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DESCRIPCION
AlIM variante
[Campo técnico]

La presente invencién se refiere a un AIM mutante, un acido nucleico que codifica el AIM mutante, un vector de
expresion que contiene el acido nucleico, una célula hospedadora que contiene el vector de expresién, un método de
produccién de un AIM mutante usando la célula hospedadora y una composicién farmacéutica que contiene el AIM
mutante.

[Antecedentes de la técnica]

El AIM (inhibidor de la apoptosis de macréfagos, o CD5L) es un factor que es producido especificamente por un
macréfago identificado por los presentes inventores y suprime la apoptosis del propio macréfago (documento no de
patente 1), y hasta ahora se ha sugerido una asociacién con varias enfermedades. Por ejemplo, la concentracién
sanguinea de AIM aumenta con la obesidad, y los adipocitos absorben AIM debido a la endocitosis mediada por CD36
e induce la lipdlisis de las grasas neutras acumuladas, lo que sugiere una relacién con la antiobesidad (documento no
de patente 2). El AIM libera acidos grasos libres de los adipocitos mediante lipdlisis de grasas neutras, y el acido graso
liberado induce/mantiene la inflamacién crénica en el tejido adiposo mediante la estimulacién de receptores de tipo
Toll. El sindrome metabdélico se basa en la adquisicidn de resistencia a la insulina asociada a la obesidad. Puesto que
la inflamacién crénica en el tejido adiposo es importante, se dice que el AIM esté asociado con el sindrome metabdlico
(documento no de patente 3). Los presentes inventores también aclararon que el AIM suprime la diferenciacién de
células progenitoras de grasa en adipocitos maduros e induce la descomposicién de gotitas de grasa en adipocitos, e
informaron sobre la posibilidad de aplicacién del AIM a la obesidad (documento de patente 1). Ademas, los presentes
inventores aclararon que los ratones obesos con desactivacién génica (KO) de AIM cargados con una dieta alta en
calorias muestran una patologia semejante a la patologia de EHNA humana, tal como obesidad, higado graso, fibrosis
del parénquima hepatico y carcinogénesis, e informaron sobre la posibilidad de aplicacién del AIM a enfermedades
hepéaticas (documento de patente 2). Ademas, los presentes inventores aclararon que los ratones KO de AIM que se
sometieron a reperfusién de isquemia renal transitoria bilateral desarrollaron insuficiencia renal aguda, seguida de la
acumulacién de células tubulares renales necréticas y la rapida progresién acompafiante de renopatia, exacerbacion
de la afeccién sistémica, y se confirmé una alta frecuencia de muerte. Los inventores mostraron que cuando se
administré AIM a los ratones KO de AIM, el nivel de BUN mejoré, la funcién renal mejord rapidamente y también
mejoraron los sintomas sistémicos y la mortalidad, e informaron sobre la posibilidad del tratamiento de la insuficiencia
renal aguda y la profilaxis o tratamiento de enfermedades renales crénicas mediante la suplementacién con AIM
(documento de patente 3). También, los inventores informaron que, en la sangre, el AIM forma un complejo con
pentamero de IgM en la region Fc, que protege al AIM de la filtracion renal y mantiene un nivel alto de AIM en sangre
(documentos no de patente 4, 5).

Generalmente, cuando se usa como producto farmacéutico una proteina que tiene un efecto farmacoldgico, es
necesario preparar una proteina uniforme que satisfaga condiciones tales como mantenimiento de la funcién, ausencia
de coagulacién y similares. Un método tipico para preparar una proteina es un método que incluye cultivar una célula
en donde se ha introducido un vector de expresién que tiene un acido nucleico que codifica una proteina deseada, y
aislar y purificar una proteina recombinante secretada dentro de la célula o secretada en el medio de cultivo a partir
de la célula. En el presente método, se usa preferiblemente Escherichia coli como célula hospedadora porque es facil
de manejar en transferencia de genes, cultivo y similares. Sin embargo, pueden ocurrir problemas durante la
preparacién de proteinas en condiciones diferentes al entorno original. Por ejemplo, las proteinas derivadas de
eucariotas pueden formar enlaces disulfuro intramoleculares entre cisteinas cuando forman estructuras de orden
superior. Cuando se prepara tal proteina transformando Escherichia coli, se previene la formacién de enlaces disulfuro
ya que el citoplasma de Escherichia coli estd bajo fuertes condiciones reductoras. Como resultado, pueden ocurrir
problemas en el sentido de que la estructura original de orden superior no se reproduce, la proteina recombinante
purificada pierde su funcién original o exhibe toxicidad, y similares. Cuando se usa una célula de mamifero como célula
hospedadora y la proteina diana se expresa en una concentracién superior a aquella a la que la proteina esta
normalmente presente en la célula, las proteinas recombinantes pueden formar un multimero mediante un enlace
disulfuro, lo que puede afectar la purificacién de la proteina recombinante o la farmacocinética in vivo. Puesto que el
AIM contiene 3 dominios de receptor depurador rico en cisteina (SRCR) que constan de aproximadamente 100
aminoécidos que contienen muchas cisteinas, Escherichia coli no es adecuada como célula hospedadora cuando se
produce AIM recombinante, e incluso cuando se usan células de mamiferos, era necesario verificar si el AIM
recombinante estd multimerizado o no, y cuando se confirma la multimerizacién, se debe considerar un medio para
prevenir la multimerizacién. Sin embargo, hasta la fecha no se ha realizado ningun informe sobre la multimerizacion
del AIM recombinante. Ademés, puesto que el AIM que formaba un complejo con pentdmero de IgM se vuelve inactivo,
cuando se administra AIM recombinante como producto farmacéutico, es necesario controlar la formacién de un
complejo de AIM y pentamero de IgM. Este problema sigue sin resolverse.
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[Lista de documentos]
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[Sumario de la invencién]
[Problema técnico]

La presente invencién tiene como objetivo proporcionar un AIM recombinante que mantenga funciones, no multimerice
y ho sea inactivado por IgM.

[Solucién al problema]

Los presentes inventores confirmaron que se forma un multimero cuando se expresa un AIM humano recombinante
de tipo silvestre usando HEK293, y se centraron en la cisteina contenida en el AIM humano como causa de la
multimerizacién. Los presentes inventores predijeron a partir de la prediccién de la estructura tridimensional de AIM
humano que la cisteina en el aminoacido nimero 168 y la cisteina en el aminoacido nimero 277 de AIM humano de
tipo silvestre mostrado en la SEQ ID NO: 1 estan implicadas en la formacion de multimeros. Se confirmd que el AIM
recombinante humano mutante no se multimeriza cuando se prepara un AIM recombinante humano mutante en donde
la cisteina estad sustituida por serina. La eficacia de recuperacién del AIM recombinante mutante aumenté en
comparacién con la del AIM recombinante de tipo silvestre. Ademés, el AIM humano recombinante mutante mantuvo
la actividad endocitotica en los macréfagos, que es una de las funciones del AIM humano de tipo silvestre.
Sorprendentemente, se confirmé que la actividad mejoré significativamente en AIM en donde la cisteina del
aminoé&cido numero 168 de AIM humano de tipo silvestre mostrado en la SEQ ID NO: 1 se reemplazd por serina.
También se confirmé que el AIM recombinante de ratén de tipo silvestre forma un dimero, y también se encontrd que
la cisteina en el aminoacido nimero 168 del AIM de ratén de tipo silvestre mostrado en la SEQ ID NO: 2 es la causa
de la formacién de dimero. Ademés, el AIM humano mutante y el AIM de ratén mutante en donde la cisteina en el
aminoé&cido nimero 168 del AIM humano de tipo silvestre y la cisteina en el aminoacido nimero 168 del AIM de ratén
de tipo silvestre estan respectivamente sustituidas por serina no forman un complejo con el pentdmero de IgM. Los
presentes inventores realizaron estudios adicionales basados en estos hallazgos y completaron la presente invencion.

