotriptona / litro de agua, 10 g de extracto de levadura / litro de agua, 5 g de NaCl/ litro
de agua), que contiene 100 ug/ml de ampicilina y 2% de glucosa). El bloque se cerrd con cinta permeable al aire, se
centrifugé a 1000 rpm durante 2 minutos para bajar el liquido, e incubadora a 37°C a de 300 a 350 rpm durante la
noche para el cultivo. Los cultivos nocturnos recibian 150 pi/pocillo de glicerol al 50%, se mezclaron y se congelaron
a -80°C.

Las condiciones de reaccién de PCR eran 40 ciclos de 45 s a 90°C, 45 s a 55°C, 1,5 min a 72°C, seguido por una
extensién a 72°C durante 10 min. Después de que se terminara la reaccién de PCR, se hicieron correr de 2,5 a 4,0
ul sobre geles de agarosa al 1% de 25 pocillos con 0,5 ul/ml de bromuro de etidio, usando patrones de peso
molecular de ADN (Gibco BRL Products, Grand Island, NY, o Stratagene, La Jolla, CA) durante 90 min a 90 voltios.
Solo se consideraban inserciones de longitud completa de mas de 1,6 kb.

Una parte alicuota de 16 ul de las reacciones de PCR se digiri6 con BstNI 3 horas a 60°C con una mezcla de
digestion total de 30 ul que contiene 10 ul de agua, 3 ul de 10X REact Buffer 2 (GIBCO BRL Products), 0,3 ul de
BSA (10 mg/ml), 0,7 ul de BstNI (GIBCO; 10.000 unidades/ml). Las muestras digeridas se hicieron correr sobre
geles de agarosa al 3% de 25 pocillos durante 3,5 horas a 80 voltios.

Ensayo de células RAW

Concentraciones variables de muestras de prueba de Fab se mezclaron con una cantidad constante de OPGbp[143-
317] humana y se incubaron durante al menos una hora a temperatura ambiente en DMEM, suero bovino fetal al
10% y 1x mezcla de glutamina-penicilina-estreptomicina. Las concentraciones de muestras de Fab y OPGbp se
indican para cada experimento. Después de la incubacion, la mezcla se afadi6 a 2 x 10* células RAW 264.7/pocillo
(American Type Culture Collection, Manassas, VA, N? de Registro TIB-71) en una placa de cultivo tisular de fondo
plano de 96 pocillos. Las células RAW se cultivaron en DMEM con suero bovino fetal al 10% y 1x glutamina-
penicilina-estreptomicina. Después de tres dias a 37°C y CO2 al 5%, el medio se aspird de los pocillos y las células
se tifleron con respecto a fosfatasa éacida resistente a tartrato (TRAP), un marcador de la diferenciacion de
osteoclastos, mediante la adicion de 100 ul por pocillo de tampén de citrato 0,1 M con Triton X-100 al 0,1%,
incubacién durante cinco minutos a temperatura ambiente, adicion de sustrato de fosfato de para-nitrofenilo (pNPP)
y tartrato en tampon de citrato que contiene Triton X-100 (la concentracién de sustrato era pNPP 20 mM vy tartrato
335 mM) e incubacién durante cinco minutos adicionales a temperatura ambiente. La reaccion se detuvo mediante la
adicién de NaOH hasta una concentracion de 0,05 M. La fosfatasa &cida convierte el sustrato de pNPP en para-
nitrofenol que se detecta mediante absorbancia a 405 nm. El cambio en la absorbancia a 405 nm se representé
como una funcién del logaritmo de la dosis tanto para controles como para muestras de prueba. Se calculd un
andlisis de la varianza (ANOVA) y la potencia relativa con limites de confianza de 95%. Los controles positivos
incluian concentraciones variables de proteina de fusién de OPG[22-194]-Fc o una preparacion de anticuerpo
policlonal anti-OPGbp preincubada con OPGbp[143-317] e incubada con células RAW264.7 segun se describe
anteriormente.

Ensayo de Médula Osea

Se llevé a cabo un ensayo de médula 6sea murina para la formacion de osteoclastos esencialmente como se
describe en Lacey y cols. (Cell 93, 165-176 (1998)) y Kong y cols. (Nature 397, 315-323 (1999)). Brevemente, el
ensayo es una modificacion del ensayo de cocultivo de médula ésea murina descrito en el documento PCT
WO97/23614 en el que células de médula 6sea murina no adherentes se cultivan en medio durante
aproximadamente siete dias en presencia de OPGbp (143-317) humana pero sin la adicién de la linea celular
estromatica ST2, 1,25(0OH)2 vitamina D3 y dexametasona. Las células que tenian un fenotipo de osteoclastos se
detectaban mediante la aparicion de células positivas a TRAP. La actividad de TRAP se midié en solucién o
mediante tincién histoquimica.

Para la deteccion de la actividad de TRAP en solucion, células de médula 6sea de adulto se sometieron a lisis en
tampon de citrato 100 mM (Sigma, N¢ Cat 91-5) + Triton X-100 al 0,1%, pH 5,0, 3-5 min. Se afiadieron pNPP 10 mM,
tartrato 80 mM vy citrato 100 mM + Triton X-100 al 0,1%, pH 5,0 y se incubaron a TA, 3-5 min, y se midieron a 405
nm después de detener la reaccion con 50 ul de NaOH 500 mM/pocillo. Una respuesta positiva era una disminucién
dependiente de la concentracion en la absorbancia a 405 nm de ~2,0 OD a ~0,6 OD.

Para la tincién histoquimica, las células se fijaron en una solucién fijadora basada en formaldehido, a continuacién

se tiferon con Fast Garnet GBC (solucion de 2-metil-4-[(2-metilfenil)-azo]bencenodiazonio) + solucién de fosfato de
naftol AS-BI (C1gH1sBrNOsP) + solucién de acetato + solucién de tartrato, se incubaron 1 hora a 37°C, a continuacion
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se enjuagaron, se secaron y se evaluaron microscopicamente. Una célula que era positiva a TRAP y contenia tres o
mas nucleos (NMC positiva a TRAP) se consideraba un osteoclasto.

Ejemplo 2

Cribado de una Biblioteca de Fab humano

Una biblioteca de aproximadamente 4 x10'° fragmentos Fab humanos (nicos preparada en bacteriéfago M13 se
obtuvo de Target Quest, NV (Amsterdam, Paises Bajos). Procedimientos generales para la construccion y el cribado
de bibliotecas de Fab humano se describian en de Haard y cols. (Advanced Drug Delivery Reviews 31, 5-31 (1998);
J. Biol. Chem. 274, 18218-18230 (1999)). La biblioteca se crib6 con respecto a fragmentos Fab que se unen a
OPGbp[143-317] mediante los siguientes procedimientos.

Cultivo directo en placa en fase soélida

OPGbp [143-317] preparada segun se describe anteriormente se inmoviliz6 sobre una fase sélida usando
inmunotubos Nunc Maxisorb (12 x 75 mm, 5 ml de capacidad) al cultivar en placa directamente sobre la fase sélida a
una concentracion de proteina de 1,5 pg/ml en TBS, pH 8,0 (TBS era solucién salina tamponada con Tris: Tris 10
mM (pH 7,5), NaCl 150 mM) a temperatura ambiente durante 2 horas. Estas condiciones permitian 80% de cultivo
en placa maximo de la fase solida en 2 horas (el maximo a las 2 horas todavia era insaturante) mientras se retenian
las capacidades de unién a OPG [22-194]-Fc. Después de la incubacién de 2 horas, el tubo se lavo tres veces con
PBS. La diana cultivada en placa se bloqued al rellenar el inmunotubo con leche desnatada en polvo (Marvel o
Carnation) al 2% en PBS (MPBS) durante de 1 a 4 horas a temperatura ambiente, se lavo dos veces cada una en
PBS-Tween 20 (0,1%) y PBS. Los fagos concentrados en PEG (aproximadamente 10'%) se prebloquearon en MPBS
al 2% para adsorber fagos de union a leche antes de la exposicion de los fagos a la diana en fase sélida. Los fagos
prebloqueados se incubaron en 4 ml con la diana cultivada en placa a temperatura ambiente durante 2 h, (30 min
girando completamente y 90 min en reposo). El contenido unido al tubo se lavé 20 veces con PBS-Tween 20 (0,1%)
y 20 veces con PBS para retirar los fagos no unidos y para reducir la unién inespecifica. Los fagos se eluyeron de la
fase soélida mediante una elucién de fagos total de diez minutos con 1 ml de trietilamina (TEA) 100 mM pH 12,
haciendo girar el tubo completamente, seguido por neutralizacién con 0,5 ml de Tris-HCI 1 M pH 74.
Alternativamente, los aglutinantes de fagos especificos se recuperaron mediante elucion con 1 ml bien de
OPGbp[143-317] 1 uM o bien de OPG[22-194]-Fc 1 uM en MPBS al 0,4%, pH 8,0 o pH 7,4, respectivamente.

Los fagos eluidos (aglutinantes) se valoraron en la cepa de E. coli TG1 (Pharmacia, Piscataway, NJ.). La valoracion
se realizd6 por duplicado mediante una modificaciéon del método de "dilucion en pistas" (Huycke y cols.
BioTechniques 23, 648-650 (1997)) mediante 10 ul de dilucién de fagos en caldo 2xTY en 90 ul de células TG1 en
fase logaritmica (A600 de 0,2 a 1,0 ODs), se mezclaron y se incubaron 20-30 minutos a temperatura ambiente. Diez
ul se aplicaron en estrias horizontalmente en un carril, 6 carriles por placa de Petri cuadrada 2xTY-AG (caldo 2xTY,
que contiene 2% de glucosa, 100 ul /ml de ampicilina y 15 g/litro de agar) y se incubaron durante la noche a 37°C.

Los fagos eluidos (aglutinantes) se amplificaron a través de infeccion bacteriana en células TG1. Se inocularon
veinticinco ml de caldo 2xTY con células TG1 de E. coliy se hicieron crecer a 30°C durante méas de 12 h, 270 rpm.
El cultivo nocturno se inoculé 1:100 en 50 ml de caldo 2xTY y se hizo crecer ~1,5 h, 270 rpm hasta una OD600 de
0,5. Para la amplificacién del fago seleccionado, se afadieron 5 voliumenes de células TG1 de E. coli exponenciales,
4 volimenes de caldo 2xTY y 1 volumen de fagos eluidos (neutralizados) conjuntamente y se incubaron en un bafo
de agua a 37°C durante 30 min. Para reducir el volumen para el cultivo en placa, las células se centrifugaron a 4.000
rpm y la pella se resuspendié en caldo 2x TY-AG (100 ug/ml de ampicilina, 2% de glucosa). En la primera ronda de
seleccién, la muestra se cultivé en placa sobre de dos a cuatro placas 2x TY-AG (caldo 2xTY, que contiene 2% de
glucosa, 100 ug/ml de ampicilina y 15 g de agar) de 16 cm? para mantener la diversidad. Para las Ultimas rondas de
seleccioén, era suficiente una placa. Las placas se incubaron durante la noche a 30°C. Después del crecimiento
nocturno, se anadieron 5 ml de 2xTY-AG a cada placa grande, y las bacterias se rascaron con una paleta estéril.
Después de la resuspension completa y la concentracion mediante centrifugacion a 4.000 rpm, 10 min, una muestra
concentrada se transfirid a un Nunc Cryotube. Se afiadio glicerol estéril hasta una concentracién final de 15% y se
almacenaron inmediatamente a -70°C.

Las células amplificadas se resuspendieron en caldo 2x TY-AG hasta ~0,1 OD y se hicieron crecer durante 1,5-2,5 h
a 37°C, 270 rpm, hasta una OD600 de 0,5 y se transfirieron (5 ml) a un tubo de Falcon de 50 ml que contenia una
cantidad apropiada de fago cooperador M13K07 (Gibco BRL Products, Grand Island, NY), con una relacion de 20 a
1 de fagos a bacterias. La mezcla de fagos y bacterias se incub6 a 37°C durante 30 min sin agitacién seguido por
centrifugacién durante 15 min, 3.700 rpm. El sobrenadante se retir6 y la pella bacteriana se resuspendio en 25 ml de
2xTY-AK (100 ug/ml de ampicilina, 25 ug/ml de kanamicina) y se transfirié a un matraz de 250 ml durante una
incubacién nocturna a 30°C con remocién a 270 rpm. Al dia siguiente, el cultivo se centrifugd en un tubo de Falcon
de 50 ml durante 20 min a 3.700 rpm para nodulizar las bacterias. Se afiadié al sobrenadante 1/52 del volumen de
una solucion de polietilenglicol (PEG) (20% de PEG 8000, NaCl 2,5 M) y se mantuvo sobre hielo durante al menos 1
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h. Los fagos se nodulizaron 20 min, 3.700 rpm a 4°C. El sobrenadante se descarté y la pella se resuspendié en ~1,0
ml de PBS estéril y se transfirid a un tubo de Eppendorf de 1,5 ml. La muestra se microcentrifugd 2 min. ~14.000
rpm para retirar las bacterias restantes y el sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo. Se repiti6 la precipitacion en
PEG. Los fagos precipitados en PEG concentrados se usaron en ensayos de seleccién o cribado. El rendimiento
estandar era aproximadamente 1-5 x 10'® fagos a partir de 25 ml de cultivo. Para un almacenamiento mas
prolongado, se afadié agua a los fagos (15% de concentracion final) y los fagos se almacenaron a -70°C.

Este procedimiento describe una ronda de cribado, que comprende las etapas de unién, elucion y amplificacion.
Tipicamente, se realizaron de tres a cinco rondas de cribado a fin de obtener un conjunto de fagos eluidos que se
une a OPGbp [143-317] en un ensayo ELISA a un nivel al menos cuatro veces sobre el fondo. Después de que se
completara el cribado, los fagos eluidos finales se cultivaron en placa para colonias individuales y el ADN insertado
se analizé mediante PCR de colonias y digestién con BstNI segun se describe posteriormente.

Fase en soluciéon

Los fagos se prebloquearon durante 60 min en un rotor a temperatura ambiente en MPBS al 2%. Se afnadié péptido
del bucle b-b’ de OPGbp biotinilado (500 nM) directamente a la mezcla de fagos equilibrada y se incubé durante de
30 min a 1 hora en un rotor (giro completo) a temperatura ambiente. El péptido del bucle tenia la secuencia
[biotina(LC)-TDIPSGSHKVSLSSWYHDRG] (SEQ ID NO: 24) donde la LC (cadena lineal, es decir, (CH2)s-NH2)) se
usé para conectar la secuencia del bucle b-b’ de OPGbp a biotina. Se usaron Dynabeads revestidas con
estreptavidina (100 ul por seleccion en tubos de Eppendorf de 1,5 ml) para la captura por fagos en soluciéon de
complejos de antigeno biotinilado-fago (3X para la selecciéon negativa y 1X para la del antigeno diana). Cuentas
revestidas con estreptavidina se preequilibraron al atraerse al lateral del tubo usado un iman Dynal, el tampon se
retird y las cuentas se resuspendieron en 1 ml de MPBS al 2%. El equilibrado a temperatura ambiente era durante 1-
2 h en un rotor de giro completo.

Se realizaron tres selecciones negativas en las rondas 2 y 3. Para la seleccion negativa, se anadieron fagos
prebloqueados a un tubo de Dynabeads revestidas con estreptavidina preequilibradas en MPBS al 2% y se
incubaron durante 30 min en un rotor de giro completo a temperatura ambiente (repetido dos veces). Las cuentas se
atrajeron al lateral y los fagos no unidos se transfirieron a un tubo de Eppendorf reciente para ser usados para la
seleccién de antigeno. Se anadié péptido del bucle b-b’ de huOPGbp biotinilado (500 nM) directamente a la mezcla
de fagos equilibrada y se incubaron durante de 30 min a 1 hora en un rotor de giro completo a TA. Las cuentas
equilibradas se atrajeron al lateral del tubo, el tampén se retiré y se resuspendieron con la mezcla de fago-péptido
biotinilado seguido por incubacién durante 15 min en un rotor de giro completo a TA. Los tubos se pusieron en una
rejilla magnética durante 1 min, se aspiraron y las cuentas se lavaron 6 veces con 1 ml de MPBS al 2%-Tween-20
(0,1%), 6 veces con 1 ml de PBS-Tween-20 (0,1%) y 2 veces con 1 ml de PBS. Los fagos se eluyeron con 1 ml de
TEA 100 mM pH 12 durante 5-10 min en un rotor a temperatura ambiente seguido por neutralizaciéon con 0,5 ml de
Tris-HCI 1 M, pH 7,4.

Ejemplo 3

Identificacion de clones de Fab que se unen a OPGbp

Se infectaron células TG1 de E. coli con el conjunto de fagos procedente de una ronda sensible a ELISA y se
recogieron colonias individuales para el andlisis por PCR. Tipicamente, se recogieron para cada seleccion de una a
cuatro placas de 96 colonias. Los ADNsc de Fab se amplificaron mediante PCR mediante un grupo especifico de
cebadores y se analizaron sobre un gel de agarosa con respecto a la longitud de la insercién de Fab. Las longitudes
de inserciones de Fab > 1,6 kb eran de longitud completa. Los ADNsc también se digirieron con la enzima de
restriccion BstNI y el patron de obtencion de bandas se analiz6 mediante electroforesis sobre geles de agarosa. Los
clones que exhibian inserciones de longitud completa de PCR de tamafio idéntico y patrones de obtencién de
bandas de BstNI idénticos en dos 0 més aislados eran candidatos para el andlisis adicional. Usando los criterios
anteriores, se identificaron los siguientes Fabs.

El patron de Fab "P" se identific6 después del cribado en fase de solucién usando tres rondas de eluciéon con
trietilamina, pH 12, seguido por cribado en fase solida segin se describe anteriormente usando una ronda de elucién
con OPGbp[143-317] 1 uM.

El patrén de Fab "S" se identific6 mediante el cribado en fase de solucion usando tres rondas de elucion con
trietilamina, pH 12, seguido por cribado en fase sélida segun se describe anteriormente usando dos rondas de
elucién con OPG [22-194] —FC 1 uM.

El patrén de Fab "AT" se identific6 mediante el cribado en fase sélida segun se describe anteriormente usando tres
rondas de elucién con OPG [22-194] —FC 1 pM.
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El patron de Fab "Y" se identific6 mediante el cribado en fase solida segun se describe anteriormente usando tres
rondas de elucion con OPGbp[143-317].

Los fagos se prepararon a partir de colonias individuales que exhibian los patrones AT, Y, P y S de Fab mediante el
siguiente procedimiento. Se elaboraron preparaciones de plasmidos y se transformaron en células TG1. El andlisis
por PCR confirmaba la transformacion de una insercion de longitud completa. Las células se hicieron crecer bien en
un bloque de pocillos profundos (0,5 ml de volumen) o bien como un cultivo de 10 ml. Los fagos se rescataron
mediante una relacion 20:1 de infecciéon con fagos cooperadores M13K07/células, se precipitaron en PEG 1 vez
(como en el protocolo de cultivo en placa directo en fase sélida) y se resuspendieron en ~200 pl procedentes de un
bloque de pocillos profundos de un tamario de pocillo de 2 ml o ~500 pl procedentes del cultivo de 10 ml en PBS.

Los titulos de fagos estaban en el intervalo de 10''-10' fagos/ml en el ELISA. Se realizaron valoraciones basadas
en el volumen usando un maximo de adiciones de 50 pl/pocillo dando un intervalo tipico 10%-10"" fagos/pocillo en un
ELISA. El ELISA en fagos se realizd6 como se describe previamente. El ELISA usa conjugado anti-M13-HRP para la
deteccion de fago unido con ABTS, un sustrato colorimétrico a 405 nm. El conjugado anti-M13 HRP era especifico
para la proteina VIII de cubierta principal en el fago. Los valores procedian de determinaciones puntuales
individuales.

Los resultados de un ELISA de un clon representativo procedente de cada uno de los patrones principales "AT", "Y",
"P" y "S" se muestran en la Figura 1. Los cuatro clones de Fab demostraban una reactividad significativa con
OPGbp[143-317]. Todos los miembros de los clones procedentes de los patrones "AT" y "Y" (27 miembros
procedentes de 672 clones y 9 miembros procedentes de 96 clones, respectivamente) se encontraron idénticos en
secuencia dentro de sus patrones. Por lo tanto, cualquier miembro de un patrén seria representativo de todo el
patron para los patrones "AT" y "Y".

Los patrones "Q" (3 miembros procedentes de 96 clones), "X" (3 miembros procedentes de 96 clones) y "AB" (2
miembros procedentes de 96 clones) también eran positivos en ELISA a OPGbp[143-317] cultivada en plaza segun
se determina por un clon representativo (Figura 1). Puesto que las sefiales de ELISA eran considerablemente
inferiores que los patrones "AT", "Y", "P" y "S", y representadas solamente por de dos a tres miembros en 96 clones,
se suponia que tenian Kds en el intervalo de uM y no se analizaban adicionalmente. El patrén "X" solamente era
positivo en ELISA cuando la concentracién de Tween-20 en los lavados se reducia de 0,1% a 0,01%.

Ejemplo 4

Purificacion de Fabs solubles

Fagos que contenian Fabs "AT", "Y", "P" y "S" se infectaron en E. coli HB2151 (Pharmacia, Piscataway, NJ) y la
expresion de fragmentos Fab se indujo mediante la adicion de IPTG hasta 1 mM generalmente durante al menos 5
h, excepto que para el patron Y los niveles de IPTG se reducian hasta 0,25 mM. Después de la induccién, las
células (750 ml) se recolectaron mediante centrifugacion y los Fabs se liberaron del espacio periplasmico mediante
choque osmotico.

La pella total se resuspendié en 8 ml de TES (Tris 0,2 M, EDTA 0,5 mM, sacarosa al 17,1%, pH 8,0) enfriado con
hielo, se transfiri6 a un tubo de 50 ml y se incubé durante de 5 a 10 min sobre hielo con remocién suave ocasional.
Mientras tanto, los tubos vacios se lavaron con 8,8 ml de TES/H20 (1:3) para recuperar la pella celular restante y se
anadieron a las otras células y se incubaron otros 20 min sobre hielo. Las células se centrifugaron a 14.000 rpm
durante 3 min y el sobrenadante se transfiri6 desde la pella celular ligeramente mojada a otro tubo de 50 ml. El
sobrenadante se centrifugd de nuevo a 14.000 rpm durante 10 min a 4°C para retirar la contaminacion celular
residual. El sobrenadante se denominaba la fraccién periplasmica liberada de TES. La pella bacteriana se
resuspendié en 10 ml de TES mas MgSO4 15 mM, se incub6 sobre hielo durante 15 min y se centrifugé dos veces
como anteriormente. El sobrenadante se denominaba la fraccién periplasmica liberada de Mg. Se afiadi6é albimina
sérica bovina (BSA; calidad RIA, Sigma) como un portador y estabilizante a cada fraccion periplasmica hasta una
concentracion final de 1 mg/ml y se dializé durante la noche a 4°C en 2 | con 1 intercambio de tampén de columna
Talon (Tris-HCI 20 mM/NaCl 0,1 M, pH 8,5) mas inhibidores de proteasa a las concentraciones finales, 0,05 mg/ml
de Pefabloc, leupeptina 50 nM, 0,06 pg/ml de aprotinina y 0,9 ug/ml de pepstatina A.

Los extractos periplasmicos que contienen Fab (liberados de TES y Mg) se sometieron separadamente a una union
de método discontinuo 1 h girando a 4°C con de 0,8 ml a 1,5 ml (1/20° del volumen del extracto) de resina Talon
(Clontech) preequilibrada, a continuacion un lavado con el método discontinuo en al menos 2Xs 20 voliumenes de
columna de tampon de columna. La resina Talon se rellené en la columna, se lavo con 10 volimenes de columna de
tampon de columna y 2 volimenes de columna de tampén de columna mas imidazol 50 mM para liberar proteinas
unidas inespecificamente. Los Fabs purificados se eluyeron con de 2 a 3 volumenes de columna de imidazol 200
mM, glicerol al 4%. A continuacion, los extractos purificados se concentraron/se intercambiaron en un Centricon 10
(Amicon, Inc. Beverly, MA) en PBS, pH 7,4 hasta una concentracion final de 0,5 a 5 mg/ml. La pureza de Fab "AT"
soluble se determind en un 10% Bis Tris NUPAGE Gel Novex (San Diego, CA) con tampén de recorrido NuPAGE
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MOPS SDS (no reductor) y 4X tamp6n de muestra de LDS (pH 8,45). Las muestras de Fab purificadas que
contenian el tampdn de muestra de LDS se calentaron a 70°C durante 10 min y se cargaron 40 pl/carril. El gel se
recorrié a 200 voltios, 20 min, a continuacion se redujo hasta 50 voltios 1,5 h, se tifid con tinte azul de Coomassie
coloidal Novex (14 h y se destifid. Se determind que el Fab "AT" soluble tenia més de 98% de pureza.