Es decir, la presente invencién proporciona

[1] un AIM humano mutante que comprende una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las siguientes (1) a
(4) y que tiene una actividad de AIM humano de tipo silvestre

(1) una secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO: 1, en donde la cisteina en el
aminoé&cido numero 168 esta sustituida por otro aminoacido,

(2) una secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO: 1, en donde la cisteina en el
aminoé&cido numero 277 esta sustituida por otro aminoacido,

(3) una secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO: 1, en donde la cisteina en el
aminoé&cido numero 168 esta sustituida por otro aminoécido, y la cisteina en el amino&cido niumero 277 esta
sustituida por otro aminoécido,

(4) una secuencia de aminoacidos segln una cualquiera de (1) a (3), que comprende ademas la delecién,
adicién, insercidn o sustitucién de uno a cinco aminoacidos o una combinacion de los mismos en una posicién
distinta de las cisteinas presentes en la secuencia de aminoacidos de una cualquiera de (1) a (3) y el otro
aminoacido sustituido,
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en donde actividad del AIM humano de tipo silvestre significa al menos una de las actividades seleccionadas del grupo
que consiste en: actividad de endocitosis en macréfagos, actividad supresora de apoptosis de macréfagos, actividad
de mantenimiento/promocién de arteriosclerosis, actividad supresora de la diferenciacién de adipocitos, actividad
lipolitica de adipocitos, actividad reductora de adipocitos, actividad de unién a CD386, actividad de endocitosis de
adipocitos, actividad de unién a FAS, actividad supresora de la funcién FAS, actividad antiobesidad, actividad
preventiva o terapéutica de enfermedades hepaticas (higado graso, EHNA, cirrosis hepatica o cancer de higado) y
actividad preventiva o terapéutica de enfermedades renales (insuficiencia renal aguda, nefritis crénica, insuficiencia
renal crdnica, sindrome nefrético, nefropatia diabética, nefroesclerosis, nefropatia por IgA, nefropatia hipertensiva,
nefropatia asociada a enfermedad del colageno o nefropatia por IgM);

[2] el AIM humano mutante de [1], en donde el otro aminoacido es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste
en asparagina, glutamina, serina y treonina;

[3] el AIM humano mutante de [1], en donde el otro aminoacido es serina;

[4] un AIM de ratén mutante que comprende una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las siguientes (1) a
(3) y que tiene una actividad de AIM de ratén de tipo silvestre

(1) una secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO: 2, en donde la cisteina en el
aminoé&cido numero 168 esta sustituida por otro aminoacido,

(2) una secuencia de aminoacidos, que tiene una identidad de al menos el 98 % con la secuencia de
aminoécidos de (1), donde permanecen las cisteinas presentes en la secuencia de aminoacidos de (1) y el
otro aminoacido sustituido,

(3) una secuencia de aminoacidos segun (1) que comprende ademas la delecién, adicién, insercién o
sustitucién de uno a cinco aminoécidos o una combinacién de los mismos en una posicidn distinta de las
cisteinas presentes en la secuencia de aminoacidos de (1) y el otro aminoacido sustituido

en donde actividad del AIM de ratén de tipo silvestre significa al menos una de las actividades seleccionadas del grupo
que consiste en: actividad de endocitosis en macréfagos, actividad supresora de apoptosis de macréfagos, actividad
de mantenimiento/promocién de arteriosclerosis, actividad supresora de la diferenciacién de adipocitos, actividad
lipolitica de adipocitos, actividad reductora de adipocitos, actividad de unién a CD386, actividad de endocitosis de
adipocitos, actividad de unién a FAS, actividad supresora de la funcién FAS, actividad antiobesidad, actividad
preventiva o terapéutica de enfermedades hepaticas (higado graso, EHNA, cirrosis hepatica o cancer de higado) y
actividad preventiva o terapéutica de enfermedades renales (insuficiencia renal aguda, nefritis crénica, insuficiencia
renal crdnica, sindrome nefrético, nefropatia diabética, nefroesclerosis, nefropatia por IgA, nefropatia hipertensiva,
nefropatia asociada a enfermedad del colageno o nefropatia por IgM);

[5] el AIM de ratén mutante de [4], en donde el otro aminoacido es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste
en asparagina, glutamina, serina y treonina;

[6] el AIM de ratéon mutante de [4], en donde el otro aminoécido es serina;
[7] un acido nucleico que comprende la secuencia de bases de las siguientes (1) o (2)
(1) una secuencia de bases que codifica el AIM humano mutante de una cualquiera de [1] a [3],
(2) una secuencia de bases que codifica el AIM de ratén mutante de una cualquiera de [4] a [6];
[8] un vector de expresion que comprende el acido nucleico de [7];
[9] una célula hospedadora que comprende el vector de expresién de [8];

[10] un método para producir un AIM humano mutante o un AIM de ratén mutante, que comprende cultivar la célula
hospedadora de [9];

[11] una composicién farmacéutica que comprende un AIM mutante de los siguientes (1) 0 (2)
(1) el AIM humano mutante de una cualquiera de [1] a [3],
(2) el AIM de ratén mutante de una cualquiera de [4] a [6];

y similares.

[Efectos ventajosos de la invencién]

El AIM mutante de la presente invencidn tiene una funcién equivalente a la del AIM recombinante de tipo silvestre, o

tiene una funcién mejorada, y se caracteriza porque no se multimeriza cuando se expresa como un AIM recombinante.

Debido a la ausencia de multimerizacion, el AIM recombinante no precipita por insolubilizacién y, como resultado, se
4
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mejora la tasa de recuperaciéon del AIM recombinante y se evita el riesgo asociado con la administracion in vivo.
Ademés, el AIM mutante de la presente invencidn tiene la caracteristica de que, cuando se administra a un cuerpo
vivo, no forma un complejo con un pentdmero de IgM y, como resultado, no se inactiva. Por lo tanto, se puede prevenir
una disminucién en el titulo del AIM mutante administrado y se puede reducir la dosis.

[Breve descripcién de los dibujos]

La Fig. 1 muestra una imagen electroforética de rAIM humano de tipo silvestre después de la purificacion y
concentracién. Monémero: monémero, Dimero: dimero, Polimero: multimero. La parte de color oscuro en la parte
superior del gel (indicada por una flecha) es un multimero que tiene un peso molecular enorme.

La Fig. 2 muestra una imagen electroforética de rAIM de ratén de tipo silvestre después de la purificaciéon y
concentraciéon. Monémero: monémero, Dimero: dimero.

La Fig. 3 muestra las secuencias de aminoacidos de los AIM humanos de tipo silvestre 2CS, 3CS y 2/3CS. La parte
subrayada indica la bisagra que conecta los dominios de SRCR.

La Fig. 4 muestra una estructura tridimensional de AIM humano de tipo silvestre.
La Fig. 5 muestra una estructura tridimensional de AIM de raton de tipo silvestre.

La Fig. 6 muestra las secuencias de aminoacidos de AIM de ratén 2CS y de tipo silvestre. La parte subrayada indica
la bisagra que conecta los dominios de SRCR.

La Fig. 7 muestra imagenes electroforéticas de rAIM humanos de tipo silvestre, 2CS, 3CS y 2/3CS después de la
purificaciéon y concentracién. Mondmero: monémero, Dimero: dimero, Polimero: multimero. Las otras bandas son
contaminacién con proteinas no especificas distintas a AIM.

La Fig. 8 muestra una imagen electroforética de rAIM de ratén 2CS y de tipo silvestre después de la purificacion y
concentraciéon. Monémero: monémero, Dimero: dimero.

La Fig. 9 es un dibujo que muestra la captacién de rAIM por células de macréfagos peritoneales. El eje vertical muestra
la intensidad de la fluorescencia.

La Fig. 10 muestra una imagen de transferencia Western (A) de proteinas obtenidas a partir de sobrenadante de cultivo
que contiene rAIM de ratdn de tipo silvestre o 2CS y pentdmero de IgM de ratén, y una imagen de transferencia
Western (B) de proteinas obtenidas de sobrenadante de cultivo que contiene rAIM humano de tipo silvestre 0 2CSy
pentamero de IgM. a-mAIM: anti-AIM de ratén, a-hAIM: anti-AIM humano, a-mIgM: anti-IgM de ratén, a-higM: anti-IgM
humano.

[Descripcién de realizaciones]

La presente invencién proporciona un AIM humano mutante como se define en las reivindicaciones 1-3 que comprende
una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las siguientes (1a) a (4a) y que tiene una actividad de AIM
humano de tipo silvestre (en lo sucesivo también se denominara como el AIM humano mutante de la presente
invencién)

(1a) una secuencia de aminoécidos como se muestra en la SEQ ID NO: 1, en donde la cisteina en el aminoacido
nimero 168 esta sustituida por otro aminoécido,

(2a) una secuencia de aminoécidos como se muestra en la SEQ ID NO: 1, en donde la cisteina en el aminoacido
numero 277 esta sustituida por otro aminoécido,

(3a) una secuencia de aminoécidos como se muestra en la SEQ ID NO: 1, en donde la cisteina en el aminoacido
nimero 168 esta sustituida por otro aminoécido, y una secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO:
1, en donde la cisteina en el amino&cido nimero 277 esta sustituida por otro aminoécido,

(4a) una secuencia de aminoacidos segun una cualquiera de (1a) a (3a), que comprende ademés la delecién, adicién,
insercion o sustitucién de uno a cinco aminoacidos o una combinacidén de los mismos en una posicién distinta de las
cisteinas presentes en la secuencia de aminoécidos de una cualquiera de (1a) a (3a) y el otro aminoacido sustituido.