Ejemplo 5

Actividad de Fabs anti-OPGbp purificados

La actividad de Fabs "AT" y "Y" solubles purificados se analizé6 mediante los siguientes ensayos.
Ensayo de inhibicion de la interaccion OPGbp/ODAR

La interaccién de OPGbp [143-317] humana y su receptor ODAR se midié en un ensayo de transferencia de energia
de fluorescencia (FRET). Se afadié una preincubacion de 1 hora con OPGbp para incrementar la sensibilidad. Se
construy6 un dominio extracelular soluble de ODAR humano como un polipéptido de fusién con una etiqueta FLAG
aminoterminal y una regién Fc humana carboxiterminal. La regién Fc es reconocida y se une a una aloficocianina
(APC) especifica de anti-(Fc humano) caprino policlonal que es detectada por absorbancia a 665 nm. OPGbp [143-
317] se marc6 con Eu2+ que se detecta mediante absorbancia a 620 nm. La unién de OPGbp a ODAR en este
ensayo desencadena una transferencia de energia fluorescente y es muy sensible para curvas de competicién. Una
disminucion en la relacion de absorbancias A665/A620 indica una inhibicion de la unién de OPGbp a ODAR.

Se observaba una inhibicion dependiente de la concentracion de la union de OPGbp-Eu a sODAR-Fc para
preparaciones por duplicado de Fabs "AT" y "Y" solubles. El Fab "AT" soluble (preparacion A) inhibia la unién de
OPGbp a la fusion ODAR-Fc soluble con una IC50 de 550 nM. El Fab "Y" soluble inhibia con una IC50 de 6 uM. El
clon de Fab "AT" 1B5 procedia del patrén de 27 miembros predominante procedente de siete placas de 96 pocillos
(todos con la misma secuencia de aminoacidos) obtenido mediante elucién de la diana OPGbp usando una solucion
de OPG[22-194]-Fc 1 uM durante 90 min. El clon de Fab "Y" 1B4 procedia del patrén de 9 miembros predominante
procedente de una placa de 96 pocillos (todos con la misma secuencia de aminoacidos) a partir del cribado
optimizado de OPGbp cultivada en placa usando una elucién de OPGbp 1 uM durante 90 min. Una segunda
purificacién de Fab "AT", clon 6F11, (denominada preparacion B) daba una IC50 similar de 440 nM para PBS y una
IC50 de 354 nM para TBS. Una segunda purificacion de Fab "Y" (preparacion B) daba una IC50 similar de 4,1 uM
para TBS. El control positivo era OPGbp[143-317] en TBS o PBS con IC50s correspondientes de 0,89 y 0,93 nM,
respectivamente. Se obtuvieron IC50s similares con las preparaciones "A" y "B" duplicadas. Los resultados de la
preparacion "B" de Fabs "AT" y "Y" en TBS se muestran en la figura 2.

Ensayo de médula Osea

Se purificaron Fabs "AT" "Y" y "P" solubles como en el Ejemplo 4, seguido por dos etapas de retirada de endotoxinas
secuenciales usando una columna de afinidad de polimixina (~1 ml; BioRad, Hercules, CA) en PBS a temperatura
ambiente segun las instrucciones del fabricante, excepto como sigue. Para incrementar la probabilidad de retirar
endotoxina unida al Fab, después de la adicién de la muestra, se reciclé una parte alicuota de 100 ul a 150 pl del
fondo a la parte superior de la columna cada 5 min durante de 2 a 2,5 horas. El Fab se eluy6 con 3 volimenes de
columna de PBS con glicerol al 4%.

Las muestras se probaron con respecto a la endotoxina usando un sistema de deteccion E-Toxate (lisado de
amebocitos de limulus) (Sigma, St. Louis, MO) segun las instrucciones del fabricante. A continuacion, las muestras
se esterilizaron por filtracién (0,2 um). El Fab "P" se desnaturalizd después de la purificacién y se unié pobremente a
OPGbp [143-317] en un ELISA. Se usé como un control negativo en estos experimentos.

El formato de ensayo incluye una preincubacion de 1 hora del Fab anti-OPGbp con 10 ng/ml de OPGbp [143-317]
humana (concentracién celular final en los pocillos). Se llevaron a cabo ensayos de TRAP en soluciéon usando
sustrato cromogénico pNPP. Los resultados se muestran en la Figura 3. El Fab "AT" daba una disminucién de 50%
(IC50) a 57,8 nM; el Fab "Y" daba una disminucién de 50% en 212 nM; el Fab "P" daba una disminucion de 50% a
1,5 uM. Se usé en estos calculos un peso molecular de Fab estimado de 50.000 para dar un factor de conversién de
1 ug/ml = 20 nM.

Las IC50s que se determinaban mediante tincion histoquimica con TRAP eran similares a las anteriores que se
determinaban en el ensayo de pNPP.
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Ensayo con Células RAW

Los efectos de anadir Fabs "AT", "Y" y "P" solubles al ensayo con células RAW se muestran en la Figura 4. El punto
de 50% para la grafica se tom6 como 1,65 ODaos nm. El Fab "AT" tiene una IC50 de 15 ug/ml, 300 nM (suponiendo
un peso molecular del Fab de 50.000). El Fab "Y" tiene una disminucién en la sefial hasta 2,15 OD4os desde 2,5
ODu4os, un punto de 80%. Mediante extrapolacion, una ODaos del punto de 50% de 1,65 para Fab "Y" se alcanzaria a
~400 ug/ml x 20 = ~8 uM. "P" no muestra ninguna reactividad detectable en el ensayo.

Ejemplo 6

Secuenciacion y Analisis de Clones de Fab

Las secuencias de ADN y de aminodacidos predicha para las cadenas ligeras de Fabs "AT", "Y", "P" y "S" se
mostraban en las Figuras 5, 6, 7 y 8, respectivamente. Las secuencias de ADN y de aminoacidos predicha para las
cadenas pesadas de Fabs "AT", "Y", "P" y "S" se mostraban en las Figuras 9, 10, 11 y 12, respectivamente. La
Figura 13 muestra una matriz de comparacion de secuencias de aminoacidos de las cadenas pesadas y ligeras,
respectivamente, de los cuatro clones de patrones de Fab predominantes basandose en la identidad y la similitud.
La identidad y la similitud se obtuvieron bien mediante el programa GCG o bien se calcularon a mano. Las
secuencias de las cadenas pesadas de Fabs "AT" y "Y" tienen la coincidencia mas cercana ya que se diferenciaban
por un solo aminoacido (cambio conservativo) y asi tenian una identidad de 99,6% y una similitud de 100%. Las
secuencias de aminodcidos de las cadenas ligeras se compararon entre los cuatro patrones superiores con respecto
tanto a la identidad como a la similitud mutuas. Los Fabs "AT", "Y" y "P" mostraban una identidad de al menos 85% y
una similitud de al menos 89%. El patron "S" era el mas distinto, siendo de la familia V lambda mas rara.

Una comparacion de las secuencias de aminoacidos de las regiones determinantes de la complementariedad
(CDRs) se mostraba en la Figura 14. Los Fabs "AT" y "Y" tenian secuencias de aminodcidos de las cadenas
pesadas idénticas en CDR1, CDR2 y CDR3. La CDR1 de la cadena pesada de los Fabs "P" y "S" tenia cada una 3
residuos de aminoacido idénticos a la secuencia de CDR1 de "AT" y "Y". La secuencia de CDR2 de "P" y "S"
mostraba una identidad mutua mayor que a la secuencia de CDR2 de "AT" y "Y". Las cadenas ligeras de los Fabs
"AT" y "Y" mostraban longitudes idénticas de CDR1, CDR2 y CDR3. Las CDRs 1 y 3 de la cadena ligera de los
patrones "AT" y "Y" mostraban identidad en 7 de 11 residuos (64%) y 3 de 5 residuos (60%), respectivamente.
Aunqgue la CDR2 de la cadena ligera de los patrones "AT" y "Y" no muestra identidad mutua, cada una contiene
parte de la secuencia de consenso para la CDR2 de la cadena ligera. Cuando los 4 primeros residuos del patron
"AT" se combinaban con los 3 Ultimos residuos del patrén "Y", se obtenia la CDR2 de la cadena ligera de patron "P".
La CDR3 de la cadena ligera puede variar en longitud de 5 a 25 residuos. Por lo tanto, las CDR3s de la cadena
ligera obtenidas en los patrones "AT", "Y" y "P" eran muy cortas. El mas singular de los cuatro clones de patrdn
predominantes era Fab "S."

Una comparacion de las clases de Fab representadas en los cuatro patrones predominantes se mostraba en la
Figura 15. Estos resultados se obtenian a partir del andlisis V-Base DNA PLOT. Como se esperaba, los Fabs "AT" y
"Y" eran de la misma familia de VH1 (familia pesada variable 1) con las mismas regiones VDJ (variables, diversidad
y enlace). Los Fabs "AT" y "Y" pertenecen a diferentes familias de cadenas ligeras. Los Fabs "P" y "S" pertenecen a
la misma familia de la cadena pesada VHS3 pero diferentes familias de la cadena ligera. Todas las cadenas pesadas
tiene las mismas regiones de enlace JH4b.

Un alineamiento de las secuencias Fab y las correspondientes secuencias germinales se muestra en las Figuras 16-
18 para las cadenas pesadas y la Figura 19-22 para las cadenas ligeras. Resultan cambios en las cadenas pesadas
y ligeras de "AT", "Y", "P" y "S" de sometic matastis presentes en la naturaleza que surgen en secuencias
germinales de anticuerpo durante la respuesta de un anticuerpo. Las regiones variables de las cadenas pesadas de
"AT"y "Y" (los 127 aminoacidos aminoterminales en las Figuras 9 y 10, respectivamente) tenian 17 y 18 cambios de
aminoacido, respectivamente, en comparacién con las correspondientes secuencias germinales VDJ. La region
variable de la cadena pesada "P" (los 117 aminodcidos aminoterminales en la Figura 11) tiene 16 cambios de
aminoacido en comparacion con la correspondiente secuencia germinal VDJ. La region variable de la cadena
pesada "S" (los 124 aminoacidos aminoterminales en la Figura 12) tenia 14 cambios de aminoacido en comparacion
con las secuencias germinales. La region variable de la cadena ligera "AT" (residuos 6-108 en la Figura 5) tenia 16
cambios de aminoacido en comparacién con la correspondiente secuencia germinal VJ; la cadena ligera "Y"
(residuos 6-108 en la Figura 6) tenia 14 cambios de aminodcido; la cadena ligera "P" (residuos 5-108 en la Figura 7)
tenia 14 cambios de aminodcido; y la cadena ligera "S" (residuos 5-112 en la Figura 8) tenia 12 cambios de
aminoacido. En general, las diferencias de aminoacidos se producian con la mayor frecuencia en las regiones CDR3
de cadenas tanto pesadas como ligeras.
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Ejemplo 7

Clonacion y Expresion de anticuerpos OPGbp humanos de longitud completa

Los clones de Fab se convirtieron en anticuerpos de longitud completa mediante los siguientes procedimientos.
Construccién de pDSRa19:hCH

El plasmido pDSRa19:EPO se digirié con Hindlll y Sall para retirar la region codificante para eritropoyetina. Se us6
el plasmido pCRBIluntCH1-3 que contiene la Cn1 de IgG1 humana, bisagra, dominios Cn2 y Cn3 insertados en el
vector pCRBIunt (Invitrogen) para obtener un dominio constante de IgG1 de 1,4 kb. pCRBIuntCH1-3 se digiri6 con
Hindlll y Sal | y las secuencias del dominio constante se insertaron en pDRSa19 para generar pDSRa19:hCH.

Construccién de pDSRa19:AT-VH21

Cuatro ADNcs de cadena pesada de Fab de anti-huOPGbp se clonaron en pDSRa19:hCH para convertir los Fabs
en IgGs de longitud completa. La construccién de un plasmido que codifica la cadena pesada "AT" se describe aqui.
Las otras cadenas pesadas de Fab se clonaron usando procedimientos similares. Para generar el Fab con una
secuencia de senalizacion, se realizdé una PCR en tres etapas. En primer lugar, se usaron los cebadores 2249-25 y
2248-22 con la plantilla de ADNc de Fab. Las condiciones eran: 94°C durante 1 min, (95°C durante 30 s, 50°C
durante 1 min., 68°C durante 1 min) durante 20 ciclos, 68°C durante 10 min. con polimerasa de Pfu y el tamp6n y los
nucleétidos apropiados. A continuacion, el producto de PCR se amplificé con los cebadores 2209-21 y 2248-22
seguido por amplificaciéon con los cebadores 2209-20 y 2248-22. El producto de PCR final se limpi6, se corté con
Hindlll y BsmBI y se purificé en gel. Este fragmento contiene el Fab con un sitio Kozak 5’ (inicio de la traduccion) y la
siguiente secuencia de sefalizacion para la expresion en mamifero de la cadena pesada de Fab "AT":

MEWSWVFLFFLSVTTGVHS (SEQ ID NO: 25)

Esta secuencia se sefalizacion se denomina la secuencia de senalizacién VH21.

El plasmido pDSRa19:hCH se digirié con Hindlll y BamBI para retirar el policonector antes de los dominios 1-3 de Cu
de IgG y el producto de PCR de Fab se inserté para generar pDSRa19:AT-VH21.

Cebadores:

HindIIT Kozak
2209~20 5'-CAGAAGCTTAGACCACC ATG GAA TGG AGC TGE CTC TTT I TPC D-37
{SEQ ID NOS: 26 & 27)
M E W s w v P L F

2209-21 5'-G AGC TGG GTC TTT CIC TTC TTC CTG TCA GTA ACG ACT GGT GTC CA-
37 (SEQ ID NOS: 28 & 23)
s W v ¥ L F F L 8 v T T @ V

2248-25 5'-TCA GTA ACG ACT GGT GTC CAC TCA CAG GTC CAG CTG GTG CAG-3’
{SBQ ID MOS: 30 & 31)
§$ Vv T T ¢ V H 8§ @ V Q0 L vV ¢

BsmBI
2248-22 5'-GTG GAG GCA CTA GAG ACG GTGACC AGG GTG-3' (SED ID NO: 32)

Construccién de pDSRa19:AT-L

ADNsc de la cadena ligera de Fabs "AT", "Y", "P" y "S" se clonaron en pDSRa19 para convertir los Fabs en
anticuerpos de longitud completa. La construccién de un plasmido que codifica la cadena ligera "AT" se describe
aqui. Los otros Fabs se clonaron usando procedimientos similares. Para generar Fab "AT" con una secuencia de
sefalizacion, se realizé una PCR en tres etapas. En primer lugar, se usaron los cebadores 2233-50 y 2233-51 con la
plantilla de ADNc de Fab. Las condiciones de PCR eran: 94°C durante 1 min., (95°C durante 30 s, 50°C durante 1
min., 68°C durante 2 min.) durante 20 ciclos, 68°C durante 10 min. con polimerasa de Pfu y el tampén y los
nucleétidos apropiados. A continuacion, el producto de PCR se amplificé con los cebadores 2148-98 y 2233-51
seguido por amplificacién con los cebadores 2148-97 y 2233-51. El producto de PCR final se limpio, se corté con
Hindlll y Sall y se purific6 en gel. Este fragmento contiene el Fab con un sitio Kozak 5’ (inicio de la traduccion) y la
siguiente secuencia de sefializacion para la expresion en mamifero de la cadena ligera "AT":
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MDMRVPAQLLGLLLLWLRGARC (SEQ ID NO: 33)

Esta secuencia de sefalizacion se denomina secuencia de sefalizacion “ligera”.

El plasmido pDSRa19:EPO se digirié con Hindlll y Sall para retirar el gen EPO antes de que se insertara el producto
de PCR de la cadena ligera de IgG para generar pDSRa19:AT-L.

Cebadores:

HindIIT Kozak
2148-97 S5'-CAGAAGCTTGACCACC ATG GAC ATG AGG GTC CCT GCT CAG CTC CTG GG-
3TISEQ ID NO: 34 & 35}
M Iy M R v P A Q L T

2148-98 5/-CC GCT CAG CTC CTG GGG CTC CTG CTA TTG TGG TTG AGA GGT GCC AGA
T-3'({SEQ ID NO: 36 & 37) A Q I L G L L L L
W L R G A R

2233-50 5'-G TGG TTG AGA GGT GCC AGA TGT GAA ATT GTG ATG ACA CAG TCT C-
3'(SEQ ID NO: 38 & 39)
W L R G A R C B I v M T Q S

Salrl
2233-51 5~ TITGGACGTCEAC TTA TTA RCA CTC TCC CCT G-3' (SEQ ID NO: 40 %
41)
* * C E G R

Construccién de pDSRa19:AT-tPA

Se construyeron vectores de expresién para la produccion de cadenas pesadas de longitud completa "AT", "Y", "P"y
"S" segln se describe anteriormente, excepto que los cebadores se modificaban para introducir la siguiente
secuencia de sefalizacion:

MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVFSPSRGRFRR (SEQ ID NO: 42)

Esta secuencia de senalizacién se denomina la secuencia de sefalizacion "tPA-RGR".
Construcciéon de pLDH-AT

Se construyé un vector de expresién que incluia cadenas tanto pesadas como ligeras "AT". El plasmido
pDSRa19:AT-Vh21 se digiri6 con Aatll y Ndel y los extremos se rellenaron mediante ADN polimerasa de T4. El
fragmento que contenia el casete de expresidon de la cadena pesada "AT" (cadena pesada "AT" que codifica una
secuencia flanqueada por el promotor y el sitio de poliadenilacion procedente de pDSRa19) se purificd en gel y se
ligob a pDSRa19:AT-L que se habia linealizado con Nhel, rellenado con ADN polimerasa de T4 y desfosforilado con
fosfatasa alcalina. El casete de expresion de la cadena pesada estaba en la misma orientacién transcripcional que la
cadena ligera y los genes DHFR.

Preparacién de Anticuerpos

Vectores de expresion que contenian ADNc que codifica anticuerpos de longitud completa "AT", "Y", "S" y "P" de la
cadena pesada y ligera (bien en vectores separados o bien en un solo vector) se transfectaron en células CHO y se
cultivaron bajo condiciones que permitieran la expresion de cadenas pesada y ligera y la secrecién en el medio
celular. El medio acondicionado se filtré a través de un filiro de acetato de celulosa de 0,45 um (Corning, Acton, MA)
y se aplicé a una columna de proteina G-Sepharose (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) que se habia
equilibrado con PBS — solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco sin cloruro célcico y sin cloruro
magnésico (Gibco BRL Products, Grand Island, NY). Después de la aplicacién de la muestra, la columna se lavo con
PBS hasta que la absorbancia a 280 nm alcanzaba el valor de referencia. La elucién de proteina se alcanzaba
usando glicina 100 mM, pH 2,5. Las fracciones se recogieron y se neutralizaron inmediatamente mediante la adicion
de Tris-HCI 1 M, pH 9,2. Los anticuerpos se detectaron mediante SDS-geles de poliacrilamida visualizados mediante
tincion con Commassie.

Las fracciones que contenian anticuerpo se reunieron, se concentraron y se diafiliraron en PBS usando bien
Centricon 10 (Amicon) o bien para volumenes mayores Centriprep 10 (Amicon).
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El anticuerpo aislado se caracterizaba mediante filtracion en gel sobre Superose 6 (Amersham Pharmacia Biotech,
Piscataway, NJ) y se mostraba que se trasladaba como una IgG monomérica.

Ejemplo 8

Analisis por BlAcore de la union de Fab y anticuerpos a OPGbp

Las constantes de union (Kd), constante de velocidad de asociacion (ka) y constante de velocidad de disociacién
(kd) para los Fabs "AT" e "Y" y el anticuerpo "AT" se determinaron mediante técnicas de resonancia plasmonica
superficial (BIAcore, Pharmacia, Piscataway, Nueva Jersey) y los resultados se muestran en la Tabla Il. Los Fabs se
prepararon segun se describe en el Ejemplo 4 y el anticuerpo "AT" se prepara segun se describe en el Ejemplo 7. La
OPGbp se inmovilizd sobre un chip CM5 mediante acoplamiento con amina estandar. La Kd y las constantes se
velocidad se determinaron mediante el software BIAEVALUATION 3.0 (Pharmacia).

TABLA Il
Analisis por BlAcore de Fabs "AT" e "Y" y anticuerpo "AT"
Ka (M's) Ka (s7) Kb (nM)
Fab "Y" 9,44 x 103 5,91 x 103 594
Fab "AT" 2,2x108 0,31 140
"AT" Ab (147 RU) 5,7 x 108 2,4x10°3 0,42
"AT" Ab (80 RU) 8,1 x 108 2,7x10% 0,33
"AT" Ab (47 RU) 7,3 x10° 3,1 x10°% 0,43

La afinidad de unién de Fab "AT" se incrementaba de aproximadamente 140 nM a aproximadamente 0,33 a 0,43
nM, o aproximadamente 350 a 400 veces, cuando se afadia una regién constante de IgG1 de Fc seglin se describe
en el Ejemplo 7.

Ejemplo 9

Actividad de anticuerpos anti-OPGbp
Ensayo con Células RAW

Las preparaciones de anticuerpo "AT" denominadas 405, 406 y 407 se probaron en un ensayo con células RAW
segun se describe en el Ejemplo 1. "AT"405, "AT"406 y "AT"407 difieren solamente en las secuencias lider usadas
para la expresion ("AT"405 se expresaba usando la secuencia de sefalizacién “ligera”, "AT"406 usaba la secuencia
de sefalizacion de tPA-RGR y "AT"407 usaba la secuencia de sefalizacién de VH21). Los anticuerpos maduros
purificados eran idénticos en cada preparacion. Los resultados se muestran en la Figura 23.

Las IC50s para "AT"405, "AT"406 y "AT"407 eran 20,1 nM, 60,3 nM y 21,4 nM, respectivamente, correspondientes a
3,0 ug/ml, 9,0 ug/ml y 3,2 ug/ml, respectivamente (suponiendo un peso molecular de 150.000). Los controles
positivos de OPG[22-194]-Fc y el anticuerpo policlonal anti-OPGbp estaban en 33 ng/ml y 150 ng/ml,
respectivamente.

La diferencia en IC50 en el ensayo con células Raw del fragmento Fab "AT" era 300 nM en comparacién con
aproximadamente 20 nM para la longitud completa de "AT", o un incremento de aproximadamente 15 veces para el
anticuerpo "AT" de longitud completa. Teniendo en cuenta las diferencias en las concentraciones de OPGbp en los
dos experimentos (150 ng/ml / 60 ng/ml = 2,5 veces), el incremento en la avidez de la funcién celular para el
anticuerpo "AT" de longitud completa era aproximadamente 15 x 2,5 = 37,5 veces.

Ensayo de médula Osea

Los efectos de afadir preparaciones de "AT"405 o "AT"407 al ensayo de médula ésea murina se mostraban en la
Figura 24. Las IC50s para "AT"405 y "AT"407 eran 2,15 ug/ml (14,4 nM) y 1,85 ug/ml (12,5 nM), respectivamente,
(PM = 150.000). Un anticuerpo policlonal anti-OPGbp de rata inhibia la formacion de TRAP con una IC50 a ~50
ng/ml.

En un experimento separado, se probd "AT"406 en el ensayo de cocultivo de médula 6sea e inhibia la formacion de

TRAP con una IC50 de 2,35 pg/ml (14,4 nM) suponiendo un peso molecular del anticuerpo de 150.000 (véase la
Figura 25).
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La diferencia en IC50 en el ensayo de médula ésea para el fragmento Fab "AT" era aproximadamente 50 nM en
comparacién con aproximadamente 13 nM para anticuerpo "AT" de longitud completa, o un incremento de
aproximadamente 3,85 veces. Teniendo en cuenta las diferencias en las concentraciones de OPGbp en los dos
experimentos (50 nM /9 nM = 5,55 veces), el aumento aproximado en la avidez de la funcion celular procedente del
anticuerpo "AT" de longitud completa era aproximadamente 3,85 x 5,55 = 21,4 veces.

ADNSsc que codifican Fabs "Y", "P" y "S" también se fusionaron a secuencias de IgG1 CH1, CH2 y CH3 humanas
segun se describe en el Ejemplo 7 y se transfectaron en células CHO. Los anticuerpos resultantes se expresaron y
se purificaron de medio acondicionado y la endotoxina se retir6 como anteriormente. Los anticuerpos de la cadena
ligera "S" e "Y" (denominados "S Ligero" e "Y Ligero") se probaron en el ensayo de médula 6sea y los resultados se
muestran en la Figura 26. Los anticuerpos "S ligero" e "Y ligero" se expresaban usando las correspondientes
secuencias lider de cadena ligera y se denominaban "S" 435 y "Y" 429, respectivamente. El "Y" 429 ("Y Ligero")
tenia una IC50 de 23 ug/ml o 154 nM. "S" 435 ("S Ligero") no exhibia una avidez suficiente para una determinacién
de una IC50.

La "Y Campath" y "P Ligero" eran la secuencia de Hu-lgG1 "Y" y "P", respectivamente, con la secuencia lider
procedente de la cadena "Campath" y "Ligera", y se denominaban "Y" 442 y "P" 444, respectivamente. La "Y" 442
("Y Campath") tenia una IC50 de 20 pg/ml o 134 nM. "P" 444 ("P Ligero") no mostraba actividad detectable (véase la
Figura 27).

La diferencia en la IC50 en el ensayo de médula ésea del fragmento Fab "Y" era 212 nM en comparacién con 134-
154 nM para el anticuerpo "Y" de longitud completa o aproximadamente un incremento de 1,38 a 1,58 veces.
Teniendo en cuenta las diferencias en las concentraciones de OPGbp en los dos experimentos (50 nM /9 nM = 5,55
veces), el aumento aproximado en la avidez de la funcion celular del Fab "Y" al anticuerpo "Y" de longitud completa
era por lo tanto aproximadamente (1,38 a 1,58) x 5,55 = de 7,7 a 8,8 veces o0 aproximadamente 8 veces.

Ejemplo 10
Identificacion de un Epitopo para el Anticuerpo "AT" sobre OPGbp
Produccién de OPGbp murina variante

Se produjo OPGbp[143-317] humana segun se describe en el Ejemplo 1. OPGbp[158-316] murina que contiene los
residuos de aminodacido 158 a 316 segun se muestra en la Figura 1 del documento PCT W098/46751 precedidos
por un residuo de metionina N-terminal introducido se produjo en E. coliy se purifico a partir de la faccion soluble de
bacterias segun se describe previamente (Lacey y cols. Cell 93, 165-176 (1998)). Se gener6 FLAG-OPGbp[158-316]
murina mediante la introduccion de residuos de acido nucleico que codifican una metionina N-terminal seguido por
una secuencia de etiqueta de FLAG (DYKDDDDKKL (SEQ ID NO: 99)) fusionada al extremo N de los residuos 158-
316 que se muestran en la Figura 1 del documento PCT WO98/46751 usando métodos conocidos por un experto en
la especialidad. La molécula de FLAG-OPGbp[158-316] se clond en el vector de expresion bacteriano pAMG21
(depositado en the American Type Culture Collection y teniendo el n? de registro 98113).

Se construy6 una variante de FLAG-polipéptido de OPGbp[158-316] murina en la que los residuos de aminoacido
SVPTD en las posiciones 229-233 inclusive segun se muestra en la Figura 1 (SEQ ID NO: 1) del documento
WQO98/46751 se sustituian por los correspondientes residuos de aminoacido DLATE en las posiciones 230-234
inclusive segin se muestra en la Figura 4 (SEQ ID NO: 3) del documento W0O98/46751. La construccion resultante
denominada "FLAG-OPGbp[158-316] murina/DE" tiene la secuencia de acido nucleico y proteina que se muestra en
la Figura 28. Los cambios en la secuencia de aminodacidos se sitan en una region de OPGbp entre las regiones D y
E. La Figura 29 muestra una comparacion de secuencias de aminoacidos murina, humana y variante DE murina en
esta regiéon. Los cambios de secuencia en la variante murina son S229D, V230L, P231A y D233E con la T en la
posicion 234 inalterada. Las secuencias de flanqueo en esta region son virtualmente idénticas entre OPGbp murina
y humana.

Esta molécula se construyé usando una reaccién PCR en dos etapas en la que la primera etapa contenia dos
reacciones PCR separadas, denominadas reaccioén A y reacciéon B. Tanto para la reaccion A como para la reaccion
B, se us6 ADN de pAMG21-FLAG-OPGbp[158-316] murina como una plantilla para la PCR. La reacciéon A empleaba
los oligonucleotidos n® 2640-90 y n® 2640-91 para la PCR, mientras que la reaccién B empleaba los oligonucleotidos
n® 2640-92 y 2640-93. Se realiz6 termociclacion y los productos de PCR procedentes de las reacciones Ay B se
purificaron a partir de gel de agarosa usando métodos disponibles para el experto en la especialidad. La reaccion de
PCR de la segunda etapa, denominada reaccién C, utilizaba los productos de PCR purificados de la reaccion Ay la
reaccion B como una plantilla y los oligonucleétidos n® 2640-90 y n° 2640-93 como cebadores. Después de la
termociclacion, el producto procedente de la reaccion C se clon6 en el vector de clonacién pCRII-TOPO (Invitrogen)
y se sometié a electroporacién en células DH10b (Gibco) usando métodos proporcionados por el fabricante. Se
seleccionaron clones y se confirmaron en secuencia verificando que las mutaciones introducidas daban como
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resultado un cambio en la secuencia de aminoacidos SVPTD en OPGbp[158-316] murina hasta DLATE. A
continuacion, el ADN de secuencia verificada se digiri6 con Ndel y Xhol, se purifico y se subclon6 en el vector de
expresion bacteriano pAMG21 dando lugar al plasmido pAMG21-FLAG-OPGbp[158-316] murina/DE.

2640-90: CCTCTCATATGGACTACAAGGAC (SEQ ID NO: 100)

2640-91: AGTAGCCAGGTCTCCCGATGTTTCATGATG (SEQ ID NO: 101)
2640-92: CTGGCTACTGAATATCTTCAGCTGATGGTG (SEQ ID NO: 102)
2640-93: CCTCTCCTCGAGTTAGTCTATGTCC (SEQ ID NO: 103)

Hospedador de E. coli GM94 (depositado en the American Type Culture Collection bajo en nimero de registro
202173) que contenia plasmido pAMG21-FLAG-OPGbp[158-316] murina/DE se hizo crecer en medio 2XYT hasta
una fase de crecimiento exponencial y se indujo para expresar la proteina de FLAG-OPGbp[158-316] murina/DE
mediante la adicion de autoinductor sintético de V. fischeri hasta 100 ng/ml. Aproximadamente 3-6 horas después de
la induccion, las células se nodulizaron y la proteina de FLAG-OPGbp[158-316] murina/DE recombinante se purificé
a partir de la fraccién soluble de E. coli usando métodos descritos en Lacey y cols. ibid.

Unién de Anticuerpo "AT" a OPGbp[143-317] humana, OPGbp[158-316] murina y FLAG-OPGbp[158-316] murina/DE

Placas Costar E.I.LA./R.l.A. (fondo plano, alta unién, n® Cat. 3590) se revistieron con 100 pl/pocillo bien de proteina de
OPGbp[143-317] humana, bien de proteina de OPGbp[158-316] murina o bien de proteina de FLAG-OPGbp[158-316]
murina/DE en 3 pg/ml en PBS, durante la noche a 4°C con agitacion. Después de la incubacion durante la noche, las
soluciones de proteina se retiraron de la placa y se afiadieron a cada pocillo de la placa 200 pl suero de pollo al 5%
(Gibco/BRL n® cat 16110-082) en PBST (PBS mas Tween 20 al 0,05%) y las placas se incubaron a temperatura
ambiente (TA) durante 90 min con agitacion. Después de la incubacion y el bloqueo, las placas se lavaron 4 veces con
1X solucién de lavado K-P en dH20 (n® cat 50-63-00, Kirkegaard & Perry Laboratories) y se secaron. Anticuerpo "AT"
purificado o proteina de OPG [22-194]-Fc humana se diluyé en serie 1:1 desde 2 ug/ml hasta 1,953 ng/ml en PBST y se
anadieron 100 ul/pocillo a los pocillos apropiados de la placa de microvaloracion revestida con proteina bien de
OPGbp[143-317] humana, bien de OPGbp[158-316] murina o bien de FLAG-OPGbp[158-316] murina/DE. Las placas
se incubaron durante tres horas a temperatura ambiente con agitacion, se lavaron cuatro veces con 1X solucion de
lavado K-P y se secaron. Anti-(IgG (Fc) humana) caprino (Jackson ImmunoResearch, n® cat 109-036-098) se diluyo
1:5000 en suero de pollo al 5% en PBST y se afiadieron 100 ul a cada pocillo. Las placas se incubaron durante 1,25
horas a temperatura ambiente con agitacion, se lavaron seis veces con 1X solucién de lavado K-P y se secaron. Se
anadieron a cada pocillo 100 pl de sustrato de ABTS no diluido (Kirkegaard & Perry; n® cat 50-66-00) y el plato se
incubd a temperatura ambiente hasta que se desarrollaba suficiente color verde azulado. El desarrollo del color se
detuvo mediante la adicion de 100 pl de SDS al 1%. La cuantificacién del desarrollo del color se realiz6 usando un
lector de placas de microvaloracion con deteccién a 405 nm.

Los resultados del EIA se muestran en la Figura 30. El anticuerpo "AT" se une a OPGbp[143-317] humana pero no
muestra unién detectable a OPGbp[158-316] murina a lo largo del intervalo de concentracion de anticuerpo probado.
Sin embargo, el anticuerpo "AT" se une tanto a FLAG-OPGbp[158-316] murina/DE como a OPGbp[143-317] humana
bajo las condiciones de ensayo anteriores. Se concluia que los cambios de aminoacido en OPGbp[158-316]
murina/DE en comparacién con OPGbp[158-316] murina estaban implicados en la unién de anticuerpo "AT".

La FLAG-OPGbp[158-316] murina/DE se ensay6 con respecto a la actividad en un ensayo con células RAW segun
se describe en el Ejemplo 1 y se observa que tiene una ED50 similar para la formacién de osteoclastos que
OPGbp[143-317] humana, indicando que la variante DE es activa para promover la actividad de osteoclastos in vitro.
Por lo tanto, es probable que la unién de anticuerpo "AT" a OPGbp[158-316] murina/DE inhiba la formacién de
osteoclastos.

El epitopo del anticuerpo “AT” esta situado en una regiéon de OPGbp humana que incluyen al menos los residuos de

aminoacido DLATE (residuos 230 a 234 de OPGbp humana segun se muestra en la Figura 4 del documento PCT
WOQ098/46751).
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Ejemplo 11

Construccion de Variantes de Fab y Anticuerpo “AT”

Se usaron tres enfoques para generar variantes de CDR del anticuerpo “AT”: mutagénesis por barrido de alanina de
la regién CDR3 de la cadena pesada, mutagénesis por sustitucion de sitios seleccionados en la region CDR3 de la
cadena pesada y mutagénesis de insercién en la region CDR3 de la cadena ligera.

Variantes de alanina de CDRS3 de la cadena pesada

Se realiz6 mutagénesis de barrido de alanina sobre la regién CDR3 de la cadena pesada de AT. La secuencia de
aminoacidos usada para el barrido de alanina era:

DSSNMVRGIIIAYYFDY (SEQ ID NO:_104)
Los cebadores 12 y 15 se renaturalizaron mutuamente y se extendieron mediante la reaccién en cadena de la

polimerasa (PCR) bajo las siguientes condiciones: 25 pmol de cada cebador, 6 ciclos de 30 s a 94°, 2 min a 55°, 20
sa74°.

12) 5’ AGA GAT TCC TCA AAT ATG GTT CGG GGA ATT ATT ATA
GCG (SEQ ID NO: 105)

15) 5" GTA GTC AAA ATA GTA CGC TAT AAT AAT TCC CCG AAC (SEQ ID NO: 106)

El producto de PCR de esta reaccion se denomina Plantilla A.

La Plantilla A se extendié mediante PCR usando los cebadores 11 y 14 bajo las siguientes condiciones: 0,5
microlitros de plantilla A, 10 pmol de cada cebador, 15 ciclos de 30 s a 94°, 2 min a 43°, 20 s a 74°.

11) 5' GTG TAT TAC TGT GCG AGA GAT TCC TCA AAT ATG (SEQ ID NO: 107)
14) 5' CAG GGT GCC CTG GCC CCA GTA GTC AAA ATA GTA CGC (SEQ ID NO: 108)

El producto de PCR de esta reaccién se denomina Plantilla B.

A continuacion, se generaron variantes de alanina de CDR3 usando la plantilla bien A o bien B. Se realizaron dos
rondas de PCR (20 ciclos de 94°C durante 20 s y 74°C durante 40 s) usando un cebador que contiene el codén de
alanina deseado. El cebador que contiene el codén de alanina estaba en la orientacion directa para residuos de
CDR3 (la numeracion sigue el sistema de Kabat, véase Kabat y cols. Sequences of Proteins of Immunological
Interest, U.S. Department of Health and Human Services, 42 edicion (1991)) D95, S96, V100, R100a. El cebador que
contenia el coddn de alanina estaba en la orientacion inversa para los residuos S97, N98, M99, G100b, 1100c, 1100d,
1100e, Y100g, Y100h, F100i, D101, Y102.

A continuacién, las reacciones de mutagénesis fueron seguidas por hasta tres reacciones de extension que usan
seis cebadores comunes. Estas reacciones extendian el producto para abarcar toda la region CDR3 hasta e
incluyendo los sitios de restriccion de flanqueo Unicos Bglll y BstEll.

Cebadores para la sustitucion de alanina se muestran posteriormente en la orientacion 5' a 3'. El codén de alanina
se muestra en negrita.

60) 5’ GTG TAT TAC TGT GCG AGA GCT TCC TCA AAT ATG GTT
CGG (SEQ ID NO: 10%)

58) 5 GTG TAT TAC TGT GCGE AGA GAT GCC TCA AAT ATG GTT
CGG (SEQ ID NO: 110)

58) 5’ BAT AAT TCC CCG AAC CAT ATT TGC GGA ATC TCT CGC
ACA GTA (SEQ ID NO: 111}
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57) 5" AAT AAT TCC CCG AAC CAT AGC TGA GGA ATC TCT CGC
ACA (SEQ ID NO: 112)

56) 5' AAT TCC CCG AAC GGC ATT TGA GGA ATC TCT CGC (SEQ ID NO: 113)
55) 5' GAT TCC TCA AAT ATG GCT CGG GGA ATT ATA GCG (SEQ ID NO: 114)

54) 57 QAT TCC TCA AAT ATG QTT GCC GGA ATT ATT ATA GCG
TA (SEQ ID NO: 115)

53) 5* GTA GTC ARA ATA GTA CGC TAT AAT AAT TGC CCG AAC
CAT ATT TGA (SEQ ID NO: 11&)

52) 5" GTA GTC ARA ATA GTA CGC TAT AAT 6GC TCC CCG AAC
CAT ATT (SEQ ID NO: 117)

51) 5' GTA GTC A2A ATA GTA CGC TAT GGC AAT TCC CCG AAC
CAT (SEQ ID NO: 118)

50) 5’ GTA GTC AAA ATA GTA CGC TGC AAT AAT TCC CCG AAC
(SEQ ID NO: 119)

20} 5" GGT GCC CTG GCC CCA GTA GTC AAA ATA GGC CGC TAT
AAT AAT TCC (SEQ ID NO: 120)

19) 5r GGT GCC CTG GCC CCA GTA GTC AAA AGC GTA CGC TAT
AAT AAT TCC (SEQ ID NO: 121)

18) 5' CAG GGT GCC CIG GCC CCA GTA GTC AGC ATA GTA CGC
TAT AAT (SEQ ID NO: 122)

17) 5" CAG GGT GCC CTG GCC CCA GTA GGC ARA ATA GTA CGC
TAT (SEQ ID NC: 123)

16a) 5’ CAG GGT GCC CTIG GCC CCA 6GC GTC AAA ATA GTA CGC
TAT (SEQ ID NO: 124}

Los seis cebadores comunes para la PCR de extension se muestran posteriormente. Las secuencias de los sitios

Bglll (cadena superior) y BstEll (cadena inferior) de flanqueo se muestran en negrita.
Cebadores comunes directos

10) 5° AGT CTG AGA TCT GAA GAC ACG GCT @GTG TAT TAC TGT
GCG AGA (SEQ ID NO: 125)

11) 5" GTG TAT TAC TGT GCG AGA GAT TCC TCA AAT ATG (SEQ ID NO: 126)

12) 5’ AGA GAT TCC TCA AAT ATG GTT CGG GGA ATT ATT ATA
GCG (SEQ ID NO: 127)
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Cebadores comunes inversos

13) 5' CTT GAG ACG GTG ACC AGG GTG CCC TGG CCC CA (SEQ ID NO: 128)

14) 5' CAG GGT GCC CTG GCC CCA GTA GTC AAA ATA GTA CGC (SEQ ID NO: 129)
15) 5' GTA GTC AAA ATA GTA CGC TAT AAT AAT TCC CCG AAC (SEQ ID NO: 130)

La siguiente tabla muestra la plantilla y los pares de cebadores de partida usados secuencialmente para construir
fragmentos de ADN sintéticos que contienen residuos de alanina sustituidos.

TABLA III
Reacciones de PCR
Residuo de |Plantilla| Par de Cebadores de Cebadores de Cebadores de Cebadores de

CDR Alanina Extension Extension Extensién
D95 A 60 + 14 10 +13

S96 A 59 + 14 10 +13

S97 B 10 + 58 10+ 15 10 + 14 10 + 13
N98 B 10 + 57 10+ 15 10 + 14 10 + 13
M99 B 10 + 56 10+ 15 10 + 14 10 + 13
V100 A 55 + 14 10 + 14 10+ 13

R100a A 54 + 14 10 + 14 10+ 13

G100b A 11 + 53 10 + 14 10+ 13

1100c A 11 + 52 10 + 14 10 +13

1100d A 11 + 51 10 + 14 10 +13

1100e A 11 + 50 10 + 14 10 +13

Y100g B 11 +20 10 +13

Y100h B 11 +19 10+ 13

F100i B 11 +18 10+ 13

D101 B 11 +17 10+ 13

Y102 B 11 + 16a 10+ 13

Para los cebadores usados para el barrido de alanina, las condiciones de PCR eran 20 ciclos a 94°C durante 20 s, a
continuacion 74°C durante 40 s. Para reacciones de extension con el par de cebadores 10 + 15, las condiciones
eran 20-25 ciclos de 94°C durante 20 s, 42° durante 1 min 30 s, 74°C durante 20 s. Para reacciones de extensién
con el par de cebadores 10 + 14, las condiciones eran 20-25 ciclos de 94°C durante 20 s, 48-50° durante 1 min 30 s,
74°C durante 20 s. Para reacciones de extensién con el par de cebadores 10 + 13, las condiciones eran 20-25 ciclos
de 94°C durante 20 s, 64° durante 1 min 30 s, 74°C durante 20 s. Los productos de PCR se digirieron con las
enzimas de restriccion Bglll y BstEll y se clonaron en FabAT que se habia digerido con Bglll y BstEll, reemplazando
de ese modo la CDR3 de AT por la CDR3 con alanina sustituida. Las construcciones con alanina sustituida se
verificaron mediante secuenciacién de ADN.

Variantes de sustitucién de CDRS3 de la cadena pesada

Una estrategia similar a la usada para la mutagénesis de barrido de alanina se utiliz6 para la aleatorizacion de las
posiciones S96, S97 y N98 de la CDR3 de la cadena pesada de "AT". Las Plantillas A y B se generaron segun se
describe previamente. Las posiciones 96, 97 y 98 se aleatorizaron con un conjunto de cuatro cebadores para cada
posicion. Las posiciones entre paréntesis tienen nucledtidos variables segun se indica.

Para la posicion S96.

23} 57 AAT AAT TCC CCG AAC CAT ATT TGA G(AT) (ACGT) ATC
TCT CGC ACA @TA (SEQ ID NO: 131)
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24) 5’ AAT AAT TCC CCG AAC CAT ATT TGA G(CG) (ACGT) ATC
TCT CGC ACA GTA (SEQ ID NO: 132)

25} 57 AAT AAT TCC CCG AAC CAT ATT TGA CT(CGT) ATC TCT
CGC ACA GTA (SEQ ID NO: 133)

26} 5 AAT AAT TCC CCG AARC CAT ATT TGA C(AC) (AT} ATC
TCT CGC ACA GTA (SEQ ID NO: 134)

Para la posicion S97

27} 57 AAT AAT TCC CCG AAC CAT ATT G(AT) (ACGT) GGA ATC
TCT CGC ACA GTA (SEQ ID NO: 135)

28} 57 AAT AAT TCC CCG AAC CAT ATT G(CG) (ACGT) GGA ATC
TCT CGC ACA GTA (SEQ ID NO: 136)

28) 5 AAT AAT TCC CCG AAC CAT ATT CT(CGT} GGA ATC TCT
CGC ACA GTA [SEQ ID NO: 137)

30) 5’ AAT AAT TCC CCG AAC CAT ATT C(AC) (AT) GGA ATC
TCT CGC ACA @TaA (SEQ ID NO: 138)

Para la posicion N98

31} 5° AAT AAT TCC CCG AAC CAT G(AT) (ACGT) TGA GGA ATC
TCT CGC ACA {SEQ ID NO: 139)

32) 57 AAT AAT TCC CCG AAC CAT G(CG) (ACGT) TGA GGA ATC
TCT CGC ACA (SEQ ID NO: 140)

33} 5 AAT AAT TCC CCG AAC CAT CT(CGT) TGA GGA ATC TCT
CGC ACA (SEQ ID NO: 141}

34} 57 AAT AAT TCC CCG AAC CAT C(AC) (AT} TGA GGA ATC

TCT CGC ACA (SEQ ID NO: 142}

Se realizaron reacciones de PCR usando el cebador de aleatorizacién inverso y el cebador 10. El producto
resultante se extendié mediante cuatro reacciones de PCR secuenciales usando los pares de cebadores 10 + 15, 10
+ 14,10 + 13y 10 + 22. El extremo 5' de la region variable de la cadena pesada de "AT" se amplificé a partir de un
clon de longitud completa de la regién variable de la cadena pesada de "AT" usando los cebadores 16 y 72. Todos
los productos de PCR se purificaron en gel. Los productos de aleatorizacion se solaparon con el producto 16/72,
siendo los cebadores de flanqueo 16 y 22. A continuacion, la region variable de longitud completa se cloné en un

vector que contiene la regién constante de IgG1 como un fragmento Hindlll/BsmBI. Se seleccionaron clones de
anticuerpo de longitud completa mediante secuenciacion.

Los cebadores usaban la PCR de solapamiento para mutantes de aleatorizacion.

10 5’ AGT CTG AGA TCT GAA GAC ACG GCT GTG TAT TAC TGT
GCG AGA {(SEQ ID NO: 143)

16 5° CAG CAG AAG CTT AGA CCA CCA TGG ACA TGA GGG TCC
CCe CTC AGC TCC TGG G (SEQ ID NO: 144)
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72 5’ CAC AGC CGT GTC TTC AGA TCT CAG ACT GCG CAG CTC
(SEQ ID NO: 145)

22 5’ GTG GAG GCA CTA GAG ACG GTG ACC AGG GTG (SEQ ID
NO: 146)

Las variantes S96A, S97A y N98A se convirtieron de Fabs en anticuerpos de longitud completa mediante
amplificacion por PCR del clon de Fab que tiene la secuencia de sefalizacién bacteriana reemplazada por una
secuencia de sefalizacion de mamifero. Se us6 como plantilla ADN plasmidico procedente del Fab que contenia la
mutaciéon deseada. Los pares de cebadores secuenciales usados eran 21 + 22, 98 + 22 y 16 + 22. Los clones
correctos se seleccionaron mediante analisis de la secuencia de ADN.

Se generaron multiples variantes de alanina (S96A, S97A; S96A, N98A; S97A, N98A y S96A, S97A y N98A) usando
como plantilla el plasmido de IgG1 de longitud completa de la cadena pesada AT convertido. Se llevé a cabo una
reaccion de PCR inicial con uno de los cebadores listados posteriormente y el cebador 22. A continuacién, estos
productos se extendieron usando los pares de cebadores 10 + 22. A continuacion, ese producto se solapé con el
producto 16/72 usando los cebadores de flanqueo 16 y 22 y se clondé en la regién constante de IgG1 como
anteriormente. Los clones correctos se seleccionaron mediante el analisis de la secuencia de ADN.