Ademés, el AIM humano mutante de la presente invencion contiene preferiblemente la secuencia de aminoacidos de
una cualquiera de las siguientes (1b) a (4b).

(1b) una secuencia de aminoécidos como se muestra en la SEQ ID NO: 1, en donde la cisteina en el aminoacido
nimero 168 esta sustituida por serina (SEQ ID NO: 3),

(2b) una secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 1, en donde la cisteina en el aminoacido nimero
277 esta sustituida por serina (SEQ ID NO: 4),
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(3b) una secuencia de aminoécidos como se muestra en la SEQ ID NO: 1, en donde la cisteina en el aminoacido
nimero 168 esta sustituida por serina, y una secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 1, en donde
la cisteina en el aminoacido nimero 277 esta sustituida por serina (SEQ ID NO: 5),

(4b) una secuencia de aminoacidos segun una cualquiera de (1b) a (3b), que comprende ademés la delecién, adicién,
insercion o sustitucién de uno a cinco aminoacidos o una combinacidén de los mismos en una posicién distinta de las
cisteinas presentes en la secuencia de aminoécidos de una cualquiera de (1b) a (3b) y la serina sustituida.

En la presente invencién, la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 1 es la secuencia de aminoacidos
de AIM humano de tipo silvestre. EI AIM humano de tipo silvestre es una proteina presente principalmente en la sangre
que contiene tres dominios ricos en cisteina de receptor depurador rico en cisteina (SRCR). El dominio SRCR1, el
dominio SRCR2 y el dominio SRCR3 contenidos en el AIM humano de tipo silvestre contienen 8, 9 y 9 cisteinas,
respectivamente. De estas cisteinas, 8, 8 y 8 cisteinas contribuyen respectivamente a la formacién de enlaces disulfuro
intramoleculares y el AIM humano de tipo silvestre forma una estructura de orden superior. Las cisteinas que no estan
implicadas en la formacién de una estructura de orden superior de AIM humano de tipo silvestre in vivo son la cisteina
en el amino&cido nimero 168 y la cisteina en el aminoacido nimero 277 en la SEQ ID NO: 1. Estas dos cisteinas
presentes en Los AIM humanos de tipo silvestre no contribuyen al enlace disulfuro intramolecular, sino que forman un
enlace disulfuro intermolecular entre los AIM humanos recombinantes. Como resultado, el AIM humano recombinante
se multimeriza y precipita como una proteina insolubilizada. Ademés, la cisteina mencionada anteriormente en el
aminoacido niumero 168 de la SEQ ID NO: 1 forma un complejo que consiste en AIM humano de tipo silvestre y
pentamero de IgM humana formando un enlace disulfuro intermolecular con una cisteina particular en el pentdmero
de IgM e inactiva el AIM humano de tipo silvestre.

Como se mencion6 anteriormente, el AIM humano mutante de la presente invencién contiene la secuencia de
aminoécidos de una cualquiera de las siguientes (1a) a (3a).

(1a) una secuencia de aminoécidos como se muestra en la SEQ ID NO: 1, en donde la cisteina en el aminoacido
nimero 168 esta sustituida por otro aminoé&cido.

(2a) una secuencia de aminoécidos como se muestra en la SEQ ID NO: 1, en donde la cisteina en el aminoacido
numero 277 esta sustituida por otro aminoé&cido.

(3a) una secuencia de aminoécidos como se muestra en la SEQ ID NO: 1, en donde la cisteina en el aminoacido
nimero 168 esta sustituida por otro aminoacido, y una secuencia de aminoacidos como se muestra en por SEQ ID
NO: 1, en donde la cisteina en el aminoacido nimero 277 esta sustituido por otro aminoé&cido.

El AIM humano mutante recombinante de la presente invencién previene la formaciéon de enlaces disulfuro
intermoleculares entre AIM humanos recombinantes mediante la sustitucion de cisteina en el amino&cido nimero 168
y/o la cisteina en el aminoacido nimero 277 en la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 1 por
diferentes aminoécidos, mediante lo cual se puede prevenir la multimerizacién de AIM humano recombinante. Ademas,
previene la formacidén de enlaces disulfuro intermoleculares entre AIM humano recombinante y pentdmero de IgM al
sustituir la cisteina en el amino&cido nimero 168 en la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 1 por
un aminodacido diferente, por lo que la inactivacién de AIM humano recombinante puede ser prevenida. Los diferentes
aminoécidos usados para la sustitucién de la cisteina mencionada anteriormente en el aminoacido nimero 168 y/o la
cisteina en el aminoacido numero 277 en la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 1 no estan
particularmente limitados siempre que el AIM humano mutante obtenido pueda mantener o mejorar actividades
semejantes a las del AIM humano de tipo silvestre (aqui, "actividad" significa al menos una de las actividades
seleccionadas de actividad de endocitosis a macréfagos, actividad supresora de apoptosis de macréfagos, actividad
de mantenimiento/promocién de arteriosclerosis, actividad supresora de la diferenciacién de adipocitos, actividad
lipolitica de adipocitos, actividad reductora de adipocitos, actividad de unién a CD386, actividad de endocitosis de
adipocitos, actividad de unién a FAS, actividad supresora de la funcién FAS, actividad antiobesidad, enfermedades
hepéticas (higado graso, EHNA, cirrosis hepatica, cancer de higado), actividad preventiva o terapéutica de
enfermedades renales (insuficiencia renal aguda, nefritis crénica, insuficiencia renal crénica, sindrome nefrético,
nefropatia diabética, nefroesclerosis, nefropatia por IgA, nefropatia hipertensiva, nefropatia asociada con enfermedad
del colageno o nefropatia por IgM)) y el aminoacido muestre propiedades fisicoquimicas semejantes a las de la cisteina
preferiblemente mencionada. Los diferentes aminoéacidos para sustituir la cisteina mencionada anteriormente en el
aminoé&cido numero 168 y los diferentes aminoacidos para sustituir la cisteina en el aminoacido nimero 277 en la
secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 1 pueden seriguales o diferentes. Los ejemplos de aminoacidos
semejantes a la cisteina incluyen aminoéacidos clasificados como aminoacidos neutros polares, e incluyen
especificamente aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en asparagina, glutamina, serina y treonina. Entre
estos, se prefiere la serina desde el punto de vista de la semejanza estructural. Por lo tanto, el AIM humano mutante
de la presente invencién que contiene cualquiera de las secuencias de aminoacidos de (1a) a (3a) mencionadas
anteriormente puede ser preferiblemente un AIM humano mutante que contiene una cualquiera de las siguientes
secuencias de aminoacidos.

(1b) una secuencia de aminoécidos como se muestra en la SEQ ID NO: 1, en donde la cisteina en el aminoacido
nimero 168 esta sustituida por serina (SEQ ID NO: 3).
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(2b) una secuencia de aminoécidos como se muestra en la SEQ ID NO: 1, en donde la cisteina en el aminoacido
nimero 277 esta sustituida por serina (SEQ ID NO: 4).

(3b) una secuencia de aminoécidos como se muestra en la SEQ ID NO: 1, en donde la cisteina en el aminoacido
nimero 168 esta sustituida por serina, y una secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO: 1, en
donde la cisteina en el aminoacido numero 277 est4 sustituida por serina (SEQ ID NO: 5).

En particular, la actividad endocitica de (1b) un AIM humano mutante que contiene la secuencia de aminoacidos (SEQ
ID NO: 3), en donde la cisteina en el aminoacido nimero 168 de la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID
NO: 1 esta sustituida por serina, es mayor que la actividad del AIM humano de tipo silvestre como se muestra en los
ejemplos mencionados a continuacién y se sugiere que la funcién como AIM es superior.

El AIM humano mutante de la presente invencién puede contener la secuencia de aminoacidos de la siguiente (4a) en
lugar de la secuencia de amino&cidos de una cualquiera de las (1a) a (3a) mencionadas anteriormente.

(4a) una secuencia de aminoacidos segun una cualquiera de (1a) a (3a), que comprende ademés la delecién, adicién,
insercion o sustitucién de uno a cinco aminoacidos o una combinacidén de los mismos en una posicién distinta de las
cisteinas presentes en la secuencia de aminoécidos de una cualquiera de (1a) a (3a) y el otro aminoacido sustituido.

El AIM humano mutante de la presente invencién puede contener la secuencia de aminoacidos de la siguiente (4b) en
lugar de la secuencia de amino&cidos de una cualquiera de las (1b) a (3b) mencionadas anteriormente.