S96A, S97A

63) 5¢ GTG TAT TAC TGT GCG AGA GAT GCC GCA AAT ATG GTT

CGG GGA ATT ATT (SEQ ID NC: 147)

S96A, N98A

64) 5’ GTG TAT TAC TGT GCG AGA GAT GCC TCA GCT ATG GTT
CCG GGA ATT ATT ATA GC (SEQ ID NO: 148)

S97A, N98A

£5) 5* GTEG TAT TAC TGT GCG AGA GAT TCC GCA GCT ATG GTT
CGG GGA ATT ATT ATA GC (SEQ ID NO: 149)

S96A, S97A, N98A

66} 57 GTG TAT TAC TGT GCG AGA GAT GCC GCA GCT ATG @GTT
CGG GEA ATT ATT ATA GC (SEQ ID NO: 150)

21} 57 GTG GTT GAG AGG TGC CAG ATG TCA GGT CCA GCT GET
GCA G(SEQ ID NO: 151)

98) 5 CCG CTC AGC TCC TGG GGC TCC TGC TAT TGT GGT TGA
GAG GTG CCA GAT (SEQ ID NO: 152)

Variantes de insercién de la regién CDR3 de la cadena ligera

La CDR3 de la cadena ligera de AT contiene un bucle de cinco aminoacidos que tiene la secuencia QHTRA (SEQ ID
NO: 09). Se construyeron variantes de secuencia de CDR3 de la cadena ligera como sigue. Se usaron los siguientes
cebadores para PCR usando un plasmido que contenia como una plantilla ADNc de la cadena ligera de Fab "AT":

(HincII)CCG GTC AAC ACA CT(ACGT) (ACGT) (GT)G
CGG CGG CGC GGG CET TCG GCC AAG GG (SEQ ID NO: 153)
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donde (ACGT) indica cuatro bases mixtas en esta posicién.
CCG GGC GCG CCT TAT TAA CAC TC(Ascl) (SEQ ID NO: 154)

El producto de PCR resultante tenia una secuencia del bucle de CDR3 incrementada de cinco a nueve aminoacidos
y cambiaba de QHTRA a GHTXAAARA donde X puede ser cualquier aminoacido. El clon AT se digirié con digestién
con Hincll y Ascl y la region CDRS3 de la cadena ligera de "AT" se reemplazé por la secuencia variante. Se aislaron
clones que contenian los veinte residuos de aminoacido en la posicion X junto con tres residuos de alanina
insertados en el bucle de CDR3 y su identidad se confirmé mediante secuenciacion de ADN.

Purificacién de Variantes de Fab

Se produjeron variantes de sustitucion de alanina de CDR3 de la cadena pesada y variantes de insercion de CDR3
de la cadena ligera y se purificaron como fragmentos Fab mediante el siguiente procedimiento. Cada variante se
hizo crecer en 50 ml de 2XYT con glucosa al 2% y 100 ug/ml de ampicilina mientras se removia a 37°C hasta una
ODsoo de 0,8-1,0. A continuacion, cada cultivo se centrifugd y se resuspendié en 50 ml de 2XYT con 100 pg/ml de
ampicilina con IPTG 1 mM a 30°C para inducir la produccion de Fabs solubles. A continuacién, los Fabs solubles se
hicieron migrar a la zona periplasmica y se concentraron durante la noche para la liberacion mediante choque
osmético. El choque osmoético se llevo a cabo al lavar las células con solucién se sacarosa 0,5 M fria en tampén de
Tris y EDTA para romper la pared celular bacteriana y a continuacion diluirlas rapidamente en solucion fria de baja
fuerza osmoética. Los Fabs solubles liberados se purificaron en una cromatografia de afinidad a metal TALON a
través de residuos etiquetados con 6X His sobre el Fab expresado. Las impurezas se retiraron por lavado con NaCl
y concentraciones de imidazol inferiores antes de eluir la proteina mediante imidazol. La expresion y la purificacién
de cada mutante se analizé mediante transferencias Western reductora, no reductora y anti-His. La concentracion de
proteina total se determin6 mediante Aazso.

Ejemplo 12
Analisis por BlAcore de variantes de "AT"

La constante de unién (Kd), la constante de velocidad de asociacion (Ka) y la constante de velocidad de disociacion
(kd) para las variantes de anticuerpo “AT” y la constante de velocidad de disociacién (Kq) para variantes de Fab "AT"
se determinaron mediante técnicas de resonancia plasmonica superficial (BlAcore) usando OPGbp [143-317]
inmovilizada. Los resultados se muestran en las Tablas IV - VIIl. Las variantes de CDR3 de la cadena ligera
descritas en el Ejemplo 11 no demostraban unién detectable.

Analisis por BlAcore de Fabs "AT" a partir de Mutaggég?sAplgr Barrido de Alanina de CDR3 de la Cadena Pesada
Kd (s
AT (Alaninas no sustituidas) 0,284
D95A Unidn indetectable
S96A 7,20x10°8
S97A 6,20x10°°
N98A 1,20x102
M99A 1,12
V100A 0,261
R(100a)A 0,303
G(100b)A 0,657
[(100c)A 0,53
[(100d)A 0,622
[(100e)A 6,90x10°°
A(100f) 0,197
Y(100g)A 7,40x107?
Y(100h)A 0,368
F(100i)A 0,251

49



ES 2758 881 T3

Kd (s7)
D110A 0,127
Y111A 0,414
TABLAV
Analisis por BlAcore de Abs "AT" a partir de Mutagénesis por Barrido de Alanina de CDR3 de la Cadena Pesada
Ka (M's) Ka (s7) Kb (nM)
AT 1,70x10° 2,00x10°3 1,18
S96A 2,60x10° 6,40x10 2,50
S97A 5,30x105 1,50x103 2,90
N98A 1,30x10° 9,00x10 0,67
S96A, S97A 3,17x10° 2,84x10°3 8,90
S97A, N98A Unién indetectable
S96A, S97A, N98A Unién indetectable
S96A, N98A Unidn indetectable
TABLA VI

Andlisis por BlAcore de Abs "AT" Sustituidos en S96 de CDR3 de la Cadena Pesada

Ka (M's) | Ka(s) |Kp (nM)
S96F | 3,17x10° |2,68x10° | 8,45
$S96Q | 1,16x108 |3,59x10° | 3,09
S96M | 3,57x10% |8,70x10°%| 2,43
S96V | 5,37x106 [1,21x102| 2,25
S961 | 2,99x10°¢ |4,66x10°| 1,56
S96N | 1,40x108 |2,15x10°| 1,53
S96P | 1,45x106 |1,88x10°| 1,29
S96W | 1,61x108 |2,03x10%| 1,26
S96T | 3,14x10% |1,67x10°| 0,53
S96D | 2,28x108 |1,18x10%| 0,51
S96R | 6,97x108 |2,62x10°| 0,38
S96E | 2,54x108 (9,01x10*| 0,35
S96K | 4,55x108 |1,41x10%| 0,31
S96L | 5,84x108 |1,75x10%| 0,30
S96H | 4,12x108 |7,64x10°| 1,86
S96G | 3,87x108 |1,50x102| 3,85
S96Y | 2,75x108 |1,85x10%| 0,67

TABLA VII
Analisis por BlAcore de Abs "AT" Sustituidos en S97 de CDRS3 de la Cadena Pesada
Ka (M's) Ka (s7) Kb (nM)
S97F Unidn indetectable
S97Y Unidn indetectable
S97G Unién indetectable
S97TW Unién indetectable
S97D Unién indetectable
S97E Asociacién rapida |Disociacion rapida 1940
S97R 4,09x10°8 1,18x10" 28,90
S97P 1,10x10° 2,69x1072 24,50
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Ka (M's) Ka (s) Kb (nM)
S97M 2,33x10°8 2,90x10%2 12,40
S97Q 7,30x10° 5,98x10° 8,19
S97N 8,95x10° 4,11x10°3 4,59
S97H 8,39x10° 2,48x10°3 3,00
S97T 4,63x10° 1,16x1073 2,51
S97vV 3,04x10°8 3,58x10°3 1,18
S97L 7,50x10° 6,90x10 0,92
S971 2,10x10°8 1,80x10°3 0,87
S97K 1,45x107 5,78x10° 0,40
TABLA VIII
Analisis por BlAcore de Abs "AT" Sustituidos en N98 de CDR3 de la Cadena Pesada

Ka (M1s) | Kq (s Kb (nM)
N98K Unidn indetectable

N98F | 3,70x10° |9,90x102 26600

N98Y | 2,72x105 |1,12x102 41,30

N98M | 2,96x108 |8,14x1072 27,50

N98T | 2,46x10° |6,62x102 26,90

N98G | 2,30x10° |5,59x103 24,30

N98I | 5,68x105 |4,36x103 7,60

N98W | 2,62x108 |7,68x103 2,93

N98E | 2,72x108 |3,59x103 1,32

N98P | 1,51x108 |1,71x103 1,13

N98H | 2,20x10° |2,34x103 1,06

NO8L | 1,48x10° |1,22x103 0,82

N98Q | 1,86x10°¢ |1,51x103 0,81

N98S | 2,67x108 |1,54x103 0,58

N98D | 6,85x108 |3,12x10° 0,46

N98V | 4,56x105 |1,97x10* 0,43

N98R | 3,59x108 |1,08x10° 0,30

Aunque la presente invencion se ha descrito en cuanto a realizaciones preferidas, se entiende que los expertos en la
especialidad estaran al tanto de variaciones y modificaciones.
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Listado de secuencias
<110> Amgen Inc.

<120> AGENTES DE UNION SELECTIVA DE PROTEINA QUE SE UNE A OSTEOPROTEGERINA
<130> EP251501VHV015pau
<140> no asignada todavia
< 141> 2008-06-16
<150>01911158.2

< 151> 2001-02-23

<150> PCT/US01/05973

< 151> 2001-02-23

<150> 09/791.153

< 151> 2001-02-22

<150> 09/511.139

< 151> 2000-02-23

<160> 155

<170> PatentlIn versién 3.3
<210> 1

<211> 11

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens
<400> 1

Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Arg Tyr Leu Asn
1 5 10

<210> 2

<211> 11

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 2
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Arg Ala Ser Gln Ser Vval Gly Ser Tyr Leu Ala
1 5 10

<210>3

<211>12

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens
<400> 3

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser Ser Leu Ala
1 5 10

<210>4

<211>9

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens
<400> 4

Ser Gly Asp Ala Leu Pro Lys Gln Tyr
1 5

<210>5

<211>7

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens
<400> 5

Gly Ala Ser Ser Leu Gln Ser
1 5

<210> 6

<211>7

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens
<400> 6

Asp Ala Thr Asn Arg Ala Thr
1 5

<210>7
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<211>7

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens
<400>7

Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr
1 5

<210>8

<211>7

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens
<400> 8

Glu Asp Ser Glu Arg Pro Ser
1 5

<210>9

<211>5

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens
<400>9

Gln His Thr Arg Ala
1 5

<210> 10

<211>5

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens
<400> 10

Gln His Arg Arg Thr
1 5

<210> 11

<211>5

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens
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<400> 11

Gln Gln Tyr Gly Ala
1 5

<210> 12

<211> 11

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens
<400> 12

Gln Ser Thr Asp Ser Ser Gly Thr Tyr val Vval
1 5 10

<210> 13

<211>5

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens
<400> 13

Asn Tyr Ala Ile His
1 5

<210> 14

<211>5

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens
<400> 14

Asn Tyr Pro Met His
1 5

<210> 15

<211>5

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens
<400> 15

Asp Tyr Ala Met His
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<210> 16

<211>17

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens
<400> 16

Trp Ile Asn Ala Gly Asn Gly Asn Thr Lys Phe Ser Gln Lys Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 17

<211>17

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 17

Val Ile Ser Tyr Asp Gly Asn Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 18

<211>17

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 18

Gly Ile Ser Trp Asn Ser Gly Arg Ile Gly Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly
<210>19
<211>17
<212> PRT

< 213> Homo sapiens
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<400> 19

Asp Ser Ser Asn Met Val Arg Gly Ile Ile Ile Ala Tyr Tyr Phe Asp
1 5 10 15

Tyr

<210> 20

<211>7

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens
<400> 20

Gly Gly Gly Gly Phe Asp Tyr
1 5

<210> 21

<211>14

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens
<400> 21

Gly Gly Ser Thr Ser Ala Arg Tyr Ser Ser Gly Trp Tyr Tyr
1 5 10

<210> 22

<211>18

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens
<400> 22

ccgactttge acctagtt 18
<210> 23

<211>24

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens
<400> 23

tttgtcgtct ticcagacgt tagt 24
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<210> 24

<211>20

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens
<400> 24

Thr Asp Ile Pro Ser Gly Ser His Lys Val Ser Leu Ser Ser Trp Tyr
1 5 10 15

His Asp Arg Gly
20

<210> 25

<211>19

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 25

Met Glu Trp Ser Trp Val Phe Leu Phe Phe Leu Ser Val Thr Thr Gly

val His Ser
<210> 26

<211>45

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens
<220>

< 221> CDS

< 222> (18)..(44)
<400> 26

cagaagctta gaccacce atg gaa tgg age tgg gte ttt cte tte t
Met Glu Trp Ser Trp Val Phe Leu Phe
1 5

<210> 27
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<211>9

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens
<400> 27

Met Glu Trp Ser Trp Val Phe Leu Phe
1 5

<210> 28

<211>45

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens
<220>

< 221> CDS

< 222> (2)..(43)
<400> 28

g agce tgg gte ttt cte tte tte ctg tca gta acg act ggt gtc ca
Ser Trp Val Phe Leu Phe Phe lLeu Ser Val Thr Thr Gly Val
1 5 10

<210> 29

<211>14

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens
<400> 29

Ser Trp Val Phe Leu Phe Phe Leu Ser Val Thr Thr Gly val
1 5 10

<210> 30

<211>42

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens
<220>

< 221> CDS

< 222> (1)..(42)

59
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<400> 30

tca gta acg act ggt gtec cac teca cag gte cag ctg gtg cag
Ser Val Thr Thr Gly Val His Ser Gln Val Gln Leu Val Gln
1 5 10

<210> 31

<211>14

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens
<400> 31

Ser val Thr Thr Gly val His Ser Gln val Gln Leu val Gln
1 5 10

<210> 32

<211>30

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 32

gtggaggcac tagagacggt gaccagggtg 30
<210> 33

<211>22

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 33

Met Asp Met Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp

1 5 10

Leu Arg Gly Ala Arg Cys
20

<210> 34

<211>48

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<220>

60

15
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< 221> CDS
< 222> (17)..(46)
<400> 34

cagaagcttg accacce atg gac atg agg gtc ccc get cag cte ctg gg
Met Asp Met Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu
1 5 10

<210> 35

<211>10

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens
<400> 35

Met Asp Met Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu
1 5 10

<210> 36

<211>48

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens
<220>

< 221> CDS

< 222> (3)..(47)
<400> 36

cc gct cag cte ctg ggg cte ctg cta ttg tgg ttg aga ggt goce aga t
Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp Leu Arg Gly Ala Arg
1 5 10 15

<210> 37

<211>15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens
<400> 37

Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp Leu Arg Gly Ala Arg
1 5 10 15

<210> 38

61

48
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<211>44

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens
<220>

< 221> CDS

< 222> (2)..(43)

<400> 38

g tgg ttg aga ggt gcc aga tgt gaa att gtg atg aca cag tect ¢
Trp Leu Arg Gly Ala Arg Cys Glu Ile Val Met Thr Gln Ser
5

1
<210> 39
<211>14
< 212> PRT
< 213> Homo sapiens

<400> 39

ES 2758 881 T3

10

Trp Leu Arg Gly Ala Arg Cys Glu Ile Val Met Thr Gln Ser

1 5
<210> 40

<211>32

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens
<400> 40

tttggacgtc gacttattaa cactctccce tg
<210> 41

<211>4

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens
<400> 41

Cys Glu Gly Arg
1

<210> 42

10

32

62

44



10

<211>30
<212>PRT
< 213> Homo sapiens

<400> 42

Met Asp Ala Met Lys Arg Gly Leu Cys Cys Val Leu Leu Leu Cys Gly

1 5

Ala Val Phe Val Phe Ser Pro Ser Arg Gly Arg Phe Arg Arg

20
<210> 43
<211>645
< 212> ADN
< 213> Homo sapiens
<220>
< 221> CDS
< 222> (1)..(645)
<400> 43

tct cac agt gca ctt gaa att gtg
Ser His Ser Ala Leu Glu Ile Val
1 ]

tcet geg tet gtt gga gac aga gte

Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val
20

agce att age aga tat tta aat tgg

Ser Ile Ser Arg Tyr Leu Asn Trp

cet agg cte ctg ate tat ggt gca

ES 2758 881 T3

25

atg
Met

ace
Thr
25

tat
Tyr

tece

10

acg
Thr
10

atc
Ile

cag
Gln

agt

cag
Gln

act
Thr

ctt
Leu

ttg

tct
Ser

tgec
Cys

aaa
Lys

caa

63

cca
Pro

cgg
Arg

cca
Pro
45

agt

30

tece
Ser

gca
Ala
30

g99
Gly

gga

15

tcc
Ser
15

agt
Ser

aaa
Lys

gtc

ctg
Leu

cag
Gln

goe
Ala

cca

48

96

144

192
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Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro
50 55 60

tca agg ttec agt gge agt gga tct ggg gea gag ttec act cte ace ate
Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ala Glu Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75 80

agc agt cta caa cct gaa gac att gec act tac tac tgt caa cac act
Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Ile BAla Thr Tyr Tyr Cys Gln His Thr
85 S0 95

cgg gcg ttc ggec caa ggg acc aag gtt gaa atc aag cga act gtg gect
Arg Ala Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala
100 105 110

gca cca tet gte tte ate tte ccg cca tct gat gag cag ttg aaa tct
Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser
115 120 125

gga act gcc tct gtt gtg tge ctg ctg aat aac ttc tat ccc aga gag
Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Prc Arg Glu
130 135 140
gee aaa gta cag tgg aag gtg gat aac geec cte caa teg ggt aac tec
Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser
145 150 155 160
cag gag agt goc aca gag cag gac age aag gac age acce tac age cte
Gln Glu Ser Ala Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu
165 170 175
age age ace ctg acg ctg age aaa gca gac tac gag aaa cac aaa gte
Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys ARla Asp Tyr Glu Lys His Lys Val
180 185 190
tac goo tge gaa gte acce cat cag gge ctg age teg ccc gtc aca aag
Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys
185 200 205

age ttc aac agg gga gag tgt
Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215

<210> 44

<211> 215

<212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 44

Ser Hisg Ser Ala Leu Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu
1 5 10 15

Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln
20 25 30

Ser Ile Ser Arg Tyr Leu Asn Trp Tyr Gln Leu Lys Pro Gly Lys Ala
35 40 45

64

240

288

336

384

432

4380

528

576

624

€45



10

Pro Arg Leu Leu Ile
50

Ser Arg Phe Ser Gly
65

Ser Ser Leu Gln Pro
85

Arg Ala Phe Gly Gln
100

Ala Pro Ser Val Phe
115

Gly Thr Ala Ser Val
130

Ala Lys Val Gln Trp
145

Gln Glu Ser Ala Thr
165

Ser Ser Thr Leu Thr
180

Tyr Ala Cys Glu Val
195

Ser Phe Asn Arg Gly
210

<210> 45

<211> 645

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens
<220>

< 221> CDS

< 222> (1)..(645)
<400> 45

tct cac agt geca ctt
Ser His Ser Ala Leu
1 S

tct ttt tet ccg ggt
Ser Phe Ser Pro Gly
20

Tyr Gly Ala
55

Ser Gly Ser
70

Glu Asp Ile

Gly Thr Lys

Ile Phe Pro
120

Val Cys Leu
135

Lys Val Asp
150

Glu Gln Asp

Leu Ser Lys

Thr His Gln
200

Glu Cys
215

gaa att gtg
Glu Ile Val

gaa aga gcc
Glu Arg Ala

ES 2758 881 T3

Ser

Gly

Ala

val

105

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

185

Gly

ctg
Leu

ace
Thr
25

Ser

Ala

Thr

90

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys
170

Asp

Leu

act
Thr
10

cte
Leu

Leu

Glu

75

Tyr

Ile

Asp

Asn

Leu

155

Asp

Tyr

Ser

cag
Gln

tec
Ser

Gln

60

Phe

Tyr

Lys

Glu

Phe

140

Gln

Ser

Glu

Ser

Ser

Thr

Cys

Gln

125

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
205

Gly

Leu

Gln

Thr

110

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

190

Val

tect cca gce
Ser Pro Ala

tge agg gco
Cys Arg Ala

65

30

val

Thr

His

95

val

Lys

Arg

Asn

Ser

175

Lys

Thr

acc
Thr
15

agt
Ser

Pro

Ile

g0

Thr

Ala

Ser

Glu

Ser
160

Leu

Val

Lys

ctg 43
Leu

cag 96
Gln
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agt gtt ggc age tac tta goec tgg tac cag cag aga cct gge cag get
Ser Val Gly Ser Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Arg Pro Gly Gln Ala
35 40 45

ccc agg ccc ctc atec tat gat goca acc aac agg gec act gge atc cea
Pro Arg Pro Leu Ile Tyr Asp Ala Thr Asn Arg Ala Thr Gly Ile Pro

acc agg ttc agt gge agt ggg tct ggg aca gac ttc act cte ace ate
Thr Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75 80

agc agc cta gag cct gaa gat ttt geca act tat tac tgt caa cac cga
Ser Ser Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln His Arg
85 %0 95

agg act ttt ggc cgg ggg acc aag ttg gag atc aaa cga act gtg get
Arg Thr Phe Gly Arg Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala
100 105 110

gca cca tct gte tte atec tte cecg cca tet gat gag cag ttg aaa tet
Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser
115 120 125

gga act gcc tct gtt gtg tgc ctg ctg aat aac ttc tat ccc aga gag
Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pre Arg Glu
130 135 140
gcc aaa gta cag tgg aag gtg gat aac gcc ctc caa tecg ggt aac tce
Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser
145 150 155 160
cag gag agt gtc aca gag cag gac agc aag gac age acce tac age cte
Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu
165 170 175
agce age acce ctg acg ctg age aaa gea gac tac gag aaa cac aaa gtc
Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val
180 185 190
tac goe tge gaa gte act cat cag gge ctg age teg cce gte aca aag

Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys
195 200 205

agc ttc aac agg gga gag tgt
Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210 215
<210> 46
<211> 215
< 212> PRT
< 213> Homo sapiens

<400> 46

Ser His Ser Ala Leu Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu
1 5 10 15

Ser Phe Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln
20 25 30

66

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

€45
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Ser Val Gly Ser Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Arg Pro Gly Gln Ala
35 40 45

Pro Arg Pro Leu Ile Tyr Asp Ala Thr Asn Arg Ala Thr Gly Ile Pro

Thr Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75 80

Ser Ser Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln His Arg

Arg Thr Phe Gly Arg Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala
100 105 110

Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser
115 120 125

Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu
130 135 140

Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser
145 150 155 160

Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu
165 170 175

Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val
180 185 190

Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys
195 200 205

Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215

<210> 47
<211>645
< 212> ADN

5 < 213> Homo sapiens
<220>
< 221> CDS
< 222> (1)..(645)
<400> 47

cac agt gca ctt gaa att gtg atg aca cag tct cca ggc acc ctg tet 48
His Ser Ala Leu Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser
10 1 5 10 15

67



ttg
Leu

gtt
val

ccc
Pro

gac
Asp
65

agc
Ser

agt
Gly

gca
Ala

gga
Gly

gce
Ala
145

cag

Gln

agc
Ser

tac
Tyr

agc
Ser

tct
Ser

agc
Ser

agg
Arg

agy
Arg

aga
Arg

gct
Ala

cca
Pro

act
Thr

130

aaa
Lys

gag
Glu

age
Ser

geoe
Ala

tte
Phe
210

<210> 48

cca
Pro

agc
Ser
35

cte
Leu

tte
Phe

ctg
Leu

tte
Phe

tect
Ser
115

gce
Ala

gta
Val

agt
Ser

acc
Thr

tgc
Cys
185

aac
Asn

<211> 215

<212> PRT

g9g
Gly

agc
Ser

ctc
Leu

agt
8er

gag
Glu

ggc
Gly
100

gtc
Val

tet
Ser

cag
Gln

gte
val

ctg
Leu
180

gaa

Glu

agyg
Arg

gaa
Glu

tec
Ser

atc
Ile

ggc
Gly

cct
Fro

gga
Gly

tte
Phe

gtt
val

tgg
Trp

aca
Thr
165

acg

Thr

gte
Val

gga
Gly

< 213> Homo sapiens

<400> 48

aga
Arg

tta
Leu

tat
Tyr

agt
Ser
70

gaa
Glu

gg9g
Gly

atc
Ile

gtg
Val

aag
Lys
150

gag
Glu

ctg
Leu

acc
Thr

gag
Glu

gcc
Ala

gcc
Ala

ggt
Gly

ggg
Gly

gat
Asp

ace
Thr

ttc
Phe

tgc
Cys
135

gtg
Val

cag
Gln

agc
Ser

cat
His

tgt
Cys
215

acc
Thr

tgg
Trp
40

gca
Ala

tet
Ser

ttt
Phe

aag
Lys

ccg
Pro
120

ctg
Leu

gat
Asp

gac
Asp

aaa
Lys

cag
Gln
200

ES 2758 881 T3

ctc
Leu
25

tac
Tyr

tece
Ser

ggg
Gly

gca
aAla

gtg
Val
105

cca
Pro

ctg
Leu

aac
Asn

age
Ser

gca
Ala
185

gge
Gly

tce
Ser

cag
Gln

agc
Ser

aca
Thr

gtg
val

gag
Glu

tct
Ser

aat
Asn

gee
Ala

aag
Lys
170

gac

Asp

ctg
Leu

tge
Cys

cag
Gln

agg
Arg

gac
Asp
75

tat
Tyr

atc
Ile

gat
Asp

aac
Asn

cte
Leu
155

gac

Asp

tac
Tyr

aac
Asn

agg
Arg

aaa
Lys

gcc
Ala

tte
Phe

tac
Tyr

aaa
Lys

gag
Glu

tte
Phe
140

caa
Gln

agce
Ser

gag
Glu

tog
Ser

gcc
Ala

cct
Pro
45

act
Thr

act
Thr

tgt
Cys

cga
Arg

cag
Gln
125

tat
Tyr

teg
Ser

ace
Thr

aaa
Lys

cec
Pro
205

agt
Ser
30

ggc
Gly

ggc
Gly

cte
Leu

cag
Gln

act
Thr
110

ttg
Leu

ccc
Pro

ggt
Gly

tac
Tyr

cac
His
190

gkte
val

cag
Gln

cag
Gln

atc
Ile

acc
Thr

cag
Gln

gtg
Val

aaa
Lys

aga
Arg

aac
Asn

age
Ser
175

aaa

Lys

aca
Thr

agt
Ser

gct
Ala

cca
Pro

atc
Ile
80

tat
Tyr

gct
Ala

tct
Ser

gag
Glu

tce
Ser
160

cte

Leu

gtc
val

aag
Lys

His Ser Ala Leu Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser

1

5

10

68

15

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

376

624

645
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Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg
20 25