(4b) una secuencia de aminoacidos segun una cualquiera de (1b) a (3b), que comprende ademés la delecién, adicién,
insercion o sustitucién de uno a cinco aminoacidos o una combinacidén de los mismos en una posicién distinta de las
cisteinas presentes en la secuencia de aminoécidos de una cualquiera de (1b) a (3b) y la serina sustituida.

Los ejemplos especificos de la secuencia de aminoacidos sustancialmente igual que la secuencia de aminoacidos
mencionada anteriormente de una cualquiera de (1a) a (3a) (o una cualquiera de las (1b) a (3b) mencionadas
anteriormente), en donde permanecen las cisteinas presentes en la secuencia de aminoacidos de una cualquiera de
las (1a) a (3a) mencionadas anteriormente (o las (1b) a (3b) mencionadas anteriormente) y el otro aminoéacido
sustituido (preferiblemente, el otro aminoécido sustituido es serina) incluyen un aminoéacido en donde las cisteinas en
los aminoéacidos nimeros 10, 26, 39, 44, 73, 83, 91, 101, 124, 140, 153, 158, 168, 185, 195, 205, 215, 230, 246, 259,
264, 277, 292, 302, 312 y 322 de la secuencia de aminoacidos de una cualquiera de (1a) a (3a) mencionadas
anteriormente (o cualquiera de las (1b) a (3b) mencionadas anteriormente), y los otros aminoacidos sustituidos
(preferiblemente, el otro aminoacido sustituido es serina) no se cambian, y las partes de la secuencia de aminoéacidos
distintas de los aminoacidos tienen una homologia de no menos de aproximadamente 85 %, preferiblemente no menos
de aproximadamente 90 %, mas preferiblemente no menos de aproximadamente 95 %, lo méas preferiblemente no
menos de aproximadamente 98 %, con la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 1 y similares. Como
se usa en el presente documento, la "homologia" significa la proporcién (%) de los mismos residuos de aminoéacidos
y residuos de aminoacidos semejantes con respecto al total de residuos de aminoacidos superpuestos, en un
alineamiento 6ptimo (preferiblemente, el algoritmo es capaz de considerar la introduccién de un hueco en una o0 ambas
secuencias para un alineamiento 6ptimo), cuando dos secuencias de aminoécidos se alinean usando un algoritmo
matemético conocido en el campo técnico. "Aminoéacido semejante” significa aminoacidos que tienen propiedades
fisicoquimicas semejantes y, por ejemplo, pueden mencionarse aminoacidos clasificados en el mismo grupo tales
como aminoécidos arométicos (Phe, Trp, Tyr), aminoacidos alifaticos (Ala, Leu, lle, Val), aminoacidos polares (Gln,
Asn), aminoacidos basicos (Lys, Arg, His), aminoacidos &cidos (Glu, Asp), aminoacidos con un grupo hidroxilo (Ser,
Thr), aminoacidos con una cadena lateral pequefia (Gly, Ala, Ser, Thr, Met) y similares. Se predice que la sustitucién
por tales aminoacidos semejantes no cambia el fenotipo de la proteina (es decir, sustitucion conservadora de
aminoécidos). Los ejemplos especificos de sustitucién conservadora de aminoécidos son bien conocidos en el campo
técnico y se describen en diversos documentos (p. ej., Bowie et al., Science, 247: 1306-1310 (1990)).

La homologia de las secuencias de aminoacidos en la presente memoria descriptiva se puede calcular usando el
algoritmo de calculo de homologia NCBI BLAST (National Center for Biotechnology Information Basic Local Alignment
Search Tool) y bajo las siguientes condiciones (expectativa= 10; hueco permitido; matriz= BLOSUMG62; filtrado= OFF).
Los ejemplos de otro algoritmo para determinar la homologia de la secuencia de aminoacidos incluyen el algoritmo
descrito en Karlin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 5873-5877 (1993) [dicho algoritmo esta incorporado en el
programa NBLAST y XBLAST (version 2.0) (Altschul et al., Nucleic Acids Res., 25: 3389-3402 (1997))], el algoritmo
descrito en Needleman y col., J. Mol. Biol., 48: 444-453 (1970) [dicho algoritmo esta incorporado en el programa GAP
en el paquete de software GCG], el algoritmo descrito en Myers y Miller, CABIOS, 4: 11-17 (1988) [dicho algoritmo
esta incorporado en el programa ALIGN (versiéon 2.0) que forma parte del paquete de software de alineamiento de
secuencias CGC], el algoritmo descrito en Pearson et al., Proc. Natl Acac. Sci. USA., 85: 2444-2448 (1988) [dicho
algoritmo esté incorporado en el programa FASTA en el paquete de software GCG] y similares, y estos también se
pueden usar preferiblemente de manera semejante.

Més preferiblemente, los ejemplos de secuencia de aminogcidos sustancialmente iguales a la secuencia de
aminoé&cidos mencionada anteriormente de una cualquiera de (1a) a (3a) (o una cualquiera de (1b) a (3b) mencionadas
anteriormente), en que permanecen las cisteinas presentes en la secuencia de aminoécidos de una cualquiera de (1a)
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a (3a) mencionadas anteriormente (o (1b) a (3b) mencionadas anteriormente) y el otro aminoacido sustituido
(preferiblemente, el otro aminoacido sustituido es serina) incluyen aminoéacidos cuyas cisteinas en los aminoéacidos
nimeros 10, 26, 39, 44, 73, 83, 91, 101, 124, 140, 153, 158, 168, 185, 195, 205, 215, 230, 246, 259, 264, 277, 292,
302, 312 y 322 de la secuencia de aminoacidos de una cualquiera de (1a) a (3a) mencionadas anteriormente (o una
cualquiera de (1b) a (3b)), y los otros aminoacidos sustituidos (preferiblemente, el otro aminoacido sustituido es serina)
no cambian, y las partes de la secuencia de aminoacidos distintas de los aminoacidos tienen una identidad de no
menos de aproximadamente 85 %, preferiblemente no menos de aproximadamente 90 %, mas preferiblemente no
menos de aproximadamente 95 %, lo mas preferiblemente no menos de aproximadamente 98 % con la secuencia de
aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 1.

La posicién distinta de las cisteinas presentes en la secuencia de aminoécidos de una cualquiera de (1a) a (3a)
mencionadas anteriormente (o (1b) a (3b) mencionadas anteriormente) y el otro aminoacido sustituido
(preferiblemente, el otro aminoacido sustituido es serina) es la posicién distinta de los aminoacidos nimeros 10, 26,
39, 44, 73, 83, 91, 101, 124, 140, 153, 158, 168, 185, 195, 205, 215, 230, 246, 259, 264, 277, 292, 302, 312y 322 de
la secuencia de aminoéacidos de una cualquiera de (1a) a (3a) mencionadas anteriormente (o0 una cualquiera de (1b)
a (3b) mencionadas anteriormente), y no esté particularmente limitada siempre que sea una posicién en donde un AIM
humano mutante que contiene delecion, adicién, insercién o sustitucién, o una combinacién de las mismas, pueda
mantener o mejorar las actividades que tiene el AIM humano de tipo silvestre. El nimero de deleciones, adiciones,
inserciones o sustituciones, o una combinacién de las mismas, es de uno a 5, preferiblemente de 1 a 4,de 1a 3, o de
1 a 2. Los aminoacidos que se van a usar para la sustitucién pueden ser semejantes a los aminoacidos mencionados
anteriormente.

La presente invencion también proporciona un AIM de ratén mutante como se define en las reivindicaciones 4-6 que
contiene una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las siguientes (1¢) a (3¢) y que tiene una actividad de
AIM de ratén de tipo silvestre (en lo sucesivo también denominado AIM de ratdn mutante de la presente invencion)

(1¢) una secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 2, en donde la cisteina en el aminoacido ndmero
168 esta sustituida por otro aminoacido,

(2¢) una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos 98 % con la secuencia de aminoécidos de
(1¢), y permanecen las cisteinas presentes en la secuencia de aminoacidos de (1c¢) y el otro aminoéacido sustituido,

(3¢) una secuencia de aminoacidos segln (1), que comprende ademas la delecién, adicién, insercién o sustitucién de
uno a cinco aminodacidos 0 una combinacién de los mismos en una posicidn distinta de las cisteinas presentes en la
secuencia de aminoacidos de (1¢) y el aminoéacido sustituido.

Ademés, el AIM de ratdén mutante de la presente invencién contiene preferiblemente la secuencia de aminoacidos de
una cualquiera de las siguientes (1d) a (3d).