Val Ser Ser Ser Ser Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys
35 40

Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe

Ser Arg Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr
85 90

Gly Ala Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
115 120

Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
130 135 140

Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln
145 150 155

Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser
165 170

Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
180 185

Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Asn Ser
195 200

Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215

<210> 49

< 211> 654

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens
<220>

< 221> CDS

< 222> (1)..(654)

69

Ala

Pro

45

Thr

Thr

Cys

Arg

Gln

125

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro

205

Ser

30

Gly

Gly

Leu

Gln

Thr

110

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

190

Val

Gln

Gln

Ile

Thr

Gln

95

val

Lys

Arg

Asn

Ser

175

Lys

Thr

Ser

Ala

Pro

Ile

80

Tyr

Ala

Ser

Glu

Ser

160

Leu

Val

Lys



<400> 49
tet cac agt
Ser His Ser
1

tce cca gga
Ser Pro Gly

aag caa tat
Lys Gln Tyr
35

ttg gtg ata
lLeu Val Ile
50

ttc tect ggce
Phe Ser Gly
65

gtc cag gca
Val Gln Ala

agt ggg act
Ser Gly Thr

agt cag ccc
Ser Gln Pro
115

gag gag ctt
Glu Glu Leu
130

tte taec ccg
Phe Tyr Pro
145

gtc aag geg
Val Lys Ala

aag tac gcg
Lys Tyr Ala

tec cac aga

Ser His Arg

1585

gag aag aca

Glu Lys Thr
210

<210> 50

<211>218

<212> PRT

gca
Ala

cag
Gln
20

gtt
Val

tat
Tyr

tec
Ser

gaa
Glu

tat
Tyr
100

aag
Lys

caa
Gln

gga
Gly

gga
Gly

geoe
Ala
180

agc

Ser

gtg
Val

cag
Gln

acg
Thr

tat
Tyr

gaa
Glu

agt
Ser

gac
Asp
85

gtc
val

gct
Ala

gcc
Ala

gee
Ala

gtg
Vval
165

age
Ser

tac
Tyr

gco
Ala

< 213> Homo sapiens

tect
Ser

gece
Ala

tgg
Trp

gac
Asp

tca
Ser
70

gag
Glu

gtc
val

gce
Ala

aac
Asn

gtg
Val
150

gag
Glu

agc
Ser

age
Ser

cct
Pro

gtg
Vval

acg
Thr

tac
Tyr

agt
Ser
55

999
Gly

gct
Ala

tte
Phe

ccc
Pro

aag
Lys
135

aca
Thr

acc
Thr

tat
Tyr

tge
Cys

aca
Thr
215

ctg
Leu

atc
Ile

cgg
Arg
40

gag
Glu

act
Thr

gac
Asp

ggc
Gly

tecg
Ser
120

goc
Ala

gtg
Val

acc
Thr

ctg
Leu

cag
Gln
200

gaa
Glu
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act
Thr

acc
Thr
25

cag
Gln

agg
Arg

gaa
Glu

tat
Tyr

gga
Gly
105

gtc
Val

aca
Thr

gec
Ala

aca
Thr

agc
Ser
185

gte
Val

tgt
Cys

cag
Gln

tgc
Cys

aag
Lys

cce
Pro

gte
val

tat
Tyr
90

g9g
Gly

act
Thr

ctg
Leu

tgg
Trp

cce
Pro
170

ctg
Leu

acg
Thr

teca
Ser

cca
Fro

tet
Ser

cca
Pro

tca
Ser

acqg
Thr
75

tgt
Cys

acc
Thr

ctg
Leu

gtg
Val

aag
Lys
155

tece

Ser

acg
Thr

cat
His

ccc
Pro

gga
Gly

ggc
Gly

g9g
Gly
60

ttg

Leu

caa
Gln

aag
Lys

tte
Phe

tgt
Cys
140

gca
BAla

aaa
Lys

cet
Pro

gaa
Glu

70

tcg
Ser

gat
Asp

cag
Gln
45

atc
Ile

agt

Ser

tca
Ser

ctg
Leu

ccg
Pro
125

ctc
Leu

gat
Asp

caa
Gln

gag
Glu

g99
Gly
205

gtg
val

geca
Ala

gce
Ala

cet
Pro

atc
Ile

aca
Thr

acc
Thr
110

cecce
Pro

ata
Ile

age
Ser

age
Ser

cag
Gln
190

age
Ser

tca
Ser

ttg
Leu

cct
Pro

gaa
Glu

agt

Ser

gac
Asp
95

gte
val

tee
Ser

agt
Ser

agc
Ser

aac
Asn
175

tgg
Trp

acc
Thr

gtg
val

cca
Pro

cta
Leu

cga
Arg

gga
Gly
80

agc
Ser

cta
Leu

tet
Ser

gac
Asp

cee
Pro
160

aac

Asn

aag
Lys

gtg
Val

48

926

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

654



<400> 50

Ser His Ser Ala Gln
1 5

Ser Pro Gly Gln Thr
20

Lys Gln Tyr Val Tyr
35

Leu Val Ile Tyr Glu
50

Phe Ser Gly Ser Ser
65

Val Gln Ala Glu Asp
85

Ser Gly Thr Tyr val
100

Ser Gln Pro Lys Ala
115

Glu Glu Leu Gln Ala
130

Phe Tyr Pro Gly Ala
145

Val Lys Ala Gly Val
165

Lys Tyr Ala Ala Ser
180

Ser His Arg Ser Tyr
195

Glu Lys Thr Val Ala
210

<210> 51

<211>690

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens
<220>

<221>CDS

Ser

Ala

Trp

Asp

Ser

70

Glu

val

Ala

Asn

Val

150

Glu

Ser

Ser

Pro

val

Thr

Tyr

Ser

55

Gly

Ala

Phe

Pro

Lys

135

Thr

Thr

Tyr

Cys

Thr
215

Leu

Ile

Arg

40

Glu

Thr

Asp

Gly

Ser

120

Ala

val

Thr

Leu

Gln

200

Glu

ES 2758 881 T3

Thr

Thr

25

Gln

Arg

Glu

Tyr

Gly

105

val

Thr

Ala

Thr

Ser

185

Val

Cys

Gln

Cys

Lys

Pro

Val

Tyr

30

Gly

Thr

Leu

Trp

Pro

170

Leu

Thr

Ser

Pro

Ser

Pro

Ser

Thr

75

Cys

Thr

Leu

Vval

Lys

155

Ser

Thr

His

Pro

Gly

Gly

Gly

60

Len

Gln

Lys

Phe

Cys

140

Ala

Lys

Pro

Glu

71

Ser

Asp

Gln

45

Ile

Ser

Ser

Leu

Pro

125

Leu

Asp

Gln

Glu

Gly
205

val

Ala

Ala

Pro

Ile

Thr

Thr

110

Pro

Ile

Ser

Ser

Gln

190

Ser

Ser

Leu

Pro

Glu

Ser

Asp

35

val

Ser

Ser

Ser

Asn

175

Trp

Thr

val

Pro

Leu

Arg

Gly

80

Ser

Leu

Ser

Asp

Pro

160

Asn

Lys

Val



<2225 (1)..(690)

<400> 51

gae cag
Ala Gln
1

gce tca
Ala Ser

tat gct
Tyr Ala

atg gga
Met Gly

ttc cag
Phe Gln
65

tac atg
Tyr Met

tgt gecg
Cys Ala

tat ttt
Tyr Phe

tac ace
Ser Thr
130

acce tot
Thr Ser
145

coc gaa
Pro Glu

gtc cac
Val His

agc agc
Ser Ser

atc tgc
Ile Cys
210

gtt gag
Val Glu
225

<210> 52

gte
val

gtg
val

ata
Ile
35

tgg
Trp

ggc
Gly

gag
Glu

aga
Arg

gac
Asp
115

aaqg
Lys

999
Gly

ceg
Pro

acc
Thr

gta
val
185

aac

Asn

ccce
Pro

<211> 230

<212> PRT

cag
Gln

aag
Lys
20

cat
His

atc
Ile

aga
Arg

ctg
Leu

gat
Asp
100

tac
Tyr

ggc
Gly

gge
Gly

gtg
val

tte
Phe
180

gtg
Vval

gtg
Vval

aaa
Lys

ctg
Leu

gtt
val

tgg
Trp

aac
Asn

atc
Ile

cgc
Arg
85

tec
Ser

tog
Trp

cca
Pro

aca
Thr

acg
Thr
165

ceg
Pro

acc
Thr

aat
Asn

tct
Ser

gtg
Val

tec
Ser

gtg
Val

gct
Ala

acc
Thr
70

agt
Ser

tca
Ser

gga
Gly

tcg
Ser

gcg
Ala
150

gtg
val

gct
Ala

gtg
Val

cac
His

tgt
Cys
230

cag
Gln

tge
Cys

cgc
Arg

ggc
Gly

gtt
Val

ctg
Leu

aat
Asn

cag
Gln

gte
val
135

goe
Ala

teg
Ser

gte
Val

CCC
Pro

aag
Lys
215

tat
Ser

aag
Lys

cag
Gln
40

aat
Asn

acc
Thr

aga
Arg

atg
Met

gge
Gly
120

tte
Phe

ctg
Leu

tgg
Trp

cta
Leu

tece
Ser
200

cCcC
Pro

ES 2758 881 T3

ggg
Gly

gct
Ala
25

gcc
Ala

ggg
Gly

agyg
Arg

tect
Ser

gtt
val
105

acc
Thr

cCC
Pro

ggc
Gly

aac
Asn

cag
Gln
185

agc

Ser

agc
Ser

gct
Ala
10

tet
Ser

ccec
Pro

aac
Asn

gac
Asp

gaa
Glu
90

cgg
Arg

ctg
Leu

ctg
Leu

tgc
Cys

tca
Ser
170

tecc
Ser

agc
Ser

aac
Asn

gag
Glu

gga
Gly

gga
Gly

aca
Thr

aca
Thr
75

gac
Asp

gga
Gly

gtc
val

gca
Ala

ctg
Leu
155

ggc
Gly

teca
Ser

ttg
Leu

acc
Thr

gtg
Val

tac
Tyr

caa
Gln

aaa
Lys
60

gcc
Ala

acg
Thr

att
Ile

acc
Thr

cec
Pro
140

gte
Val

gec
Ala

gga
Gly

ggc
Gly

aag
Lys
220

72

agg
Arg

gac
Asp

agg
Arg
45

ttt
Phe

gcg
Ala

gct
Ala

att
Ile

gtc
Val
125

tcc
Ser

aag
Lys

ctg
Leu

ctc
Leu

acc
Thr
205

gtg
val

aag
Lys

tte
Phe
30

ctt
Leu

tca
Ser

agc
Ser

gtg
val

ata
Ile
110

tca
Ser

teoe
Ser

gac
Asp

acce
Thr

tac
Tyr
190

cag

Gln

gac
Asp

cct
Pro
15

agt
Ser

gag
Glu

cag
Gln

aca
Thr

tat
Tyr
95

gcg
Ala

agc
Ser

aag
Lys

tac
Tyr

age
Ser
175

tee
Ser

acc
Thr

aag
Lys

g9g
Gly

aat
Asn

tgg
Trp

aag
Lys

gcc
Ala
80

tac
Tyr

tac
Tyr

gec
Ala

agc
Ser

tte
Phe
160

ggce
Gly

cte
Leu

tac
Tyr

aaa
Lys

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

630



< 213> Homo sapiens

<400> 52

Ala Gln Val
1

Ala Ser Val

Tyr Ala Ile
35

Met Gly Trp
50

Phe Gln Gly
65

Tyr Met Glu

Cys Ala Arg

Tyr Phe Asp
115

Ser Thr Lys
130

Thr Ser Gly
145

Pro Glu Pro

Val His Thr

Ser Ser Val
195

Ile Cys Asn
210

Vval Glu Pro
225

<210> 53

<211>690

< 212> ADN

Gln

Lys

20

His

Ile

Arg

Leu

Asp

100

Tyr

Gly

Gly

val

Phe

180

val

val

Lys

Leu

val

Trp

Asn

Ile

Arg

85

Ser

Trp

Pro

Thr

Thr

165

Pro

Thr

Asn

Ser

Val

Ser

Val

Ala

Thr

70

Ser

Ser

Gly

Ser

Ala

150

val

Ala

val

His

Cys
230

Gln

Cys

Arg

Gly

55

val

Leu

Asn

Gln

val

135

Ala

Ser

val

Pro

Lys
215

Ser

Lys

Gln

40

Asn

Thr

Arg

Met

Gly

120

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser
200

Pro

ES 2758 881 T3

Gly

Ala

25

Ala

Gly

Arg

Ser

val

105

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

185

Ser

Ser

Ala

10

Ser

Pro

Asn

Asp

Glu

Arg

Leu

Leu

Cys

Ser

170

Ser

Ser

Asn

Glu

Gly

Gly

Thr

Thr

15

Asp

Gly

val

Ala

Leu

155

Gly

Ser

Leu

Thr

val

Tyr

Gln

Lys

60

Ala

Thr

Ile

Thr

Pro

140

Val

Ala

Gly

Gly

Lys
220

73

Arg

Asp

Arg

45

Phe

Ala

Ala

Ile

Val

125

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr
205

val

Lys

Phe

30

Leu

Ser

Ser

Val

Ile

110

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

190

Gln

Asp

Pro

15

Ser

Glu

Gln

Thr

Tyr

95

Ala

Ser

Lys

Tyr

Ser

175

Ser

Thr

Lys

Gly

Asn

Trp

Lys

Ala

g0

Tyr

Tyr

Ala

Ser

Phe

160

Gly

Lenu

Tyr

Lys



< 213> Homo sapiens

<220>

< 221> CDS

< 222> (1)..(690)

<400> 53

gcc
Ala
1

gee
Ala

tat
Tyr

atg
Met

ttc
Phe
65

tac
Tyr

tgt
Cys

tat
Tyr

teco
Ser

acc
Thr
145

cca
Pro

gag
Glu

teca
Ser

gct
Ala

gga
Gly
50

cag
Gln

atg
Met

gcg
Ala

ttt
Phe

ace
Thr
130

tect

Ser

gaa
Glu

gtec
val

gty
val

ata
Ile
35

tgg
Trp

ggc
Gly

gag
Glu

aga
Arg

gac
Aszp
115

aag

Lys

999
Gly

ccg
Pro

cag
Gln

aag
Lys
20

cat
His

atc
Ile

aga
Arg

oty
Leu

gat
Asgp
100

tac

Tyr

ggc
Gly

ggc
Gly

gtg
Val

ctg
Leu

gtt
val

tgg
Trp

aac
Asn

atc
Ile

cge
Arg

toe
Ser

tag
Trp

cca
Pro

aca
Thr

acg
Thr
165

gtg
val

tce
Ser

gtg
Val

gct
Ala

acc
Thr
70

agt
Ser

tca
Ser

ggc
Gly

tog
Ser

gcg
Ala
150

gtg
Val

cag
Gln

tge
Cys

cgce
Arg

ggc
Gly
55

gtt
val

ctg
Leu

aat
Asn

caqg
Gln

gtc
val
135

goc
Ala

teg
Ser

tet
Ser

aag
Lys

cag
Gln
40

aat
Asn

acc
Thr

aga
Arg

atg
Met

ggc
Gly
120

ttc
Fhe

ctg
Leu

tgg
Trp

ES 2758 881 T3

ggg
Gly

get
Ala
25

gce
Ala

ggg
Gly

agg
Arg

tet
Ser

gtt
Val
105

acc

Thr

[slele]
Pro

ggc
Gly

aac
Asn

gct
Ala
10

tet
Ser

ccC
Pro

aac
Asn

gac
Asp

gaa
Glu

cgg
Arg

ctg
Leu

ctg
Leu

tgc
Cys

teca
Ser
170

gag
Glu

gga
Gly

gga
Gly

aca
Thr

aca
Thr
75

gac
Asp

gga
Gly

gte
val

gca
Ala

ctg
Leu
155

ggc
Gly

gtg
val

tac
Tyr

caa
Gln

aaa
Lys
60

gce

Ala

acyg
Thr

att
Ile

ace
Thr

cee
Pro
140

gtc
val

gcc
Ala

74

agyg
Arg

gac
Asp

agg
Arg
45

ttt
Phe

gcg
Ala

geot
Ala

att
Ile

gte
Val
125

tce
Ser

aag
Lys

ctg
Leu

aag
Lys

tte
Phe
30

ctt
Leu

tca
Ser

agc
Ser

gtg
Val

ata
Ile
110

tca

Ser

tce
Ser

gac
Asp

acc
Thr

cct
Pro
15

agt

Ser

gag
Glu

cag
Gln

aca
Thr

tat
Tyr
95

gcg
Ala

age
Ser

aag
Lys

tac
Tyr

agc
Ser
175

ggg
Gly

aat
Asn

tgg
Trp

aag
Lys

gceo
Ala
80

tac
Tyr

tac
Tyr

gee
Ala

agc
Ser

tte
Phe
160

ggc
Gly

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528



gtc
vVal

agc
Ser

atc
Ile

gtt
Val
225

cac
His

agc
Ser

tgc
Cys
210

gag
Glu

<210> 54

acc
Thr

gta
Val
195

aac
Asn

[alaled
Pro

<211> 230

<212> PRT

ttc
Phe
180

gtg
Val

gtg
val

aaa
Lys

ccg
Pro

acc
Thr

aat
Asn

tet
Ser

< 213> Homo sapiens

<400> 54

Ala

1

Ala

Tyr

Met

Phe

65

Tyr

Cys

Tyr

Ser

Thr
145

Glu

Ser

Ala

Gly

Gln

Met

Ala

Phe

Thr

130

Ser

val

Val

Ile

35

Trp

Gly

Glu

Arg

Asp

115

Lys

Gly

Gln

Lys

20

His

Ile

Arg

Leu

Asp

100

Tyr

Gly

Gly

Leau

Val

Trp

Asn

Ile

Arg

85

Ser

Trp

Pro

Thr

gct
Ala

gtg
Val

cac
His

tgt
Cys
230

val

Ser

Val

Ala

Thr

70

Ser

Ser

Gly

Ser

Ala
150

gte
val

ccc
Pro

aag
Lys
215

Gln

Cys

Arg

Gly

Val

Leu

Asn

Gln

Val

135

Ala

cta
Leu

tee
Ser
200

CCC
Pro

Ser

Lys

Gln

40

Asn

Thr

Arg

Met

Gly

120

Phe

Leu

ES 2758 881 T3

cag
Gln
185

agc
Ser

agc
Ser

Gly

Ala

25

Ala

Gly

Arg

Ser

val

105

Thr

Pro

Gly

tece
Ser

agc
Ser

aac
Asn

Ala

10

Ser

Pro

Asn

Asp

Glu

90

Arg

Leu

Leu

Cys

tca
Ser

ttg
Leu

acc
Thr

Glu

Gly

Gly

Thr

Thr

15

Asp

Gly

Val

Ala

Leu
155

gga
Gly

ggc
Gly

aag
Lys
220

val

Tyr

Gln

Lys

60

Ala

Thr

Ile

Thr

Pro

140

Val

75

cte
Leu

acc
Thr
205

gtg
val

Arg

Asp

Arg

45

Phe

Ala

Ala

Ile

Val

125

Ser

Lys

tac
Tyr
190

cag
Gln

gac
Asp

Lys

Phe

30

Leu

Ser

Ser

Val

Ile

110

Ser

Ser

Asp

tce
Ser

acc
Thr

aag
Lys

Pro

15

Ser

Glu

Gln

Thr

Tyr

95

Ala

Ser

Lys

Tyr

ctc
Leu

tac
Tyr

aaa
Lys

Gly

Asn

Trp

Lys

Ala

80

Tyr

Tyr

Ala

Ser

Phe
160

576

624

672

690



10

Pro

Val

Ser

Ile

Vval
225

Glu

His

Ser

Cys

210

Glu

<210> 55

Pro

Thr

Val

195

Asn

Pro

<211> 660

< 212> ADN

val

Phe

180

Val

val

Lys

Thr

165

Pro

Thr

Asn

Ser

< 213> Homo sapiens

<220>

< 221> CDS

< 222> (1)..(660)

<400> 55

gcc
Ala
1

999
Gly

tat
Tyr

gtg
Val

gtg
val
65

tat
Tyr

tgt
Cys

gtc
val

gag
Glu

tcc
Ser

cct
Pro

gca
Ala
50

aag

Lys

ttg
Leu

gcg
Ala

acc
Thr

gtc
val

ctg
Leu

atg
Met
35

gtt
Val

ggc
Gly

caa
Gln

agyg
Arg

gtc
val

cag
Gln

aga
Arg
20

cac
His

ata
Ile

cga
Arg

atg
Met

999
Gly
100

tca
Ser

ctg
Leu

ctc
Leu

tgg
Trp

tca
Ser

tte
FPhe

aac
Asn
85

ggc
Gly

agc
Ser

val

Ala

Val

His

Cys
230

gtg
val

tcc
Ser

gtc
Val

tat
Tyr

acc
Thr
70

agc

Ser

ggt
Gly

gcc
Ala

Ser

Val

Pro

Lys
215

cag
Gln

tgt
Cys

cge
Arg

gat
Asp
55

atc

Ile

ctg
Leu

ggc
Gly

tcc
Ser

ES 2758 881 T3

Trp Asn Ser Gly Ala

170

Leu Gln Ser Ser Gly

185

Ser Ser Ser Leu Gly

200

Pr¢ Ser Asn Thr Lys

tet
Ser

tta
Leu

cag
Gln

gga
Gly

tea
Ser

aga
Arg

ttt
Fhe

acc
Thr

ggg
Gly

gtc
Val
25

gct
Ala

aat
Asn

aga
Arg

tet
Ser

gac
Asp
105

aag
Lys

gga
Gly
10

tct
Ser

cca
Pro

aat
Asn

gac
Asp

gag
Glu
90

tac

Tyr

ggc
Gly

ggc
Gly

gga
Gly

ggc
Gly

aaa
Lys

aat
Asn
75

gac

Asp

tgg
Trp

cca
Pro

220

ttg
Leu

ttc
Phe

aag
Lys

tac
Tyr
60

tee
Ser

acg
Thr

gge
Gly

tcg
Sar

76

Leu Thr Ser Gly
175

Leu Tyr Ser Leu
190

Thr Gln Thr Tyr
205

Val Asp Lys Lys

gtec cag cct ggg
Val Gln Pro Gly
15

acc ttc aat aac
Thr Phe Asn Asn
30

ggg ctg gag tgg
Gly Leu Glu Trp

tac gca gac tcc
Tyr Ala Asp Ser

aag aac acg ctg
Lys Asn Thr Leu
80

gee gkg tat tac
Ala Val Tyr Tyr
85

cag gga ace ctg
Gln Gly Thr Leu
110

gtc ttc ccec ctg
Val Phe Prc Leu

48

96

144

192

240

288

336

384



gca
Ala

ctg
Leu
145

ggc
Gly

teca
Ser

ttg
Leu

acc
Thr

cce
Pro
130

gte
Val

geoe
Ala

gga
Gly

age
Gly

aag
Lys
210

<210> 56

115

tece
Ser

aag
Lys

ctg
Leu

cte
Leu

acc
The
195

gtg
VvVal

<211> 220

<212> PRT

teco
Ser

gac
Agp

acc
Thr

tac
Tyr
180

cag

Gln

gac
Asp

aag
1ys

tac
Tyr

age
Ser
165

tee
Ser

acec
Thr

aag
Lys

< 213> Homo sapiens

<400> 56

Ala

1

Gly

Tyr

Val

val

65

Tyr

Cys

val

Glu

Ser

Pro

Ala

50

Lys

Leu

Ala

Thr

val

Leu

Met

35

val

Gly

Gln

Arg

val

Gln

Arg

20

His

Ile

Arg

Met

Gly

100

Ser

Leau

Leau

Trp

Ser

Phe

Asn

85

Gly

Ser

agce
Ser

tte
Phe
150

gge
Gly

cte
Leu

tac
Tyr

aaa
Lys

val

Ser

val

Tyr

Thr

70

Ser

Gly

Ala

acc
Thr
135

ccc

Pro

gte
val

age
Ser

ate
Ile

gtt
Val
215

Gln

Cys

Arg

Asp

Ile

Leu

Gly

Ser

120
tet

Ser

gaa
Glu

cac
His

age
Ser

tge
Cys
200

gag
Glu

Ser

Leu

Gln

40

Gly

Ser

Arg

Phe

Thr

ES 2758 881 T3

999
Gly

ceg
Bro

acc
Thr

gta
Val
185

aac

Asn

ccc
Pro

Gly

val

25

Ala

Asn

Arg

Ser

Asp

105

Lys

ggc
Gly

gtg
Val

tte
Phe
170

gtg

Val

gtg
Val

aaa
Lys

Gly

10

Ser

Pro

Asn

Asp

Glu

20

Tyr

Gly

aca
Thr

acg
Thr
155

ceg

Pro

acc
Thr

aat
Asn

tct
Ser

Gly

Gly

Gly

Lys

Asn

75

Asp

Trp

Pro

gcg
Ala
140

gtg
Val

get
Ala

gtg
Val

cac
Hig

tgt
Cys
220

Leu

Phe

Lys

Tyr

60

Ser

Thr

Gly

Ser

77

125
gcc

Ala

teg
Ser

gte
Val

cce
Pro

aag
Lys
205

val

Thr

Gly

45

Tyr

Lys

Ala

Gln

val

ctg
Leu

tgg
Trp

cta
Leu

tce
Ser
190

cce
Pro

Gln

Phe

30

Leu

Ala

Asn

val

Gly

110

Phe

ggc
Gly

aac
Asn

cag
Gln
175

age

Ser

age
Ser

Pro

15

Asn

Glu

Asp

Thr

Tyr

95

Thr

Pro

tgc
Cys

tca
Ser
160

tece
Ser

agce
Ser

aac
Asn

Gly

Asn

Trp

Ser

Leu

g0

Tyr

Leu

Leu

432

480

528

576

624

660



ES 2758 881 T3

115 120 125

Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala ILeu Gly Cys
130 135 140

Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser
145 150 155 160

Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser
165 170 175

Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser
180 185 130

Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn
195 200 205

Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys
210 215 220

<210> 57

<211> 681

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens
<220>

< 221> CDS

< 222> (1)..(681)

<400> 57

78



gcc
Ala

agg
Arg

tat
Iyr

gte
val

gtg
val
65

tat

Tyr

tgt

Cys

tac
Tyr

ggc
Gly

ggc
Gly
145

gtg
val

ttc
Phe

gtg
val

gtg
Val

aaa
Lys
225

gag
Glu

tecc
Ser

gce
Ala

tca
Ser
50

aaqg

Lys

ctg
Leu

gca

Ala

tgy
Trp

cca
Pro
130

aca
Thr

acyg
Thr

ccg
Pro

acec
Thr

aat
Asn
210

tect
Ser

<210> 58

atg
val

ctg
Leu

atg
Met
35

ggt
Gly

ggc
Gly

caa
Gln

aaa

Lys

gge
Gly
115

teg
Ser

gcy
Ala

gtyg
val

gct
Ala

gtg
val
185

cac

His

tgt
Cys

< 211> 227

<212> PRT

cag
Gln

aga
Arg
20

cac

His

att
Ile

cga
Arg

atg
Met

gg9g

Cly
100

cag
Gln

gtc
Val

gcc
Ala

tecg
Ser

gtc
Val
180

cCcC

Pro

aag
Lys

ctg
Leu

ctc
Leu

tgy
Trp

agt
Ser

tte
FPhe

aac
Asn
85

ggt

Gly

ggc
Gly

ttec
Phe

ctg
Leu

tag
Trp
165

cta

Leu

tce
Ser

ccc
Pro

< 213> Homo sapiens

ctg
Leu

tce
Ser

gte
val

tgg
Trp

acc
Thr
70

agt

Ser

tect

Ser

ace
Thr

ccc
Pro

ggc
Gly
150

aac
Asn

cag
Gln

agc
Ser

agc
Ser

gag
Glu

tgt
Cys

cgg
Arg

aat
Asn
55

atc

Ile

ctg
Leu

aca

Thr

ety
Leu

ctg
Leu
135

tgc
Cys

tca
Ser

tece
Ser

agc
Ser

aac
Asn
215

tet
Ser

gca
Ala

caa
Gln
40

agt

Ser

tae
Ser

aga
Arg

agc

Ser

gte
Val
120

gca
Ala

ctg
Leu

ggc
Gly

tca
Ser

ttg
Leu
200

acc
Thr

ES 2758 881 T3

ggg
Gly

gcec
Ala
25

get
Ala

ggt
Gly

aga
Arg

cct
Pro

gcg

Ala
105

acc
Thr

cca
Pro

gtc
Val

gcc
Ala

gga
Gly
185

ggc
Gly

aag
Lys

gga
Gly
10

tct

Ser

cca
Pro

agg
Arg

gac
Asp

gag
Glu
S0

agg

Arg

gte
Vval

tce
Ser

aag
Lys

ctg
Leu
170

cte

Leu

acc
Thr

gtg
Vval

ggc
Gly

gga
Gly

gag
Gly

ata
Ile

aac
Asn
75

gac
Asp

tat

Tyr

tea
Ser

tece
Ser

gac
Asp
155

acc
Thr

tac
Tyr

cag
Gln

gac
Asp

ttg
Leu

tte
Phe

aag
Lys

ggc
Gly
60

gee
Ala

acg
Thr

age

Ser

age
Ser

aag
Lys
140

tac

Tyr

agc
Ser

tce
Ser

acc
Thr

aag
Lys
220

79

gta
val

acc
Thr

ggc
Gly
45

tat
Tyr

aag
Lys

gce
Ala

agt

Ser

gee
Ala
125

agc
Ser

ttc
Phe

ggc
Gly

cte
Leu

tac
Tyr
205

aaa
Lys

caa
Gln

ttt
Phe
30

ctg

Leu

geg
Ala

aac
Asn

ttc
Phe

ggc

Gly
110

tee
Ser

acc
Thr

ccc
Pro

gtc
val

age
Ser
190

atc

Ile

gtt
val

cct
Pre
15

gat
Asp

gag
Glu

gac
Asp

tee
Ser

tat
Tyr
95

tgg

Trp

ace
Thr

tct
Ser

gaa
Glu

cac
His
175
agc

Ser

tge
Cys

gag
Glu

ggc
Gly

gat
Asp

tgg
Trp

tet
Ser

ctg
Leu
80

tac

Tyr

tac

Tyr

aag
Lys

ggg
Gly

ccg
Pro
160

acc
Thr

gta
Val

aac
Asn

ccc
Pro

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

681



<400> 58

Ala Glu
1

Arg Ser

Tyr Ala

Val Ser
50

Val Lys

Tyr Leu

Cys Ala

Tyr Trp

Gly Pro
130

Gly Thr
145

Val Thr

Phe Pro

Val Thr

Vval Asn
210

Lys Ser
225

<210> 59

val

Leu

Met

35

Gly

Gly

Gln

Lys

Gly

115

Ser

Ala

val

Ala

Val

195

His

Cys

<211>141

<212> PRT

Gln

Arg

20

His

Ile

Arg

Met

Gly

100

Gln

Val

Ala

Ser

val

180

Pro

Lys

Leau

Leu

Trp

Ser

Phe

Asn

85

Gly

Gly

Phe

Leu

Trp

165

Leu

Ser

Pro

< 213> Homo sapiens

Leu

Ser

Val

Trp

Thr

Ser

Ser

Thr

Pro

Gly

150

Asn

Gln

Ser

Ser

Glu

Cys

Arg

Asn

55

Ile

Leu

Thr

Leu

Leu

135

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn
215

Ser

Ala

Gln

40

Ser

Ser

Arg

Ser

val

120

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

200

Thr

ES 2758 881 T3

Gly

Ala

25

Ala

Gly

Arg

Pro

Ala

105

Thr

Pro

val

Ala

Gly

185

Gly

Lys

Gly

10

Ser

Pro

Arg

Asp

Glu

90

Arg

val

Ser

Lys

Leu

170

Leu

Thr

val

Gly

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

Tyr

Ser

Ser

Asp

155

Thr

Tyr

Gln

Asp

Leu

Phe

Lys

Gly

Ala

Thr

Ser

Ser

Lys

140

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys
220

80

val

Thr

Gly

45

Tyr

Lys

Ala

Ser

Ala

125

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

205

Lys

Gln

Phe

30

Leu

Ala

Asn

Phe

Gly

110

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

190

Ile

val

Pro

15

Asp

Glu

Asp

Ser

Tyr

95

Trp

Thr

Ser

Glu

His

175

Ser

Cys

Glu

Gly

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

Tyr

Lys

Gly

Pro

160

Thr

val

Agn

Pro



ES 2758 881 T3

<400> 59

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30

Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Arg Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asn Ala Gly Asn Gly Asn Thr Lys Tyr Ser Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Arg Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 50 95

Ala Arg Val Leu Leu Trp Phe Gly Glu Leu Leu Tyr Tyr Tyr Gly Ser
100 105 110

Gly Ser Tyr Tyr Asn Ile Thr Met Val Arg Gly Val Ile Ile Tyr Phe
115 120 125

Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
130 135 140

<210> 60
<211>126

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 60

81



Gln val Gln Leu Val

Ser Val Lys Val Ser

Ala Tle His Trp Val
35

Gly Trp Ile Asn Ala

Gln Gly Arg Ile Thr
65

Met Glu Leu Arg Ser

Ala Arg Asp Ser Ser
100

Phe Asp Tyr Trp Gly
115

<210> 61
<211> 126
< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

Gln

Cys

Arg

Gly

val

70

Leu

Asn

Gln

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Met

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

val

Thr
120

ES 2758 881 T3

Ala

Ser

Pro

Asn

Asp

Glu

Arg

105

Leu

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

Gly

val

val

Tyr

Gln

Lys

Ala

15

Thr

Ile

Thr

Arg

Asp

Arg

Phe

60

Ala

Ala

Ile

val

82

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Ser

Val

Ile

Ser
125

Pro

Ser

Glu

Gln

Thr

Tyr

Ala

110

Ser

Gly

15

Asn

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Tyr

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

g0

Cys

Tyr



<400>

61

Glu vVal Gln

1

Ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

Phe

val

Ile

Trp

Gly

Glu

Asp

<210> 62

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Asp

Tyr
115

<211>113

<212> PRT

Leu

val
20

Trp

Asn

Ile

Arg

Ser
100

val

Ser

Val

Ala

Thr

Ser

85

Ser

Gly

< 213> Homo sapiens

<400> 62

Gln
1

Ser

Gly

Ala

Lys

65

Leu

val

Leu

Met

Val

50

Gly

Gln

Gln

Arg

His

35

Ile

Met

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

val

Ser

val

Tyr

Thr

Ser

Gln

Cys

Arg

Gly

Val

70

Leu

Asn

Gln

Glu

Cys

Arg

Agp

Ile

70

Leu

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Met

Gly

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Val

Thr
120

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

ES 2758 881 T3

Ala

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Arg

105

Leu

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Glu

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

20

Gly

val

Gly

10

Gly

Gly

Lvs

Asn

Asp

val

Tyr

Gln

Lys

Ala

75

Thr

Ile

Thr

val

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Arg

Asp

Arg

Phe

Ala

Ala

Ile

val

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

83

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Ser

Val

Ile

Ser
125

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Ala

110

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

Asn

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Tyr

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Tyr

Arg

Tyr

val

Val

Tyr

80

Cys



10

85

ES 2758 881 T3

90

95

Ala Lys Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser

Ser

<210> 63

<211>116

<212> PRT

100

< 213> Homo sapiens

<400> 63

Glu val
1

Ser Leu

Pro Met

Ala val
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Thr Val

<210> 64

Gln

Arg

Hisg

35

Ile

Arg

Met

Gly

Ser
115

<211>132

<212> PRT

Leu

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Ser

val

Ser

val

Tyr

Thr

Ser

85

Gly

< 213> Homo sapiens

<400> 64

Gln

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Gly

Ser

Leu

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Phe

Gly

Vval

Ala

40

Asn

Arg

Ser

Asp

105

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Tyr
105

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

Trp

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

84

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Gly

110

Pro Gly
15

Asn Asn
30

Glu Trp

Asp Ser

Thr Leu

Tyr Tyr

95

Thr Leu
110

Gly

Tyr

val

val

Tyr

80

Cys

val



ES 2758 881 T3

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asp Asp Tyr
20 25 30

Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Gly Ile Ser Trp Asn Ser Gly Ser Ile Gly Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys
85 20 95

Ala Lys Asp Gly Tyr Ser Ser Gly Trp Tyr Gly Ile Ala Val Ala Gly
100 105 110

Val Gln Trp Leu Val Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
115 120 125

Thr Val Ser Ser
130

<210> 65
<211>123

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 65

85



ES 2758 881 T3

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asp Asp Tyr
20 25 30

Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

Ser Gly Ile Ser Trp Asn Ser Gly Arg Ile Gly Tyr Ala Asp Ser Val
50 S5 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Agn Ser Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Pro Glu Asp Thr Ala Phe Tyr Tyr Cys
85 %0 85

Ala Lys Gly Gly Ser Thr Ser Ala Arg Tyr Ser Ser Gly Trp Tyr Tyr
100 105 110

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 66

<211>107

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 66

86



10

Agsp Ile Gln

Asp Arg Val

Leu Asn Trp

Tyr Ala Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<210> 67

<211>103

< 212> PRT

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

< 213> Homo sapiens

<400> 67

Glu Ile Val
1

Asp Arg Val

Leu Asn Trp
35

Tyr Gly Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Ile

Gly Thr Lys

<210> 68

<211> 107

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

val
100

Thr

Ile

Gln

Ser

Ala

Thr
85

Glu

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Gln

Thr

Leu

Leu

Glu
70

Tyr

Ile

Ser

Cys

Lys

Gln

S5

Phe

Tyr

Lys

Ser

Cys

Lys

Gln
55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

ES 2758 881 T3

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln

20

Ile

Ser
10

Ser

Lys

val

Thr

His
30

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

15

Ser

Lys

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile
75

Thr

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Ser

Ser

Pro

Ser
60

Ser

Arg

87

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ala

Ile

Arg

45

Arg

Ser

Ala

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Phe

val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Val
15

Arg

Leu

Ser

Gln

Gly
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Trp

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro
80

Gln



10

<212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 68

Glu Ile Val Leu
1

Glu Arg Ala Thr
20

Leu Ala Trp Tyr
35

Tyr Asp Ala Ser

Ser Gly Ser Gly
65

Glu Asp Phe Ala

Thr Phe Gly Gln
100

<210> 69

<211>103

< 212> PRT

Thr

Leu

Gln

Asn

Thr

Val

85

Gly

< 213> Homo sapiens

<400> 69

Gln

Ser

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Fhe

Tyr

Lys

Pro

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

ES 2758 881 T3

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
108

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

g0

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Arg

Lys

Ser

Ser

Pro

Ala

Ser

Ser

Leu

Vval

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Trp

Pro

15

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Phe Ser Pro Gly

1

5

10

15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Gly Ser Tyr

20

25

88

30
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ES 2758 881 T3

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Arg Pro Gly Gln Ala

35 490

Tyr Asp Ala Thr Asn Arg Ala Thr Gly Ile Pro

50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Tle

65 70

75

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln His Arg

85

Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100

<210> 70

<211>107

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 70

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro
1 5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg
20

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40

Tyr Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
65 70

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys
85

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val
100

<210> 71

<211>104

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 71

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

90

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

S0

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Arg

Lys

Pro Arg Pro Leu Ile

45

Thr Arg Phe Ser Gly

60

Ser Ser Leu Glu Pro

80

Arg Thr Phe Gly Arg

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Ser

89

Leu

Val

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Trp

85

Pro

15

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Leu



Glu Ile

Glu Arg

Ser Leu

Tle Tyr

50

Gly Ser

Pro Glu

Gly Gly

<210>72

Val

Ala

Ala

Gly

Gly

Asp

Thr

<211>108

<212> PRT

Met

Thr
20

Trp

Ala

Ser

Phe

Lys
100

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Val

< 213> Homo sapiens

<400> 72

Ser Tyr
1

Thr Ala

Tyr Trp

Lys Asp
50

Ser Ser
65

Asp Glu

Val Val

<210> 73

Glu

Arg

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

Phe

Leu

Ile

Gln

Glu

Thr

Asp

Gly
100

Met

Thr

Gln

Arg

Thr

Tyr

85

Gly

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

val

Glu

Gln

Cys

Lys

Pro

Val

70

Tyr

Gly

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Ile

Pro

Ser

Pro

Ser

S5

Thr

Cys

Thr

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Lys

ES 2758 881 T3

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Ser

Asp

Gln

Ile

Thr

Ser

Leu
105

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln
g0

val

10

Ala

Ala

Pro

Ile

Ala

20

Thr

Leu

Gln

Gln

Tle

Thr

75

Gln

Ser

Leu

Pro

Glu

Ser

15

Asp

val

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

val

Pro

Val

Arg

60

Gly

Ser

Leu

90

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Gly

Ser

Lys

Leu

45

Phe

val

Ser

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Ala

Pro

Gln

30

val

Ser

Gln

Gly

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Phe
95

Gly

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Thr
a5

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

Gly

Gln

Ala

Tyr

Ser

Glu

80

Tyr
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<211>108
<212>PRT
< 213> Homo sapiens

<400> 73

Gln Ser Val Leu Thr
1 5

Thr Ala Thr Ile Thr
20

Tyr Trp Tyr Arg Gln
35

Glu Asp Ser Glu Arg
50

Ser Ser Gly Thr Glu

65
Asp Glu Ala Asp Tyr
85

Val val Phe Gly Gly
100

<210> 74

< 211> 522

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens
<220>

< 221> CDS

< 222> (4)..(513)

<400> 74

Gln

Cys

Lys

Pro

val

70

Tyr

Gly

Pro

Ser

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Thr

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Lys

ES 2758 881 T3

Ser

Asp

25

Gln

Ile

Ser

Ser

Leu
105

Val

10

Ala

Ala

Pro

Ile

Thr

20

Thr

Ser

Leu

Pro

Glu

Ser

75

Asp

val

val

Pro

Leu

Arg

60

Gly

Ser

Leu

91

Ser

Lys

Leu

45

Phe

val

Ser

Pro

Gln

val

ser

Gln

Gly

Gly

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Thr
95

Gln

val

Tyr

Ser

Glu

Tyr



cat

cag
Gln

tecc
Ser

aag
Lys

gat
Asp

aca
Thr
80

gtt
Val

999
Gly

ata
Ile

att
Ile

tac
Tyr
160

atg
Met

cca
Pro

cat
His

atc
Ile

ggc
Gly

65

tcg
Ser

aaa
Lys

aga
Ser

aat
Asn

cag
Gln
145

ttt
Phe

<210> 75

gac
Asp

ttt
Phe

aaa
Lys

tet
Ser
50

tte
Phe

gga
Gly

ace
Thr

acyg
Thr

gtt
Val
130

gtg
val

g99
Gly

<211>170

<212> PRT

tac
Tyr

gca
Ala

gtc
Val
35

aac
Asn

tat
Tyr

gac
Asp

agce
Ser

aaa
Lys
115

g99
Gly

teoe
Ser

gct
Ala

aag
Lys

cac
His
20

act
Thr

atg
Met

tac
Tyr

ctg
Leu

ate
Ile
100

aac

Asn

gga
Gly

aac
Asn

tte
Fhe

< 213> Homo sapiens

<400> 75

gac
Asp

ctc
Leu

ctg
Leu

acg
Thr

ctg
Leu

gct
Ala
85

aaa
Lys

tgg
Trp

ttt
Phe

cct
Pro

aaa
Lys
165

gac
Asp

acc
Thr

tece
Ser

tta
Leu

tac
Tyr

70

act
Thr

ate
Ile

teg
Ser

tte
Phe

teoe
Ser
150

gtt
Val

gat
Asp

atc
Ile

tct
Ser

age
Ser
55

get
Ala

gaa
Glu

cca
Pro

ggc
Gly

aag
Lys
135

ctg

Leu

cag
Gln

ES 2758 881 T3

gac
Asp

aat
Asn

tgg
Trp
40

aac
Asn

aac
Asn

tat
Tyr

agt
Ser

aat
Asn
120

cte
Leu

ctg
Leu

gac
Asp

aag
Lys

gct
Ala
25

tac
Tyr

gga
Gly

att
Ile

ctt
Leu

tct
Ser
105

tet

Ser

cga
Arg

gat
Asp

ata
Ile

aag
Lys
10

gcc
Ala

cac
His

aaa
Lys

tge
Cys

caq
Gln
g0

cat
His

gaa
Glu

gct
Ala

ceg
Pro

gac
Asp
170

ctt aag cct
Leu Lys Pro

agc atc cca
Ser Ile Pro

gat cga ggc
Asp Arg Gly
45

cta agg gtt
Leu Arg Val

ttt cgg cat
Phe Arg His

75

ctg atg gtg
Leu Met Val

aac ctg atg
Asn Leu Met

tte cac ttt
Phe His Phe
125

ggt gaa gaa
Gly Glu Glu
140

gat caa gat
Asp Gln Asp
155

taactcgag

92

gag
Glu

tecg
Ser

tgg
Trp

aac
Asn

cat
His

tat
Tyr

aaa
Lys
110

tat
Tyr

att
Ile

gcg
Ala

gcc
Ala
15

ggt
Gly

gcoc
Ala

caa
Gln

gaa
Glu

gtc
Val
95

gga
Gly

tee
Ser

agce
Ser

acg
Thr

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

522



Met Asp

Pro Phe

His Lys

Ile Ser

Gly Phe
65

Ser Gly

Lys Thr

Ser Thr

Asn Val
130

Gln Val
145

Phe Gly

<210> 76

<211>39

Tyr

Ala

val

35

Asn

Tyr

Asp

Ser

Lys

115

Gly

Ser

Ala

<212> PRT

Lys

His

20

Thr

Met

Tyr

Leu

Ile

100

Asn

Gly

Asn

Phe

Asp

Leu

Leu

Thr

Leu

Ala

85

Lys

Trp

Phe

Pro

Tys
165

< 213> Homo sapiens

<400> 76

Asp

Thr

Ser

Leu

Tyr

70

Thr

Ile

Ser

Phe

Ser
150

Val

Asp

Ile

Ser

Ser

Ala

Glu

Pro

Gly

Lys
135

Leu

Gln

Asp

Asn

Trp

40

Asn

Asn

Tyr

Ser

Asn

120

Leu

Leu

Agp

ES 2758 881 T3

Lys

Ala

25

Tyr

Gly

Ile

Leu

Ser

105

Ser

Arg

Asp

Ile

Lys

10

Ala

Hig

Lys

Cys

Gln

920

His

Glu

Ala

Pro

Asp
170

Leu

Ser

Asp

Leu

Phe

15

Leu

Asn

Phe

Gly

Asp
155

Lys

Ile

Arg

Arg

60

Arg

Met

Leu

His

Glu
140

Gln

Pro

Pro

Gly

45

Val

His

Val

Met

Phe

125

Glu

Asp

Glu

Ser

30

Trp

Asn

His

Tyr

Lys

110

Tyr

Ile

Ala

Ala

15

Gly

Ala

Gln

Glu

val

95

Gly

Ser

Ser

Thr

Gln

Ser

Lys

Asp

Thr

80

val

Gly

Ile

Ile

Tyr
160

Gly Phe Tyr Tyr Leu Tyr Ala Asn Ile Cys Phe Arg His His Glu Thr

1

5

10

15

Ser Gly Asp Leu Ala Thr Glu Tyr Leu Gln Leu Met Val Tyr Val Thr
20

Lys Thr Ser Ile Lys Ile Pro

<210> 77

35

25

93

30
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<211>39
< 212> PRT
< 213> Mus musculus

<400> 77

Gly Phe Tyr Tyr Leu Tyr ARla Asn Ile Cys Phe Arg His Hig Glu Thr
1 5 10 15

Ser Gly Ser Val Pro Thr Asp Tyr Leu Gln Leu Met Val Tyr vVal Val
20 25 30

Lys Thr Ser Ile Lys Ile Pro
35

<210> 78

<211>39

< 212> PRT

< 213> Mus musculus
<400> 78

Gly Phe Tyr Tyr Leu Tyr Ala Asn Ile Cys Phe Arg His His Glu Thr
1 5 10 15

Ser Gly Asp Leu Ala Thr Glu Tyr Leu Gln Leu Met Val Tyr Val Val
20 25 30

Lys Thr Ser Ile Lys Ile Pre
35

<210> 79

<211>5

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens
<400> 79

Asp Leu Ala Thr Glu
1 5

<210> 80
<211>17
< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

94



10

15

20

25

ES 2758 881 T3

<220>

< 221> misc_feature

< 222> (1)..(1)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<400> 80

Xaa Ser Ser Asn Met Val Arg Gly Ile Ile Ile Ala Tyr Tyr Phe Asp
1 5 10 15

Tyr
<210> 81

<211>17

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<220>

< 221> misc_feature

< 222> (2)..(2)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<400> 81

Asp Xaa Ser Asn Met Val Arg Gly Ile Ile Ile Ala Tyr Tyr Phe Asp
1 3 10 15

Tyr
<210> 82

<211>17

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<220>

< 221> misc_feature

< 222> (3)..(3)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<400> 82

95
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Asp Ser Xaa Asn Met Val Arg Gly Ile Ile Ile Ala Tyr Tyr Phe Asp
1 5 10 15