(1d) una secuencia de aminoécidos como se muestra en la SEQ ID NO: 2, en donde la cisteina en el aminoacido
nimero 168 esta sustituida por serina (SEQ ID NO: 6),

(2d) una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos 98 % con la secuencia de aminoéacidos de
(1d), y permanecen las cisteinas presentes en la secuencia de aminoécidos de (1d) y la serina sustituida,

(3d) una secuencia de aminoacidos segun (1) que comprende ademas la delecidn, adicién, insercién o sustitucién de
uno a cinco aminodacidos 0 una combinacién de los mismos en una posicidn distinta de las cisteinas presentes en la
secuencia de aminoacidos de (1d) y la serina sustituida.

En la presente invencion, la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 2 muestra la secuencia de
aminoécidos de AIM de ratén de tipo silvestre. De manera semejante al AIM humano de tipo silvestre, el AIM de ratén
de tipo silvestre contiene 3 dominios de SRCR. Las cisteinas contenidas en el dominio SRCR1, el dominio SRCR2 y
el dominio SRCR3 son, a diferencia del AIM humano de tipo silvestre, 8, 9 y 8, respectivamente. La cisteina que no
esta implicada en la formacién de la estructura de orden superior del AIM de ratén de tipo silvestre in vivo es solo la
cisteina en el aminoacido numero 168 en la SEQ ID NO: 2. Esta cisteina presente en el AIM de ratén de tipo silvestre
no contribuye al enlace disulfuro intramolecular, sino que forma un enlace disulfuro intermolecular entre AIM de ratén
recombinantes. Como resultado, el AIM de ratén recombinante se dimeriza. Ademas, la cisteina mencionada
anteriormente en el aminoacido nimero 168 de la SEQ ID NO: 2 forma un complejo que consiste en AIM de ratén de
tipo silvestre y pentamero de IgM de ratén, formando un enlace disulfuro intermolecular con una cisteina particular en
el pentdmero de IgM, e inactiva el AIM de ratén de tipo silvestre.

Como se menciond anteriormente, el AIM de ratén mutante de la presente invencién contiene (1c¢) la secuencia de
aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO: 2, en donde la cisteina en el aminoacido nimero 168 esta sustituida
por otro aminoacido.

El AIM de raton mutante de la presente invencion previene la formacién de enlaces disulfuro intermoleculares entre
AIM de ratén recombinantes al sustituir la cisteina en el aminoacido nimero 168 en la secuencia de aminoécidos
mostrada en la SEQ ID NO: 2 por un aminoacido diferente, con lo que puede prevenirse la dimerizacién del AIM de
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ratdn recombinante. Ademas, previene la formacién de enlaces disulfuro intermoleculares entre AIM de ratén
recombinante y pentdmero de IgM al sustituir la cisteina en el aminoacido nimero 168 en la secuencia de aminoacidos
mostrada en la SEQ ID NO: 2 por un aminoacido diferente, con lo que puede prevenirse la inactivacion de AIM de
ratdn recombinante. Los diferentes aminoacidos usados para la sustituciéon de la cisteina mencionada anteriormente
en el amino&cido nimero 168 en la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 2 no estan particularmente
limitados siempre que el AIM de ratén mutante obtenido pueda mantener o mejorar actividades semejantes a las del
AIM de ratén de tipo silvestre (aqui, "actividad" significa lo mismo que en el AIM humano de tipo silvestre). Se prefiere
un aminoéacido que muestre propiedades fisicoquimicas semejantes a las de la cisteina. Los ejemplos de aminoacidos
semejantes a la cisteina incluyen aminoéacidos clasificados como aminoacidos neutros polares, e incluyen
especificamente aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en asparagina, glutamina, serina y treonina. Entre
estos, se prefiere la serina desde el punto de vista de la semejanza estructural. Por lo tanto, el AIM de ratén mutante
mencionado anteriormente de la presente invencién es preferiblemente AIM de ratén mutante que contiene (1d) una
secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO: 2, en donde la cisteina en el aminoacido nimero 168
esté sustituida por serina (SEQ ID NO: 6).

El AIM de ratén mutante de la presente invencién puede contener la secuencia de aminoécidos de las siguientes (2c¢)
0 (3c) en lugar de la secuencia de aminoacidos de (1¢) mencionada anteriormente.

(2¢) una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos 98 % con la secuencia de aminoécidos de
(1¢), y permanecen las cisteinas presentes en la secuencia de aminoacidos de (1c¢) y el otro aminoéacido sustituido,

(3¢) una secuencia de aminoacidos segun (1c), que comprende ademas la delecién, adicién, insercién o sustitucién
de uno a cinco aminoacidos o una combinacién de los mismos en una posicién distinta de las cisteinas presentes en
la secuencia de aminoacidos de (1c) y el aminoéacido sustituido.

El AIM de ratébn mutante de la presente invencién también puede contener la secuencia de aminoacidos de las
siguientes (2d) o (3d) en lugar de la secuencia de aminoacidos de (1d) mencionada anteriormente.

(2d) una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos 98 % con la secuencia de aminoéacidos de
(1d), y permanecen las cisteinas presentes en la secuencia de aminoécidos de (1d) y la serina sustituida,

(3d) una secuencia de aminoacidos segun (1d) que comprende ademas la delecién, adicién, insercién o sustitucién
de uno a cinco aminoacidos o una combinacién de los mismos en una posicién distinta de las cisteinas presentes en
la secuencia de aminoacidos de (1d) y la serina sustituida.

Los ejemplos especificos de la secuencia de aminoacidos sustancialmente igual que la secuencia de aminoacidos de
(1¢) mencionada anteriormente (o de (1d) mencionada anteriormente), en que permanecen las cisteinas presentes en
la secuencia de aminoé&cidos de (1¢c) mencionada anteriormente) (o de (1d) mencionada anteriormente) y el otro
aminoécido sustituido (preferiblemente, el otro amino&cido sustituido es serina) incluyen un aminoéacido en que las
cisteinas en los aminoacidos nimeros 10, 26, 39, 44, 72, 82, 91, 101, 124, 140, 153, 158, 168, 185, 195, 204, 214,
229, 245, 258, 263, 291, 301, 311 y 321 de la secuencia de aminoacidos de (1c) mencionada anteriormente) (o de
(1d) mencionada anteriormente), y los otros aminoacidos sustituidos (preferiblemente, el otro aminoécido sustituido es
serina) no cambian, y las partes de la secuencia de aminoécidos distintas de los aminoacidos tienen una homologia
de no menos de aproximadamente 85 %, preferiblemente no menos de aproximadamente 90 %, mas preferiblemente
no menos de aproximadamente 95 %, lo mas preferiblemente no menos de aproximadamente 98 %, con la secuencia
de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 2 y similares. Como se usa en el presente documento, la "homologia"
significa lo mismo que anteriormente.

Més preferiblemente, la secuencia de aminoacidos que es sustancialmente igual que la secuencia de aminoacidos de
(1¢) mencionada anteriormente (o de (1d) mencionada anteriormente), en que permanecen las cisteinas presentes en
la secuencia de aminoacidos de (1¢) mencionada anteriormente (o de (1d) mencionada anteriormente) y el otro
aminoécido sustituido (preferiblemente, el otro aminoacido sustituido es serina) es un aminoacido en que las cisteinas
en los aminoacidos nameros 10, 26, 39, 44, 72, 82, 91, 101, 124, 140, 153, 158, 168, 185, 195, 204, 214, 229, 245,
258, 263, 291, 301, 311 y 321 de la secuencia de aminoacidos de (1¢c) mencionada anteriormente) (o de (1d)
mencionada anteriormente), y los otros aminoécidos sustituidos (preferiblemente, el otro aminoécido sustituido es
serina) no cambian, y las partes de la secuencia de aminoacidos distintas de los aminoacidos tienen una identidad de
no menos de aproximadamente 85 %, preferiblemente no menos de aproximadamente 90 %, mas preferiblemente no
menos de aproximadamente 95 %, lo més preferiblemente no menos de aproximadamente 98 %, con la secuencia de
aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 2 y similares.

La posicién distinta de las cisteinas presentes en la secuencia de aminoacidos de (1¢) mencionada anteriormente (o
de (1d) mencionada anteriormente) y el otro aminoacido sustituido (preferiblemente, el otro aminoacido sustituido es
serina) es la posicidn distinta que los aminoacidos numeros 10, 26, 39, 44, 72, 82, 91, 101, 124, 140, 153, 158, 168,
185, 195, 204, 214, 229, 245, 258, 263, 291, 301, 311 y 321 de la secuencia de aminoacidos de (1c) mencionada
anteriormente (o de (1d) mencionada anteriormente), y no esta particularmente limitada siempre que sea una posicién
en que un AIM de ratén mutante que contiene delecidn, adicién, insercién o sustituciéon, o una combinacién de las
mismas, pueda mantener o mejorar las actividades que tiene el AIM de ratdn de tipo silvestre. Las actividades del AIM

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2974 545 T3

de raton de tipo silvestre, los aminoacidos usados para la sustitucién, el nimero de aminoacidos para la delecién,
adicién, insercién o sustitucién o una combinacién de los mismos, y similares, pueden ser semejantes a los del AIM
humano mutante de la presente invencién.

Al AIM humano mutante de la presente invencién y al AIM de ratén mutante (en lo sucesivo, el AIM humano mutante
de la presente invencion y el AIM de ratén mutante también se denominan colectivamente AIM mutante de la presente
invencién) se les puede afiadir ademas un péptido sefial. EI AIM humano de tipo silvestre se traduce en la célula como
un AIM humano de tipo silvestre inmaduro en que un péptido sefial mostrado en la SEQ ID NO: 7 esta ligado al extremo
N de la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 1, y se convierte en una proteina madura mediante la
escision del péptido sefial anteriormente mencionado cuando se secreta fuera de la célula. De manera semejante, el
AIM de ratén de tipo silvestre se traduce en la célula como un AIM de ratén de tipo silvestre inmaduro en que un
péptido sefial mostrado en la SEQ ID NO: 8 esté enlazado al extremo N de la secuencia de aminoacidos mostrada en
la SEQ ID NO: 2, y se convierte en una proteina madura mediante la escisiéon del péptido sefial anteriormente
mencionado cuando se secreta fuera de la célula. Debido a la adicién del péptido sefial, cuando el AIM mutante se
expresa en las células como un AIM recombinante, el AIM mutante se secreta fuera de la célula y se facilita la
recuperacion.

El AIM mutante de la presente invencién se puede producir segln un método de sintesis de péptidos conocido.

El método de sintesis de péptidos puede ser cualquiera de, por ejemplo, proceso de sintesis en fase sélida y proceso
de sintesis en fase de solucién. El AIM mutante objeto se puede producir condensando un péptido o aminoécido parcial
capaz de constituir el AIM mutante de la presente invencién y la porcidn restante y, cuando el producto resultante tiene
un grupo protector, retirando el grupo protector.

Aqui, la condensaciédn y retirada del grupo protector se efectiian segiin un método conocido per se, por ejemplo, los
métodos descritos en los siguientes (1) y (2).

(1) M. Bodanszky y M. A. Ondetti, Peptide Synthesis, Interscience Publishers, Nueva York (1966)
(2) Schroeder y Luebke, The Peptide, Academic Press, Nueva York (1965)

El AIM mutante asi obtenido de la presente invencién se puede purificar y aislar mediante un método de purificacién
conocido. Los ejemplos del método de purificacién aqui incluyen extraccién con disolventes, destilacién, cromatografia
en columna, cromatografia liquida, recristalizacién, una combinacién de estos y similares.

Cuando el AIM mutante de la presente invencion obtenido mediante el método mencionado anteriormente es una
forma libre, la forma libre se puede convertir en una sal adecuada mediante un método conocido o0 un método anélogo
al mismo. A la inversa, cuando el AIM mutante de la presente invencién se obtiene como una sal, la sal se puede
convertir a una forma libre u otra sal mediante un método conocido o un método anéalogo al mismo.

Ademés, el AIM mutante de la presente invencién también se puede producir cultivando una célula hospedadora que
contiene un vector de expresién que contiene un acido nucleico que lo codifica, y separando y purificando el AIM
mutante del cultivo resultante. El &cido nucleico que codifica el AIM mutante de la presente invencién puede ser ADN
0 ARN, o puede ser una quimera de ADN/ARN. Se prefiere el ADN. Ademas, el &cido nucleico puede ser bicatenario
o monocatenario. Cuando es bicatenario, puede ser un ADN bicatenario, un ARN bicatenario o un hibrido de
ADN:ARN. Cuando es monocatenario, puede ser una hebra con sentido (es decir, una hebra codificante) o una hebra
antisentido (es decir, una hebra no codificante).

Como ADN que codifica el AIM mutante de la presente invencién, se pueden mencionar ADN sintético y similares. Por
ejemplo, se puede adquirir convirtiendo, segiin un método conocido per se tal como el método ODA-LA PCR, el método
Gapped duplex, el método Kunkel y similares, o un método analogo a los mismos, y usando un kit conocido, por
ejemplo, Mutan™-super Express Km (TAKARA BIO INC.), Mutan™-K (TAKARA BIO INC.) y similares, un cebador para
la introduccién de mutaciones y un ADNc de AIM de longitud completa (p. ej., en el caso del ser humano, se puede
mencionar la secuencia de bases mostrada en la SEQ ID NO: 9, en el caso de raton, se puede mencionar la secuencia
de bases mostrada en la SEQ ID NO: 10), que se amplificé directamente mediante transcriptasa inversa-PCR (en lo
sucesivo abreviado como "método de RT-PCR") usando ARN total o una fraccién de ARNm preparada a partir de una
célula o tejido como molde. Como alternativa, también puede adquirirse convirtiendo, segun el método mencionado
anteriormente, un ADNc clonado a partir de una genoteca de ADNc, preparado insertando un fragmento del ARN total
o ARNm mencionado anteriormente en un vector adecuado, mediante un método de hibridacién en colonia o en placa
o método de PCR y similares. El vector usado para la genoteca puede ser cualquiera tal como bacteriéfago, plasmido,
césmido, fagémido y similares.

El acido nucleico que contiene una secuencia de bases que codifica el AIM mutante de la presente invencién no esta
limitado siempre que sea un 4cido nucleico que contenga un codén correspondiente a la secuencia de aminoacidos
del AIM mutante de la presente invencién. Los ejemplos del mismo en el caso de un AIM humano mutante al que se
ha afiadido un péptido sefial incluyen un ADN que contiene la misma o sustancialmente la misma secuencia de bases
que la secuencia de bases mostrada en la SEQ ID NO: 11 en que G en la base nimero 572 de la secuencia de bases
mostrada en la SEQ ID NO: 9 esta sustituida por C, la secuencia de bases mostrada en la SEQ ID NO: 12 en que G
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en la base nimero 899 de la secuencia de bases mostrada en la SEQ ID NO: 9 esta sustituida por C, o la secuencia
de bases mostrada en la SEQ ID NO: 13 que tiene ambas sustituciones y similares; en el caso de AIM de ratén mutante
al que se le ha afadido un péptido sefial, incluyen un ADN que contiene una secuencia de bases igual o
sustancialmente igual que la secuencia de bases mostrada en la SEQ ID NO: 14 en que G en la base nimero 581 de
la secuencia de bases mostrada en la SEQ ID NO: 10 esté sustituida por C y similares.

Aqui, "sustancialmente la misma secuencia de bases" se refiere a una secuencia de bases que tiene una mutacion
que no cambia la secuencia de aminoé&cidos codificada por la secuencia de bases original (mutacién silenciosa).

Se puede producir un vector de expresiéon que contiene un écido nucleico que codifica el AIM mutante de la presente
invencién, por ejemplo, aislando un fragmento de ADN que codifica el AIM mutante mencionado anteriormente y
ligando el fragmento de ADN en el extremo 5’ de un promotor en un vector de expresiéon adecuado. Por ejemplo, se
puede obtener un vector de expresién que contiene un ADN que codifica el AIM humano mutante de la presente
invencién insertando el ADN que consiste en la secuencia de bases mostrada en la SEQ ID NO: 11 en un vector de
expresion pCAGGS, y transformando Escherichia coli con el plasmido obtenido.

Como vector de expresion, se usa una célula animal que expresa un plasmido (p. ej., pPCAGGS, pSRq, pA1-11, pXT1,
pRc/CMV, pRc/RSV, pcDNAI/Neo).

El promotor puede ser cualquiera siempre que sea un promotor apropiado para el hospedador usado para la expresion
génica.

Por ejemplo, cuando el hospedadora es una célula animal, se usan el promotor de B-actina, el promotor de SRq, el
promotor de SV40, el promotor de LTR, el promotor de CMV (citomegalovirus), el promotor de RSV (virus del sarcoma
de Rous), el promotor de LTR de MoMuLV (virus de la leucemia de murido de Moloney), el promotor de HSV-TK
(timidina cinasa del virus del herpes simple), el promotor trc, el promotor trc modificado y similares.

Como vector de expresidn, se puede usar uno que contenga, cuando se desee, potenciador, sefial de corte y empalme,
sefial de adicidén de poli A, marcador de seleccién, origen de replicacién de SV40 (a veces abreviado en lo sucesivo
como SV40 ori) y similares, ademas de los mencionados anteriormente. Los ejemplos de marcador de seleccién
incluyen el gen de la dihidrofolato reductasa (en lo sucesivo, a veces abreviado como dhfr, resistencia al metotrexato
(MTX)), el gen de resistencia a la neomicina (en lo sucesivo, a veces abreviado como neo', resistencia a G418) y
similares. En particular, cuando se usan células de hamster chino deficientes en el gen dhfr y se usa el gen dhfr como
marcador de seleccién, el gen objeto también puede seleccionarse en un medio libre de timidina.