Tyr
<210> 83

<211>17

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<220>

< 221> misc_feature

< 222> (4)..(4)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<400> 83

Asgp Ser Ser Xaa Met Val Arg Gly Ile Ile Ile Ala Tyr Tyr Phe Asp
1 5 10 15

Tyr

<210> 84

<211>17

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<220>

< 221> misc_feature

< 222> (5)..(5)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<400> 84

Asp Ser Ser Asn Xaa Val Arg Gly Ile Ile Ile Ala Tyr Tyr Phe Asp
1 5 10 15

Tyr
<210> 85

<211>17
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< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<220>

< 221> misc_feature

< 222> (6)..(6)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<400> 85

Asp Ser Ser Asn Met Xaa Arg Gly Ile Ile Ile Ala Tyr Tyr Phe Asp
1 5 10 15

Tyr
<210> 86

<211>17

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<220>

< 221> misc_feature

< 222> (7)..(7)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<400> 86

Agp Ser Ser Asn Met Val Xaa Gly Ile Ile Ile Ala Tyr Tyr Phe Asp
1 5 10 15

Tyr
<210> 87

<211>17

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens
<220>

< 221> misc_feature

< 222> (8)..(8)

97
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< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<400> 87

Asp Ser Ser Asn Met Val Arg Xaa Ile Ile Ile Ala Tyr Tyr Phe Asp
1 3 10 15

Tyr
<210> 88

<211>17

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<220>

< 221> misc_feature

< 222> (9)..(9)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<400> 88

Asp Ser Ser Asn Met Val Arg Gly Xaa Ile Ile Ala Tyr Tyr Phe Asp
1 5 10 15

Tyr

<210> 89

<211>17

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens
<220>

< 221> misc_feature
< 222> (10)..(10)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<400> 89

Asp Ser Ser Asn Met Val Arg Gly Ile Xaa Ile Ala Tyr Tyr Phe Asp
1 5 10 15

Tyr

98
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<210> 90

<211>17

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<220>

< 221> misc_feature

< 222> (11)..(11)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<400> 90

Asp Ser Ser Asn Met Val Arg Gly Ile Ile Xaa Ala Tyr Tyr Phe Asp
1 5 10 15

Tyr
<210> 91

<211>17

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<220>

< 221> misc_feature

< 222> (12)..(12)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<400> 91

Asp Ser Ser Asn Met Val Arg Gly Ile Ile Ile Xaa Tyr Tyr Phe Asp
1 5 10 15

Tyr

<210> 92

<211>17

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<220>

99



ES 2758 881 T3

< 221> misc_feature
< 222> (13)..(13)
< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<400> 92

Agp Ser Ser Asn Met Val Arg Gly Ile Ile Ile Ala Xaa Tyr Phe Asp
1 5 10 15

Tyr

<210> 93

<211>17

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<220>

< 221> misc_feature

< 222> (14)..(14)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<400> 93

Asp Ser Ser Asn Met Val Arg Gly Ile Ile Ile Ala Tyr Xaa Phe Asp
1 5 10 15

Tyr

<210> 94

<211>17

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<220>

< 221> misc_feature

< 222> (15)..(15)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<400> 94

100
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Asp Ser Ser Asn Met Val Arg Gly Ile Ile Ile Ala Tyr Tyr Xaa Asp
1 5 10 15

Tyr
<210> 95

<211>17

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<220>

< 221> misc_feature

< 222> (16)..(16)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<400> 95

Agp Ser Ser Asn Met Val Arg Gly Ile Ile Ile Ala Tyr Tyr Phe Xaa
1 5 10 15

Tyr

<210> 96

<211>17

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<220>

< 221> misc_feature

< 222> (17)..(17)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<400> 96

Asp Ser Ser Asn Met Val Arg Gly Ile Ile Ile Ala Tyr Tyr Phe Asp
1 5 10 15

Xaa

<210> 97
<211>9

<212> PRT

101
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< 213> Homo sapiens

<220>

< 221> misc_feature

< 222> (4)..(4)

< 223> Xaa in position 4 es cualquier aminoacido distinto de arginina.
<220>

< 221> misc_feature

< 222> (5)..(7)

< 223> Xaa en las posiciones 5 - 7 son cualquier aminoé&cido.

<400> 97

Gln His Thr Xaa Xaa Xaa Xaa Arg Ala
1 5

<210> 98

<211>9

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<220>

< 221> misc_feature

< 222> (4)..(4)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido distinto de arginina.
<400> 98

Gln His Thr Xaa Ala Ala Ala Arg Ala
1 5

<210> 99

<211>10

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens
<400> 99

Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys Lys Leu
1 5 10

102
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<210> 100

<211>23

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens
<400> 100

cctctcatat ggactacaag gac
<210> 101

<211>30

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens
<400> 101

agtagccagg tctcecgatg tttcatgatg
<210> 102

<211>30

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens
<400> 102

ctggctactg aatatcttca gctgatggtg
<210> 103

<211>25

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens
<400> 103

cctctecteg agttagtcta tgtce 25
<210> 104

<211>17

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

23

30

30

ES 2758 881 T3
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<400> 104

Asp Ser Ser Asn Met Val Arg Gly Ile Ile Ile Ala Tyr Tyr Phe Asp
1 5 10 15

Tyr

<210> 105

<211>39

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 105

agagattcct caaatatggt tcggggaatt attatageg 39
<210> 106

<211> 36

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 106

gtagtcaaaa tagtacgcta taataattcc ccgaac 36
<210> 107

<211> 33

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 107

gtgtattact gtgcgagaga ttcctcaaat atg 33
<210> 108

<211> 36

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 108

cagggtgccc tggccccagt agtcaaaata gtacge 36
<210> 109

104
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<211>39

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 109

gtgtattact gtgcgagagc ttcctcaaat atggttcgg
<210> 110

<211>39

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 110

gtgtattact gtgcgagaga tgcctcaaat atggttcgg
<210> 111

<211>42

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 111

aataattccc cgaaccatat ttgcggaatc tctcgcacag ta
<210> 112

<211>39

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 112

aataattccc cgaaccatag ctgaggaatc tctcgcaca
<210> 113

<211>36

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 113

39

39

39

42
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aataattccc cgaacggcat ttgaggaatc tctege 36
<210> 114

<211> 36

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 114

gattcctcaa atatggctcg gggaattatt atageg 36
<210> 115

<211>38

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 115

gattcctcaa atatggttgc cggaattatt atagegta 38
<210> 116

<211>45

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 116

gtagtcaaaa tagtacgcta taataattgc ccgaaccata tttga
<210> 117

<211>42

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 117

gtagtcaaaa tagtacgcta taatggctcc ccgaaccata tt
<210> 118

<211>39

< 212> ADN

42

45
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< 213> Homo sapiens

<400> 118

gtagtcaaaa tagtacgcta tggcaattcc ccgaaccat 39

<210> 119

<211> 36

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 119

gtagtcaaaa tagtacgctg caataattcc ccgaac 36
<210> 120

<211>45

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 120

ggtgcectgg cceccagtagt caaaataggce cgctataata attcc
<210> 121

<211>45

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 121

ggtgcectgg cceccagtagt caaaagegta cgctataata attec
<210> 122

<211>42

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 122

cagggtgccc tggccccagt agtcagcata gtacgctata at

<210> 123

45

45

42

107
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<211>39

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 123

cagggtgccc tggecccagt aggcaaaata gtacgetat
<210> 124

<211>39

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 124

cagggtgccc tggccccagg cgtcaaaata gtacgctat
<210> 125

<211>42

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 125

agtctgagat ctgaagacac ggctgtgtat tactgtgcga ga
<210> 126

<211> 33

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 126

gtgtattact gtgcgagaga ttcctcaaat atg 33
<210> 127

<211>39

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 127

39

39

42

108



10

15

20

25

agagattcct caaatatggt tcggggaatt attatageg

<210> 128

<211> 32

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 128

cttgagacgg tgaccagggt gccctggecc ca
<210> 129

<211> 36

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 129

cagggtgccc tggccccagt agtcaaaata gtacge
<210> 130

<211> 36

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 130

gtagtcaaaa tagtacgcta taataattcc ccgaac
<210> 131

<211> 46

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 131

ES 2758 881 T3

39

32

36

36

aataattccc cgaaccatat ttgagatacg tatctctcge acagta

<210> 132

<211> 46

< 212> ADN

46
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< 213> Homo sapiens

<400> 132

aataattccc cgaaccatat ttgagcgacg tatctctcge acagta
<210> 133

<211>44

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 133

aataattccc cgaaccatat ttgactcgta tctctcgcac agta
<210> 134

<211>44

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 134

aataattccc cgaaccatat ttgacacata tctctcgcac agta
<210> 135

<211>46

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 135

aataattccc cgaaccatat tgatacgtgg aatctctcge acagta
<210> 136

<211> 46

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 136

aataattccc cgaaccatat tgcgacgtgg aatctctcge acagta

<210> 137

46

44

44

46

46
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<211>44

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 137

aataattccc cgaaccatat tctcgtggaa tctetcgeac agta
<210> 138

<211>44

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 138

aataattccc cgaaccatat tcacatggaa tctctcgcac agta
<210> 139

<211>43

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 139

aataattccc cgaaccatga tacgttgagg aatctctcge aca
<210> 140

<211>43

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 140

aataattccc cgaaccatge gacgttgagg aatctctcge aca
<210> 141

<211> 41

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 141

44

44

43

43
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aataattccc cgaaccatct cgttgaggaa tctctcgeac a
<210> 142

<211> 41

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 142

aataattccc cgaaccatca cattgaggaa tetctegeac a
<210> 143

<211>42

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 143

agtctgagat ctgaagacac ggctgtgtat tactgtgcga ga
<210> 144

<211>52

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 144

41

41

42

cagcagaagc ttagaccacc atggacatga gggtccecge tcagcetectg gg 52

<210> 145

<211>36

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 145

cacagccgtg tcttcagatc tcagactgceg cagcetc 36

<210> 146

<211> 30

< 212> ADN
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< 213> Homo sapiens

<400> 146

gtggaggcac tagagacggt gaccagggtg 30

<210> 147

<211>48

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 147

gtgtattact gtgcgagaga tgccgcaaat atggticggg gaattatt
<210> 148

<211>53

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 148

gtgtattact gtgcgagaga tgcctcagcet atggttcggg gaattattat age
<210> 149

<211>53

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 149

gtgtattact gtgcgagaga ttccgcagcet atggttcggg gaattattat age
<210> 150

<211> 53

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 150

gtgtattact gtgcgagaga tgccgeagct atggttcggg gaattattat age

<210> 151

48

53

53

53
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<211>40
< 212> ADN
< 213> Homo sapiens

<400> 151

ES 2758 881 T3

gtggttgaga ggtgccagat gtcaggtcca getggtgeag 40

<210> 152

<211>48

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 152

ccgetcagct cetggggcete ctgetattgt ggttgagagg tgccagat 48

<210> 153

< 211> 51

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 153

ccggtcaaca cactacgtac gtgtgcggeg gegegggcgt tecggecaagg g

<210> 154

<211>23

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens
<400> 154

ccgggegegc cttattaaca ctc
<210> 155

<211>9

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<220>

23

114

51
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< 221> misc_feature

< 222> (4)..(4)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido
<400> 155

Gly His Thr Xaa Ala Ala Ala Arg Ala
1 5
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal o uno de sus dominios que se unen a antigeno

que comprende uno 0 mas cambios de aminoacido en una o mas de las CDR1, CDR2 o CDRS de la cadena pesada
o ligera de un anticuerpo, en donde

a) la CDR1 de VL tiene la secuencia RASQSISRYLN de SEQ ID NO: 01,
la CDR2 de VL tiene la secuencia GASSLQS de SEQ ID NO: 05y
la CDRS3 de VL tiene la secuencia QHTRA de SEQ ID NO: 09, y
b) la CDR1 de VH tiene la secuencia NYAIH de SEQ ID NO: 13,
la CDR2 de VH tiene la secuencia WINAGNGNTKFSQKFQG de SEQ ID NO: 16,
y la CDR3 de VH tiene la secuencia DSSNMVRGIIIAYYFDY de SEQ ID NO: 19,

que se une a una porcién de la secuencia de aminoacidos GGFYYLYANICFRHHETSGDLATEYLQLMVYVTKTSIKIP
de SEQ ID NO: 76 desde el residuo de aminodacido 212 hasta el residuo de aminoacido 250 de OPGbp humana,

en donde el anticuerpo monoclonal o uno de sus dominios que se unen a antigeno inhibe la formacion o la activacion
de osteoclastos mediada por OPGbp humana.

2. Un anticuerpo monoclonal o uno de sus dominios que se unen a antigeno segun la reivindicacién 1, que se une a
la secuencia de aminodcidos DLATE dentro de SEQ ID NO: 76.

3. El anticuerpo monoclonal o uno de sus dominios que se unen a antigeno segun las reivindicaciones 1 o0 2, que es
un anticuerpo recombinante o uno de sus dominios que se unen a antigeno.

4. El anticuerpo monoclonal o uno de sus dominios que se unen a antigeno segun cualquiera de las reivindicaciones
1 a 3, en donde el uno o mas cambios de aminoacido comprenden sustituciones, eliminaciones y/o inserciones de
residuos de aminodcido.

5. El anticuerpo monoclonal o uno de sus dominios que se unen a antigeno segln cualquiera de las reivindicaciones
1 a 4, que es un anticuerpo totalmente humano o uno de sus dominios que se unen a antigeno.

6. El anticuerpo monoclonal o uno de sus dominios que se unen a antigeno segln cualquiera de las reivindicaciones
1 a 5, que es un anticuerpo monocatenario o uno de sus dominios que se unen a antigeno.

7. Una composicion que comprende el anticuerpo monoclonal o uno de sus dominios que se unen a antigeno segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 y un portador farmacéuticamente aceptable.

8. Un anticuerpo monoclonal o uno de sus dominios que se unen a antigeno segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, para el uso en la inhibicion de la formacion o activacién de osteoclastos.

9. Un anticuerpo monoclonal o uno de sus dominios que se unen a antigeno segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, para el uso en la inhibicién de la resorcién 6sea.

10. Un anticuerpo monoclonal o uno de sus dominios que se unen a antigeno segln cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, para el uso en la prevencion o el tratamiento de la pérdida de masa ésea.

11. El anticuerpo monoclonal o uno de sus dominios que se unen a antigeno para el uso segun la reivindicacion 10,
en donde la pérdida de masa 6sea resulta de osteoporosis, metastasis de cancer de huesos; artritis reumatoide,
hipercalcemia maligna y osteoporosis inducida por esteroides.
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12. El anticuerpo monoclonal o uno de sus dominios que se unen a antigeno para el uso segun cualquiera de las
reivindicaciones 8 a 11, en donde se va a administrar ademas una composicion que comprende al menos un agente
contra la resorcion 6sea.

13. El anticuerpo monoclonal o uno de sus dominios que se unen a antigeno para el uso segun la reivindicacion 12,
en donde el agente contra la resorcion 6sea es estrogeno, un bisfosfonato o un modulador selectivo de receptores
de estrégenos.

14. El anticuerpo monoclonal o uno de sus dominios que se unen a antigeno para el uso segun cualquiera de las
reivindicaciones 8 a 11, en donde se va a administrar ademas una composicién que comprende un agente
anabolizante.

15. El anticuerpo monoclonal o uno de sus dominios que se unen a antigeno para el uso segun la reivindicacion 14,
en donde el agente anabolizante es hormona paratiroidea o un complejo de factor de crecimiento insulinoide y
proteina que se une a factor de crecimiento insulinoide.
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Figura 5

LIGERA AT

TCT CAC AGT GCA CTT GAA ATT GIG ATG ACG CAG TCT CCA TCC TLCC CTG 48
Ser His Ser Ala Leu Glu Ile val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu
1 5 10 15

TCT GCG TCT GTT GGA GAC AGA GTC ACC ATC ACT TGC CGG GCA AGT CAG 96
Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln
20 25 390

AGC ATT AGC AGA TAT TTA AAT TGG TAT CAG CTT AAA CCA GGG AAA GCC 144
Ser Ile Sexr Arg Tyr Leu Asn Trp Tyr Giln Leu Lys Pro Gly Lys Ala

CCT AGG CTC CTG ATC TAT CGET GCA TCC AGT TTE CARA AGT GGA GTC CCA 182
Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro
50 55 &0

TCA AGG TTC AGT GGC AGT GGA TCT GGG GCA GAG TTC ACT CTC ACC ATC 240
Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ala Glu Phe Thr Leu Tar Ile
65 70 75 840

AGC AGT CTA CAA CCT GAA GAC ATT GCC ACT TAC TAC TGT CAA CAC ACT 288
Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Ile ala Thr Tyr Tyr Cys GIln His Thr
85 90 85

CGG GCG TTC GGC CAA GGG ACC AAG GTT GAA ATC AAG CGA ACT GTG GCT 336
Arg Ala Phe Gly Gln Gly Thr Lys val Glu Ile Lys Arg Thr val Ala
100 105 110

GCA CCA TCT GTC TTC ATC TTC CCG CCA TCT GAT GAG CAG TTG AAA TCT 384
Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser
1ib 120 1235

GGA ACT GCC TCT GTT GTG TGC CTG CTG AAT AAC TTC TAT CCC AGA GAG 432
Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu
130 135 140

GCC AAA GTA CAG TGG ARG GTG GAT AAC GCC CTC CaA TCG GGT AAL TCC 480
Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser
145 150 155 160

CAG GAG AGT GCC ACA GAG CAG GAC AGC AAG GAC AGC ACC TAL AGC CTC 528
Gln Glu Ser Ala Thr Glu Gin Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu
165 170 178

AGC AGC ACC CTG ACG CTG AGC AAA GCA GAC TAC GAG AAA CAC ARA GTC 576
Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys val
180 185 1990

TAC GCC TGC GAA GTC ACC CAT CAG GGC CTG AGC TICG CCC GTC ACA ARG 624
Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys
185 200 205

AGC TTC AAC AGG GGA GAG TGT 645

Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215

122



T
Ser

TCT
Ser

AGT
Ser

cce
Pro

ACC
Thr
65

AGC
Ser

AGG
Arg

GCA
Ala

GGA
Gly

GCC
Ala
145

CAG
Gin

AGC
Ser

TAC
Tyr

AGC
Ser

CAC
His

T
Phe

GTT
Val

AGG
Arg
50

BAGG
Arg

AGC
Ser

ACT
Thxr

cca
Pro

ACT
Thr
130

Lys

GAG
Glu

AGC
Ser

GCC
Ala

TTC
Phe
210

AGT
Ser

cT
Ser

GGC
Gly
35

e
Pro

™
Phe

CTA
Leu

7
Phe

TCT
Ser
115

GCC
Ala

GTA
Val

AGT
Ser

ACC
Thr

TGC
Cys
195

AAC
Asn

GCA
Ala

€CG
Pro
20

AGC
Ser

cTC
Leu

AGT
Ser

GAG
Glu

GGC
Gly
100

GTC
Val

TCT
Ser

CAG
Gln

GTIC
val

CTIG
Leu
180

GAA
Glu

AGG
Arg

CTT
Lieu

GGT
Gly

TAC
Tyr

ATC
Tle

GGC
Gly

cCcT
Pro
85

CceG
Arg

TTC
Phe

GTT
vVal

TGG
Trp

ACA
Thxr
165

ACG
Thr

GTC
val

GGA
Gly

GAA
Glu

GRA
Glu

TTA
Leu

TAT
Tyr

AGT
Ser
70

GAA
Glu

GGG
Gly

ATC
Ile

GTG
val

AAG
Lysa
150

GAG
Glu

CTG
Leu

ACT
Thr

GAG
Glu
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ATT
Iie

AGA
Arg

GCC
Ala

GAT
Asp
55

GGG
Gly

GAT
Asp

ACC
Thr

TTC
Phe

TGC
Cys
135

GTG
val

CAG
Gln

AGC
Ser

CAT
His

TGET
Cys
215

Figura 6

LIGERA Y

GTC
Val

GCC
Ala

TGG
Trp
40

GCA
Ala

TCT
Ser

TTT
Phe

ARG
Lys

cce
Rro
120

cTe

Leu

GAT
Asp

GAC
Asp

Lys

CAG
Gin
200

CTG
Leu

ACC
Thr
25

TAC
Tyr

ACC
Thr

GGG
Gly

GCA
Ala

TG
Leu
105

CCA

Pro

CTG
Leu

AAC
Agn

AGC
Ser

GCA
Ala
185

GGC
Gly

123

ACT
Thr
10

CTC
Leu

CAG
Gln

ABC
Asn

ACA
Thr

ACT
Thr

GAG
Glu

TCT
Ser

AAT
Asn

GCC
ala

fal
]

Lys
170

GAC
Asp

CTG
Ll

CAG
Gln

TCC
Ser

CAG
Gln

AGG
Arg

GAC
Asp

TAT
Tyr

ATC
Ile

GAT
Asp

AAC
Asn

CTC
Leu
155

GAC
Asp

TAC
Tvr

AGC
Ser

TCT
Ser

TGC
Cys

BGA
Arg

GCC
ala
60

TTC
Phe

TAC
Tyr

Lys

GAG
Glu

TTC
Phe
140

CAaA
Gln

AGC
Ser

GAG
Glu

CG
Ser

CCA
Pro

AGG
Arg

ccr
Pro
45

ACT
Thr

ACT
Thr

TET
Cvyvs

CGA
Arg

CAG
Gln
125

TAT
Tyr

TCG
Ser

ACC
Thx

Tys

cce
Pro
205

GCC
Ala

GCC
Ala
30

GGC
Gly

GGC
Gly

cTC
Leu

CAA
Gln

ACT
Thr
110

TTG
Leu

ccc
Pro

GGT
Gly

TaC
Tyr

CAC
His
190

GTC
val

aACcC
Thr

AGT
Ser

CAG
Gln

ATC
Ile

ACC
Thr

CAC
His
95

GTG
val

Lys

AGA
Arg

AAC
Asn

AGC
Ser
175

Lys

ACA
Thr

CTG
Leu

CAG
Gln

GCT
Ala

CCA
Pro

ATC
Ile
80

CGA
Arg

GCT
ala

TCTr
Ser

GAG
Glu

TCC
Ser
160

cre

Leu

GTC
Val

RAG
Lys

48

96

144

240

288

336

384

432

480

528

576

624

645



Cac
His

TG
Leu

GTT
Val

cce
Pro

GAC
Asp
65

AGC
Ser

GGT
Gly

GCA
Ala

GGA
Gly

ECC
Ala
145

CAG
Gln

AGC
Ser

TAC
Tyr

AGC
Ser

AGT
Ser

TCT
Ser

AGC

Ser

AGGE
Arg
50

AGG
Arg

AGA
Arg

GC?
Ala

CCA
Pro

ACT
Thr
130

Lys

GAG
Glu

AGC
Ser

GCC
Ala

TTC
Phe
210

GCA
Ala

CCA

Pro

AGC
Ser
35

CTC
Leu

TTC
Phe

CTG
Leu

TTC
Phe

TCr
Sexr
115

GCC
Ala

GTA
val

AGT
Ser

ACC
Thr

TGEC
Cys
195

AAC
Asn

CTT
Leu

GGG
Gly
20

AGC
Sex

[sline
Leu

AGT
Ser

GAG
Glu

GGEC
Gly
100

GTC
Val

TCT
Ser

CAG
Gln

GTC
Val

CTG
Leu
180

GAA
Glu

AGG
Aryg

GAA
Glu

GAA
Glu

TCC
Ser

ATC
Iie

GGC
Gly

ccr
Pro
85

GGA
Gly

TTC
Fhe

GTT
Val

TGEG
Trp

ACA
Thr

ACG
Thr

GTC
Val

GGA
Gly

ATT
Ile

AGA
Arg

TTA
Leu

TAT
Tyr

AGT
Ser
70

GAR
Glu

GGG
Gly

ATC
Ile

GTG
Val

ARG
Lys
155

GAG
Glu

CTG
Leu

ACC
Thr

GAG
Glu
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GTG
Val

GCC
Ala

GCC
Ala

GET
Gly
55

GGG
Gly

GAT
Asp

ACC
Thr

TTC
Phe

TGC
Cys
135

GTG
Val

CAG
Gin

AGC
Sar

CAT
His

TGT
Cvs
215

Figura7

LIGERA P

ATG
Met

ACC
Thr

TGG
Trp
40

GCA
Ala

TCcT
Ser

T
Phe

ADG
Lys

CcCG
Pro
129

CTG

Leu

GAT
Asp

GAC
Asp

Liys

CAG
Gln
200

ACA
Thr

CcTC
Leu
25

TAC
Tvr

TCC
Ser

GGG
Gly

GCA
Ala

GTG
Val
105

CCa

Pro

CTG
Leu

AAC
Asn

AGC
Ser

GCA
Ala
185

GGC
Gly

124

CAG
Gln
10

TCC
Ser

CAG
Gln

AGC
Ser

ACA
Thr

GG
Val
90

GAG
Glu

TCT
Ser

22T
Asn

GCC
Ala

AAG
Lys
170

GAC
Asp

CTG
Leu

TCT
Ser

TGC
Cys

CAG
Gln

AGG
Arg

GAC
Asp
75

TAT
Tyx

ATC
Ile

GAT
Agp

AAC
Asn

CTC
Leu
155

GAC
Asp

TAC
VL

AAC
Asn

CCA
Pro

AGG
Arg

Livs

GECC
Ala
60

TTC
Phe

TAC
Ty

Lys

GAG
Glu

TTC
Phe
140

CAA
Gln

AGC
Ser

GAG
Glu

TCG
Ser

GGC
Gly

GCC
Ale

ccT
Pro
45

ACT
Thr

ACT
Thr

TGT
Cys

CGA
Arg

CAG
Gln
125

TAT
Tyr

TCG
Ser

ACC
Thr

Lys

CCce
Pro
205

ACC
Thr

AGT
Ser
30

GGC
Gly

GGC
Gly

cTe
Leu

CAG
Gln

ACT
Thx
110

TTG
Leu

CCC
Pro

GGT
Gly

TAC
Tyr

CAC
His
190

GTC
Val

CTG
Leu
15

CAG
Gln

CAG
Gln

ATC
Ile

ACC
Thr

CAG
Gln
95

GTG
Val

Lys

AGA
Arg

AAC
Agn

AGC
Ser
175

Lys

ACA
Thr

CcT
Ser

AGT
Ser

GCT
Ala

CCA
Pro

ATC
Tie
80

TAT
Tyr

GCT
Ala

TCT
Ser

GAG
Gilu

TCC
Ser
leq

crc

Leu

GTC
Val

ARG
Lys

48

26

144

192

240

288

336

184

432

480

528

576

624

645
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Figura 8

LIGERA S

0T CAC AGT GCA CAG TCT GTG OTG ACT (CAG CCA QOC TCGE GTG TCA GTG 48
Ser His Ser Ala Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val
1 5 10 15