El AIM mutante puede producirse introduciendo un vector de expresién que contiene el acido nucleico mencionado
anteriormente que codifica el AIM mutante en una célula hospedadora y cultivando la célula hospedadora obtenida.

Como célula hospedadora, es preferible una célula animal para el AIM mutante de la presente invencién.

Como célula animal, se usan por ejemplo células como COS-7, Vero, CHO, CHO (dhfr), CHO-K1, CHO-S, L, AtT-20,
GH3, FL, HEK293, NIH3T3, Balb3T3, FM3A, L929, SP2/0, P3U1, B16, P388 y similares.

La transferencia de genes se puede efectuar segiin un método conocido.

El gen puede introducirse en la célula animal segln el método descrito en, por ejemplo, Cell Engineering, nimero
adicional 8, New Cell Engineering Experimental Protocol, 263-267 (1995) (publicado por Shujunsha), Virology, vol. 52,
456 (1973).

Una célula hospedadora transfectada puede cultivarse segun un método conocido.

Cuando la célula hospedadora es una célula animal, el medio usado para el cultivo es preferiblemente medio minimo
esencial (MEM), medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), medio RPMI 1640, medio 199 o similares,
conteniendo cada uno aproximadamente 5 - aproximadamente 20 % de suero bovino fetal. EI pH del medio es
preferiblemente aproximadamente 6 - aproximadamente 8. El transformante se cultiva generalmente a
aproximadamente 30 - aproximadamente 40 °C durante aproximadamente 15 - aproximadamente 60 h. Cuando sea
necesario, se puede efectuar aireacién y agitacién.

Como se menciona anteriormente, el AIM mutante de la presente invenciéon se puede producir intracelular o
extracelularmente usando la célula hospedadora.

El AIM mutante de la presente invencidn se puede separar y purificar mediante un método conocido per se a partir del
cultivo obtenido cultivando la célula hospedadora transfectada anteriormente mencionada.

Por ejemplo, cuando el AIM mutante de la presente invencién se extrae del citoplasma de la célula hospedadora, se
puede usar un método que incluye suspender las células hospedadoras recogidas de un cultivo mediante un método
conocido en un tampén adecuado, romper las células hospedadoras mediante ultrasonidos, lisozima y/o o
congelacién-descongelacién y similares, y obtener un extracto bruto de una proteina soluble mediante centrifugacién,
filtracién y similares segun sea apropiado. El tampdn puede contener un desnaturalizante de proteinas tal como urea,
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hidrocloruro de guanidina y similares, y un tensioactivo tal como TritonX-100™ y similares. Cuando el AIM mutante de
la presente invencidn se secreta fuera de la célula, se usa un método para separar el sobrenadante del cultivo del
cultivo mediante centrifugacién, filtracién y similares.

El AIM mutante de la presente invencién contenido en la fraccion soluble y sobrenadante del cultivo asi obtenidos se
puede aislar y purificar mediante un método conocido per se. Como tal método, se usa un método que utiliza la
solubilidad tal como precipitacién salina, precipitacién con disolvente y similares; un método que utiliza principalmente
la diferencia en el peso molecular tal como dialisis, ultrafiltracién, método de filtracién en gel y electroforesis en gel de
SDS-poliacrilamida y similares; un método que utiliza la diferencia en la carga eléctrica tal como cromatografia de
intercambio i6nico y similares; un método que utiliza la afinidad especifica tal como cromatografia de afinidad y
similares; un método que utiliza la diferencia en la hidrofobicidad tal como cromatografia liquida de alta resolucién de
fase inversa y similares; un método que utiliza la diferencia en el punto isoeléctrico tal como enfoque isoeléctrico y
similares; un método que usa un anticuerpo y similares. Estos métodos también se pueden combinar seglin sea
apropiado.

La presencia del AIM mutante asi obtenido de la presente invencién se puede confirmar mediante inmunoensayo
enzimatico, transferencia Western y similares, usando un anticuerpo contra el AIM mutante.

La presente invencidén también proporciona una composicién farmacéutica que contiene el AIM mutante de la presente
invencién (en lo sucesivo también denominada composicién farmacéutica de la presente invencién). Las invenciones
hasta ahora han informado de que el AIM se puede usar para la profilaxis o el tratamiento de la obesidad,
enfermedades hepéticas y enfermedades renales (documentos WO 2010/140531, WO 2013/162021, WO
2015/119253). El AIM mutante de la presente invencién también mantiene o0 mejora actividades semejantes a las del
AIM de tipo silvestre, también puede usarse para la profilaxis o el tratamiento de la obesidad, enfermedades hepaticas
y enfermedades renales.

Los ejemplos del sujeto de administraciéon de la composicién farmacéutica de la presente invencién incluyen humanos
y otros animales de sangre caliente (por ejemplo, ratén, rata, conejo, oveja, cerdo, bovino, gato, perro, mono, ave y
similares).

Las enfermedades hepéticas que seran la diana de aplicacidén de la composicidén farmacéutica de |la presente invencion
incluyen, por ejemplo, higado graso, esteatohepatitis no alcohélica (EHNA), cirrosis y cancer de higado. Las
enfermedades renales que seran la diana de aplicacién de la composicion farmacéutica de la presente invencion
incluyen, por ejemplo, insuficiencia renal aguda, nefritis crénica, insuficiencia renal crénica, sindrome nefrético,
nefropatia diabética, nefroesclerosis, nefropatia por IgA, nefropatia hipertensiva y nefropatia asociada con la
enfermedad del colageno o nefropatia por IgM, se prefiere la insuficiencia renal aguda o la insuficiencia renal crénica.
La nefropatia asociada con la enfermedad del colageno esta representada, por ejemplo, por la nefritis lGpica.

La composicién farmacéutica de la presente invencién es de baja toxicidad y puede administrarse como liquido tal
cual, o como una forma de dosificacién apropiada de composicién farmacéutica, a humanos u otros mamiferos de
sangre caliente (por ejemplo, ratén, rata, conejo, ovejas, cerdos, bovino, gato, perro, mono, ave y similares) por via
oral o parenteral (por ejemplo, administracion intravascular, administracién subcutanea y similares).

Como ejemplos de composicién farmacéutica para administracién parenteral, se usan inyecciones, supositorios y
similares; las inyecciones pueden incluir formas de dosificacién tales como inyecciones intravenosas, inyecciones
subcutaneas, inyecciones intracutaneas, inyecciones intramusculares e inyecciones de infusién por goteo. Tal
inyeccién puede prepararse segln un método conocido plUblicamente. Se puede preparar una inyeccion, por ejemplo,
disolviendo, suspendiendo o emulsionando el AIM humano mutante mencionado anteriormente de la presente
invencién en una solucién acuosa u oleosa estéril de uso comun para inyecciones. Como ejemplos de soluciones
acuosas para inyeccién, se pueden usar solucidn salina fisioldégica, una solucién isoténica que comprende glucosa u
otro farmaco auxiliar y similares, que se pueden usar en combinacién con un solubilizante apropiado, por ejemplo,
alcohol (por ejemplo, etanol), polialcohol (por ejemplo, propilenglicol, polietilenglicol), tensioactivos no iénicos [por
ejemplo, polisorbato 80, HCO-50 (aducto de polioxietileno (50 moles) de aceite de ricino hidrogenado)] y similares.
Como ejemplos de soluciones oleosas, se pueden usar aceite de sésamo, aceite de soja y similares, que se pueden
usar en combinacién con benzoato de bencilo, alcohol bencilico y similares como solubilizantes. Con la solucién
inyectable preparada se rellena preferiblemente una ampolla adecuada. Los supositorios usados para administracion
rectal se pueden preparar mezclando el AIM mutante mencionado anteriormente con una base de supositorio ordinaria.