TCC CCA GGA CAG ACG GUC ACGE ATC ACC TGC TCT GGA GAT GCA TTG CCa 96
Ser Pro Gly Gln Thr aAla Thr Ile Thr Cys Ser Gly Asp aAla Leu Pro
20 25 30

ARG CRA TAT GTT TAT TGG TAL CGG CAG RRAG CCA GGC CAG GCC CCT CTa 144
Lys Gln Tyr Vel Tyr Trp Tyr Arg Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Leu
35 40 45

TTG GTG ATA TAT GAA GAC AGT GAG AGG CCC TCA GGG ATC CCT GAA CGA 152
Leu Val Ile Tyr Glu Asp Ser Glu Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg
50. 55 60

TTC TCT GGC TCC AGT TCA GGG ACT GAA GTC ACG TTG AGT ATC AGT GGA 240
Phe Ser Gly Ser Ser Ser Gly Thr Glu val Thr Leu Ser Ile Ser Gly
65 70 75 80

GTC CAG GCA GAA GAC GAG GCT GAC TAT TAT TGT CAA TCA ACA GAC AGC 288
Val Gln Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tvr Cys Gln Ser Thr Asp Ser
B85 90 95

AGT GGG ACT TAT GTC GTC TTC GGC GGA GGG ACC AAG CTG ACC GTC CTA 336
Ser Gly Thr Tyr val val Phe Gly Gly Gly 1lhr Lys Leu Thr val Leu
100 105 110

AGT CAG CCC AAG GCT GCC CCC TCG GTC ACT CTG TTC CCGE CCC TCC TCTr 384
Ser Gln Pro Lys Ala Ala Pro Ser Val Thr Leu Phe Pro Pro Sex Ser
115 12C 125

GAG GAG CTT CAA GCC AAC AAG GCC ACA CTG GTG TGT CTC ATA AGT GAC 432
Gla Glu Leu Gln Ala Asn Lys Ala Thr Leu Val Cys Leu Ile Ser Asp
130 135 140

TTC TAC CCG GGA GCC GTG ACA GTG GCC TEG AAG GCA GAT AGC AGC CCC 480
Phe Tyr Pro Gly Ala Val Thr val Ala Trp Lys Ala Asp Ser Ser Pro
145 150 155 160

GTC AAG GCG GGA GTG GAG ACC ACC ACA CCC TCC AAA CAA AGC AAC AAC 528
Val Lys Ala Gly Val Glu Thr Thr Thr Pro Ser Lys Gln Ser Asn Asn
165 170 175

AAG TAC GCG GCC AGC AGC TAT CTG AGC CTG ACG CCT GAG CAG TGS RAG 576
Lys Tyr Ala Ala Ser Ser Tyr Leu Ser Leu Thr Pro Glu Gln Trp Lys
180 185 180

TCC CAC AGA AGC TAC AGC TGC CAG GTC ACG CAT GAA GGG AGC ACC GTG 624
Ser Hig Arg Ser Tyr Ser Cys &ln Val Thr His Clu Gly Ser Thr val
195 200 205

GAG AAG ACA GTG GCC CCT ACA GAA TGT TCA 654

Glu Lys Thr Val Ala Pro Thr Glu Cys Ser
210 215

125



jelele
Ala

GCC
Ala

TAT
Tyr

ATG
Met

TTC
Phe
65

TAC
Tyr

TGT
Cys

TAT
Ty

e
Ser

ACC
Thr
145

cce

Pro

GTC
Val

AGC
Ser

CAG
Gln

TCA
Ser

GCT
Ala

GGA
Gly
50

CAG
Gln

ATG
Met

GCG
aAla

T
Phe

ACC
Thr
130

TCT

Ser

GAA
Glu

CAC
His

AGC
sex

GTC
val
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PESADA Y

CAG TCT GGG GCT GAG GTG AGG AAG CCT GGG 48
Gln Ser Gly Ala Glu Val Arg Lys Pro Gly
10 15

TGC AAG GCT TCT GGA TAC GAC TTC AGT AAT 26
Cys Lvs Ala Ser Gly Tyr Asp Phe Ser Asn
25 30

CGC CAG GCC CCC GGA CAA AGG CTT GAG TGG 144
Arg Gln Ala Pro Gly Gln Arg Leu Glu Trp
40 45

GGC AAT GGG AAC ACA AAA TTT TCA CAG AAG 192
Gly Asn Gly Asn Thr Lysg Phe Ser Gln Lys
55 60

GTT ACC AGG GAC ACA GCC GCG AGC ACA GCC 240
Val Thr Arg Asp Thr Ala Ala Ser Thr &la
‘ 75 8C

CTG AGA TCT GAA GAC ACG GCT GTG TAT TAC 288
Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
90 S5

AAT ATG GTT CGG GGA ATT ATT ATA GCG TAC 336
Zsn Met Val Arg Gly Ile Ile Ile Ala Tyr
105 110

CAG GGC ACC CTG GTC ACC GTC TCA AGC GCC 384
Gin Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala
120 125

GTC TTC CCC CTG GCA CCC TCC TCC AAG AGC 432
Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser
135 140

GCC CTG GGC TGC CTG GTC AAG GAC TAC TTC 480
Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe
155 160

TCG TGG AAC TCA GGC GCC CTG ACC AGC GGC 528
Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly
170 175

GTC CTA CAG TCC TCA GGA CTC TAL TCC CTC 576
Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu
185 190

CCC TCC AGC AGC TTG GGC ACC CAG ACC TAC 624

Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr
206 205

128



ATC
Ile

GTT
Val
225

GC
Cys
210

GAG
Glu

AAC GTG AAT CAC AAG CCC AGC BAC ACC AAG GTG GAC AAG AAR
Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Vel Asp Lys Lys

CCC AAA TCT TGT
Pro Liys Ser Cys
230

ES 2758 881 T3

215

Figura 10 (cont)

129

220

672

690



GCcC
Ala

GGG
Gly

TAT
Tyr

GIG
val

GTG
Val

TAT
Tyr

TET
Cys

GTC
val

GCA
Ala

CTG
Leu
145

Gly

TCA
Sexr

TIG
Leu

ACC
Thr

GAG
Glu

TCC
Ser

ccr
Pro

GCA
ala

AAG
Lys

TTG
Leun

GCG
Ala

ACC
Thx

cece
Pro
130

GTC
Val

GCC
Ala

GGA
Gly

GGC
Gly

AAG
Iys
216

GTC
val

CTG
Leu

ATG
Met
35

GTT
val

GGC
Gly

CAn
Gln

AGG
Arg

G1e
Val
115

TCC
Ser

AAG
Lys

crG
Leu

cTC
Leu

ACC
Thr
195

GTG
Val

CAG
Gln

AGR
Arg
20

CAC
His

ATA
Ile

CGA
Arg

ATG
Met

GGG
Gly
100

TCA
Ser

TCC
Ser

GAC
Asp

ACC
Thr

TAC
Tyr
180

CAG

Gin

GAC
Asp

CTG
Leu

are
Leu

TGG
Trp

TCA
Ser

TTIC
Phe

AAC
Agsn
85

GGC
Gly

AGC
Ser

BAG
Lys

TAC
Tyr

AGC
Ser
165

TCC

Ser

ACC
Thr

AMG
Lys

GTG
val

TCC
Ser

GTC
val

TAT
Ty

ACC
Thz
70

AGC

Ser

GGT
Gly

GCe
Ala

AGC
Ser

TTC
Phe
150

GGC
Gly

CTC
Leu

TAC
Tyr

Lys

ES 2758 881 T3

CAG
Gln

TGT
Cys

CGC
Arg

GAT
Asp
55

ATC
Ile

CTG
Leu

GGC
Gly

TCC
Ser

ACC
Thr
135

ccc
Pro

GTC
vel

AGC
Ser

ATC
Ile

GTT
Val
215

Figura 11

PESADA P

TCE
Ser

TTA
Leu

CAG
Gln
40

GGA
Gly

TCe
Ser

AGA
Arg

TTT
rhe

ACC
Thr
1290

TCT
Ser

GAD
Glu

CAC
His

AGC
Ser

TGEC
Cys
200

GAG
Giu

GGG
Gly

GTC
val
25

GCT
Ala

AAT
Agn

AGA
Arg

TCT
Ser

GaC
ASD
105
AAG
Lys

GGG
Gly

CCG
Preo

ACC
Thr

GTA
val
185

AAC
Asn

cce
Pro

130

GGA
Gly
1aQ

TCT
Ser

cCa
Pro

ARAT
Asn

GAC
Asp

GAaG
Glu
30

TAC
Tyr

GEC
Gly

GGC
Gly

GTG
Val

TTC
Phe
170

GTG
val

GTG
val

Lys

GGC
Gly

GGA
Gly

GGEC
Gly

Lys

AAT
Asn
75

GAC
Asp

TGG
Trp

[o167:1
Pro

ACRA
Thr

ACG
Thr
155

CCG

Pro

ACC
Thr

AAT
Asn

TCT
Ser

TTG
Leu

TTe
Phe

ARG
Lys

TAC
Tyr
60

TCC
Ser

ACG
Thr

GGC
Gly

TCG
Ser

GCG
Ala
140

GTG
Val

GCT
Ala

GTG
val

CAC
His

TGT
Cys
220

GTC
Val

ACC
Thr

GGG
Gly
45

TAC
Tyr

AAG
Lys

GCC
Ala

CAG
Gln

Gre
val
125

GCC
Ala

TCG
Ser

GTC
Val

ccc
Pro

AAG
Lys
205

CAG
Gln

TTC
Phe
30

CTG
Leu

GCA
Ala

AAC
Asn

GTG
Val

GGA
Gly
110

e
Phe

CTG
Leu

TGG
Trp

CTA
Leu

TCC
Ser
190

CcCcc
Pro

cCT
Pro
1k

AAT
Asn

GAG
Glu

GAC
Asp

ACG
Thr

TAT
Tyzr
35

ACC
Thr

cce
Pro

GGC
Gly

ARC
Asn

CAG
Gln
175

AGC

Ser

AGC
Ser

GGG
Gly

AAC
AsSn

TGG
Trp

TCC
Ser

[syie]
Leu
80

TAC

Tyxr

CTG
Leu

cTG
Leu

TGC
Cys

TCA
Ser
160

TCC

Ser

AGC
Ser

AAC
Aan

48

S6

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

660



&GCC
Ala

AGG
Arg

TAT
Tyr

GTC
Val

GTG
Val
65

TAT
Tyr

TGT
Cys

TAC

GGC
Gly

GGC
Gly
145

GTG
val

TC
Phe

GTG
val

GTG
val

GAG
Glu

TCC
Ser

GCC
Ala

TChA
Ser
50

AAG
Liys

CTG
Leu

GCa
Ala

TGGE
Trp

CCA
Pro
130

ACA
Thr

ACG
Thr

CCG
Pro

ACC
Thr

ART
Asn
210

QTG
Val

CTG
Leu

ATG
Met
35

GGT
Gly

GGC
Gly

CAA
Gln

Lys

GGEC
Gly
115

TCG
Ser

GCG
Ala

GTG
Val

GcT
Ala

GTG
val
195

CAC
His

CRG
Gln

AGA
Arg
20

CAC
His

ATT
ile

CGA
Arg

ATG
Met

GEGE
Gly
100

CAG
Gln

GTC
Val

GCC
Ala

TCG
Ser

GTC
Val
180

ccc

Pro

BAAG
Lys

CTG
Leu

CTC
Leu

TGG
Trp

AGT
Ser

TTe
Fhe

AAC
Agn
85

GGT
Gly

GGC
Gly

TTC
Phe

CTG
Leu

TGG
Trp
165

CTA

Leu

TCC
Ser

cce
Pro

CTG
Leu

TCC
Ser

GTC
val

TGG
Trp

ACC
Thr
70

AGT
Ser

TCT
Ser

ACC
Thr

cce
Pro

GGC
Gly
150

AAC

Asn

CAG
Gln

AGC
Ser

AGC
Ser

ES 2758 881 T3

Figura 12

PESADA S

GAG TCT GGG GGA GGC
Glu Ser Gly Gly GLy
10

TCT GCA GCC TCT GGA
Cys Ala Ala Ser Gly
25

CGG CRA GCT CCA GGG
Arg CGln Ala Pro Gly
40

AAT AGT GGT AGG ATA
Asn Ser Gly Arg Ile
55

ATC TCC AGA GAC AaC
Ile Ser Arg Asp Asn

CTG AGA CCT GAG GAC
Leu Arg Pro Glu Asp
90

ACA AGBC GCGE AGG TAT
Thr Sexr Ala Arg Tyx
105

CTGE GTC ACC GTC TChR
Leu Val Thr val Ser
120

CTG GCA CCC TCC TCC
Leu Ala Pro Ser Ser
135

TGC CTIG GTC AAG GAC
Cys Leu Vel Lvs Asp
155

TCA GGC GCC CTG ACC
Ser Gly Ala Leu Thr
17

TCC TCA GGA CTC TAC
Ser Ser Gly Leu Tyr
185

AGC TIG GGC ACC CAG
Ser Leu Gly Thr Gln
200

AAC ACC ARG GTG GAC

Asn Thr Lys Val Asp
215

131

TTG
Leu

TTC
Phe

AAG
Lys

GGC
Gly
&0

GCC
Ala

BCG
Thr

AGC
Ser

AGC
Ser

AMG
Lys
140

TAC
Tyr

AGC
Ser

TCC
Ser

ACC
Thr

AAG
Lys
220

GTA

Val

ACC
Thr

GGC
Gly
45

TAT
Tyr

AAG
Lys

GCC
Ala

AGT
Ser

[esle
Ala
125

AGC

Ser

TTC
Phe

GGC
Gly

CTC
Leu

TAC
Tyxr
205

Lys

CAA
Gln

TTT
Phe

CTG
Leu

eleled
Ala

AAC
Asn

TTC
Phe

GGC
Gly
110

TCC
Ser

ACC
Thx

cCe
Pro

GTC
Val

AGC
Ser
190

ATC
Ile

GTT
val

CCT
Pro
15

GAT
Asp

GAG
Glu

Gac
Asp

TCC
Ser

TAT
Tyr
95

TGG
Trp

ACC
Thr

TCT
Ser

CAA
Glu

CAC
His
175
AGC

Ser

TGC
Cys

CAG
Glu

GGEC
Gly

GAT
Asp

TGG
Trp

TCT
Ser

CTG
Leu

TAC
Tyr

TAC
Tyr

ARG
Lys

GGG
Gly

CCG
Pro
160

ACC
Thx

GTA,
Val

AAC
Asn

cce
Pro

48

96

144

182

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672



ES 2758 881 T3

Figura 12 (cont)
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Figura 16

COMPARACION DE SECUENCIAS DE LA CADENA PESADA DE FABS “AT” E “Y” CON LA LINEA GERMINAL

——— -

H 5 2 3 4
Locus 123456789012345678901234567890 1lab2345 67890123456789
1-03 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFT S--YAMH WURQAPGORLEWMG
“AT” QVOLVQSGAEVRKPGASVKVSCKASGYDFS N YAIH WVRQAPGQRLEWMG
vy EVQLVQSCAEVRKPGASVKVSCKASGYDFS N YAIH WVRQAPCQRLEWMG
H2

5 6 7 8 9

Locus 012abc345678%012345 67890123456789012abc345678901234
1-03 WINA--GNGNTKRYSQEFQG RVTITRDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYYCAR
AT  WINA GNGNTRKFSQEFQG RITVTRDTAASTAYMELRSLRSEDTAVYYCAR
it WINA GNGNTEFSQEFQG RITVTRDTAASTAYMELRSLRSEDTAVYYCAR

CDR3
Siveredle 00
d3-10 VLLWFGELL* YYYGSGSYYN ITMVEGVII
wWRT# DS SNMVRGIIIAY
i i DS SNMVRGIIIAY
H3
CDR3
Enlace 100 110
JH4  ——=== YEDYWGOGETLVIVSS
“AT YEFDYWGOGTLVTVSS
ny YEDYWGOGTLVTVSS
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Figura 17

COMPARACION DE SECUENCIAS DE LA CADENA PESADA DE FAB “P” CON LA LINEA GERMINAL

1 2 3 4
Locus 123456789012345678901234567880 1ab2345 678%90123456789
3-30 QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFS S--YGMH WVRQAPGKGLEWVA
wp# EVQLVQSGGGLVQPGGSLRLSCLVSGFTFN N YPMH WVRQAPGKGLEWVA

Locus 012abc3456789012345 67890123456789012abc345678501234
3-30 VISY--DGSNKYYADSVKGE RFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAK
wpr VISY DGNNKYYADSVKG RFTISRDNSENTLYLQMNSLRSEDTAVYYCAR

Diversidad Desconocida

wpo GGG
H3
CDR3
100 110
Enlace
JE4 @ - YFDYWGQGTLVTVSS
nwpH GFDYWGQGTLVTVSS
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Figura 18

COMPARACION DE SECUENCIAS DE LA CADENA PESADA DE FAB “S” CON LA LINEA GERMINAL

Locus 123456789012345678901234567890 1ab2345 67890123456789
3-09 EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTFD D--YAMH WVRQAPGKGLEWVS
ws” EVOLLESGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTFD D YAMH WVRQAPGKGLEWVS

Locus 012abe3456789012345 67890123456789012abc345678901234
3-09 GIsw- ~NSGSTIGYADSVKG RFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTALYYCAKD
wse GISW NSGRIGYADSVKG RFTISRDNARKNSLYLQMNSLRPEDTAFYYCAKG

Diversidad
6-19 GYSSGWY GIAVAG - V*QWLV
wsH GSTSARY S5
H3
CDR3
100 110
Enlace
JH4 —  —==== YFDYWGOGTLVTVSS
ng GWYYWGQGTLVIVSS
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Figura 19

COMPARACION DE SECUENCIAS DE LA CADENA LIGERA DE FAB “AT” CON LA LINEA GERMINAL

Locus
01z
l\ATN’

Locus
olz
w ATN’

Enlace

e e o ————

1
1234567890123456789
DIOMTQSPSSLSASVEDRVTITC

BIVMTQSPSSLSASVGDRVTITC

2
0123

RASQSZER YIN

6

7

3

(=]

T8201234567820123455789012345678 9012345
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYC  QDSYSTP
GVPSRFESGSGSGAEFTLTISSLOPECIATY Y. QHTRA--

JK1
wRm

L3

CDR3

100

WTFGQGTKVE LK
--FGQGTRVEIK

139

4
5678%0123455789
WYQQKPCKAPKLLIY
WYQLKPGKAPRLLIY

5

0123456
AASSLQS
GASSLOS
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Figura 20

COMPARACION DE SECUENCIAS DE LA CADENA LIGERA DE FAB “Y” CON LA LINEA GERMINAL

CDR2

1 2 3 i 5
Locus 12345678901234567890123 45678901labedef234 5678901234567E85
0123456

L6 IIVLTQSPATLSLSPGERATLSC RASQSVSS-----~ YLA WYQQKPGQAPRLLIY
DASNRAT
wye EIVLTQSPATLSFSPGERATLSC RASQSVGS YLA WYQORPGQAPRPLIY
DATNEAT
L3
FR3 CDR3
6 7 B 9
Locus 78901234567890123456789012345678 39012345
L& GIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYC  QQRSNWP
Yy GIPTRFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFATY YD (QHR====
L3
CDR3
1]
Enlace

JK2 YTFGQGTKELEIK
ko'l RTFGRGTKLEIK
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Figura 21

COMPARACION DE SECUENCIAS DE LA CADENA LIGERA DE FAB “P” CON LA LINEA GERMINAL

Ll
FR1 CDR1
CDE2
1 2 3
Locus 12345678901234567850123 45678901abcdef234
0123456 |
A27 EIVLTQSPATLSLSPGERATLSC RASQSVSS—----- YLA
DASNRAT
“p" EIVMTQSPGTLSLSPGERATLSC RASQSVSS SSLA
GASSRAT
L3
FR3 CDR3
6 i a8 g
Tweous 7890123456783 C0123456789012345678 9012345
B2T GIZARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYC QQORSNWP
wpa GIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYC QQYw——-
L3
CDR3
Enlace e
JK4 LTFGEEGTKVIIX
P GAFGGGTKVETE

141
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FR2 o
4 5
567890123456789
WYQQKPGQAPRLLIY
WYQOKPGQAPRLLIY



ES 2758 881 T3

Figura 22

COMPARACION DE SECUENCIAS DE LA CADENA LIGERA DE FAB “S” CON LA LINEA GERMINAL

FR1 CCR1 FR2 CDR2
1 2 3 4 5
Locus 1234567851234567890123 45678%90%abc234  567890123456783 0labcdeZ34b6
*3m SYELMQEPSVSVSPGQTARITC SG-LA-LEEQ-YAY WYQQKPGQAPVLVIY KD-—--- SERPS
b= QSVLTQFPSVSVSPGQTATITC SG LA LPEQ ¥VY WYRQKPGQAPLLWVIY EL SERFS
6 7 8 9

Locus 785012345678ab90123456788012345678 ©012345&sbede
*3m GIPERFSGSSSG--TTVILTISGVQAECEADYYC QSADSSGTY

wg GIPERFSGSSSG  TEVILSISGVQARDCEADYYC QSTDSSGTY
CDR3
100
Enlace

|
JL2  VVFGGETKLTVL
"8Y  VVFGGGTKLTVL

* La region variable se identificaba pero no se nombraba. La siguiente coincidencia mas cercana es “3m” mostrada
anteriormente
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tce
Ser

aag
Lys

gat
Asp
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Thr
80

gtt
Val

gag
Gly
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Tie
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160
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Met
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Pro

cat
His
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gtt
Val
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FIGURA 29
OPGbp[143-317] humana 212 GFYYLYANICFRHHETSGDLATEYLQLMVYVTKTSIKIP 250
OPGho[56.316] murina . (L]EMMMHHMQP I
FLAG OPGbp[158-316] murina/DE

MVYWK 249
LECECLLETERLTLT L IIIHIIH

] | | l
GFYYLYANICFRHHETSGDLATEYLQLMVYWK SIK
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FIGURA 30

Absorbancia a 405 nm

3.50
3.00
2.50
2.00
1.50
1.00
0.50

0.00 -+

Union de anticuerpo AT a OPGhp
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Concentracion de anticuerpo (ng/ml)
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