Como composicién farmacéutica para administracién oral, se pueden mencionar formas de dosificaciéon sélidas o
liquidas, especificamente comprimidos (incluidos los comprimidos recubiertos de azucar y los comprimidos recubiertos
con pelicula), pildoras, granulos, polvos, capsulas (incluidas las capsulas blandas), jarabes, emulsiones, suspensiones
y similares. Tal composicién farmacéutica se produce mediante un método publicamente conocido y puede
comprender un vehiculo, diluyente o excipiente de uso comuin en el campo de la fabricacién farmacéutica. Como
ejemplos de vehiculo o excipiente para comprimidos, se pueden usar lactosa, almidon, sacarosa, estearato de
magnesio y similares.
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Si bien la dosis de la composicion farmacéutica de la presente invencién varia dependiendo del sujeto de
administracion, la enfermedad diana, los sintomas, la via de administracién y similares, por ejemplo, cuando se usa
para un adulto, el AIM mutante de la presente invencién se administra convenientemente por inyeccién intravenosa
tipicamente a aproximadamente 0,01 - 20 mg/kg de peso corporal, preferiblemente aproximadamente 0,1 - 10 mg/kg
de peso corporal, més preferiblemente aproximadamente 0,1 - 5 mg/kg de peso corporal, como una dosis,
aproximadamente 1 - 5 veces/dia, preferiblemente aproximadamente 1 - 3 veces/dia, durante aproximadamente 1 -
21 dias, preferiblemente aproximadamente 1 - 14 dias. En el caso de otras administraciones parenterales y
administraciones orales, se pueden administrar dosis semejantes a las mismas. Cuando los sintomas son
especialmente graves, se puede aumentar la dosis en funcién de los sintomas.

La composiciéon farmacéutica de la presente invencién puede contener cualquier otro ingrediente activo que no
produzca una interacciéon no deseada cuando se formula con el AIM mutante de la presente invencion.

[Ejemplo]

La presente invencidn se explica més especificamente a continuacién haciendo referencia a Ejemplos y Ejemplos de
referencia, que no deben considerarse limitativos.

Ejemplo 1: Formacién de multimero de AIM recombinante humano (rAlIM) de tipo silvestre

El rAIM humano de tipo silvestre se preparé de la siguiente manera. Es decir, la cepa de expresién estable de AIM
humano obtenida mediante la introduccion del vector de expresién de AIM humano pCAGGS en HEK293 se cultivéd
en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Invitrogen) que contenia FBS al 5 %, Glutamax y gentamicina
durante 3 dias, y se recuperd el sobrenadante del cultivo. El sobrenadante del cultivo recuperado se aplicd a una
columna de anticuerpos obtenida inmovilizando anticuerpo monoclonal anti-AIM humano de ratén (clon 7, fabricado
de forma autéloga) en una columna HP activada por NHS HiTrap (GE Healthcare Life Sciences) para purificar el rAIM
humano. El rAIM humano unido a la columna de anticuerpos se eluyé con glicina-HCI 0,1 M (pH 2,5) y se neutralizé
inmediatamente con Tris-HCI 1 M (pH 8,5) para obtener eluido de rAIM humano. El tampén en el eluato se sustituyé
por solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco (DPBS) usando concentradores de filtro Amicon Ultra
(Millipore) para efectuar la concentracién. El nivel de proteina del concentrado de rAIM humano se cuantificé usando
el ensayo de é&cido bicinconinico (BCA) (Pierce) y la concentracién final se ajusté a 2,0 mg/ml con DPBS. La proteina
rAIM humana de tipo silvestre (1 ug) purificada y concentrada como se menciond anteriormente se separé en
condiciones no reductoras mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) basandose en la diferencia
en los pesos moleculares, se efectué tincién con azul brillante de Coomassie (CBB) y se detectd rAIM humano de tipo
silvestre.

Como resultado, cuando se purificé el rAIM humano a partir de la cepa de expresién estable de AIM humano y se
prepar6 como una solucién de alta concentracién, el rAIM humano formé un multimero (Fig. 1). En particular, se temia
la precipitacién de algunos de los multimeros que tienen un peso molecular elevado (complejo en que se multimeriza
una gran cantidad de rAIM: rAIM multimérico correspondiente a la banda de alto peso molecular en el carril A de la
Fig. 1 y rAIM multimérico que permanece en la ranura). Esto sugiere un riesgo de que, cuando el rAIM humano se
purifica y se administra a un cuerpo vivo como farmaco terapéutico, los multimeros precipitados puedan bloquear los
vasos sanguineos finos y provocar un accidente grave. En vista de la posible aplicacion clinica del rAIM humano en el
futuro, se desea la creacién de un AIM humano mutante que no forme al menos un multimero que tenga un peso
molecular grande.

Ejemplo 2: Formacién de multimero de AIM recombinante de ratéon (rAlM) de tipo silvestre

ElI rAIM de ratén de tipo silvestre se preparé de la siguiente manera. Es decir, la cepa de expresion estable de AIM de
ratdn obtenida mediante la introduccién del vector de expresién de AIM de ratén pCAGGS en HEK293 se cultivé en
DMEM que contenia FBS al 5 %, Glutamax y gentamicina durante 3 dias, y se recuperé el sobrenadante del cultivo.
El sobrenadante del cultivo recuperado se aplicd a una columna de anticuerpos obtenida inmovilizando el anticuerpo
monoclonal de rata anti-AIM de ratén (clon 36, fabricado de forma autdloga) en una columna HP activada por NHS
HiTrap para purificar rAIM de ratén. El rAIM de ratén unido a la columna de anticuerpos se eluyé con glicina-HCI 0,1
M (pH 2,3) y se neutralizé inmediatamente con Tris-HCI 1 M (pH 8,5) para obtener eluido de rAIM de ratén. El tampén
del eluato se sustituy6 por DPBS usando concentradores de filtro Amicon Ultra para efectuar la concentraciéon. El nivel
de proteina del concentrado de rAlM de ratén se cuantificd mediante el ensayo de BCA y la concentracién final se
ajusté a 2,0 mg/ml con DPBS. La proteina rAIM de ratdn de tipo silvestre (1 ug) purificada y concentrada como se
menciona anteriormente se separ6 en condiciones no reductoras mediante SDS-PAGE baséndose en la diferencia en
los pesos moleculares, se efectué tincion con CBB y se detecté rAIM de ratdn de tipo silvestre.

Como resultado, el rAIM de ratén no formé un multimero como el rAIM humano, y solo estaban presentes mondémeros
y dimeros (Fig. 2).

Ejemplo 3: Prediccién de la estructura tridimensional de AIM humano y de ratén de tipo silvestre

El AIM humano de tipo silvestre tiene 8, 9, 9 cisteinas en tres dominios de SRCR (SRCR1, SRCR2, SRCR3),
respectivamente (Fig. 3). Un péptido sefial estd enlazado al extremo N de AIM inmaduro y el AIM inmaduro se convierte
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en una proteina madura mediante la escisién del péptido sefial cuando se secreta fuera de la célula. Para verificar la
posibilidad de que el enlace disulfuro mencionado anteriormente debido a la cisteina presente en el AIM humano esté
implicado en la multimerizacién, los presentes inventores predijeron la estructura tridimensional del AIM humano. La
estructura tridimensional del AIM humano se predijo mediante modelizacién de dos etapas de la estructura parcial
mostrada por tres dominios de SRCR y la estructura completa, incluidos los tres dominios de SRCR vy la bisagra
(subrayada en la Fig. 3). Se usd un servidor Swiss-Model (http://swissmodel.expasy.org/SWISS-MODEL) para la
modelizacién de homologia para cada dominio de SRCR. Como resultado de la blasqueda de homologia de secuencia
individual por Blast y HHBIits en los tres dominios de SRCR de AIM humano, el CD6 humano (5a2e.1.A; PDB ID:
5A2E), que pertenece al Grupo B de la superfamilia de SRCR al que pertenece el AIM humano, mostré de manera
semejante una buena homologia de secuencia de no menos de 30 % con todos los dominios de SRCR. Por lo tanto,
usando CD6& humano como molde, Promod-I16 construyé estructuras tridimensionales de tres dominios de SRCR. A
continuacién, usando Prime versién 4.2 (Schrodinger, LLC, Nueva York, NY, 2015), se construyé toda la estructura
del AIM humano mediante la introduccién de una secuencia (bisagra) distinta del dominio de SRCR. La estructura
tridimensional de todo el AIM humano se obtuvo usando el célculo de dinamica molecular (310 K, 20 ns) de Desmond
con OPLS_2005 como campo de fuerza, y equilibrando toda la estructura del AIM humano en un modelo de caja
periédica lleno de moléculas de agua (SPC). Los cuatro enlaces disulfuro en cada dominio de SRCR del AIM humano
se reprodujeron usando el dominio de SRCR de CD6 humano como molde. Los resultados de la prediccion de la
estructura tridimensional del AIM humano de tipo silvestre se muestran en la Fig. 4. Se encontr6é que 8 cisteinas de
las 8, 9, 9 cisteinas presentes respectivamente en los tres dominios de SRCR del AIM humano de tipo silvestre se
usan para los enlaces disulfuro en los respectivos dominios de SRCR. Sin embargo, los inventores han encontrado
que el AIM humano de tipo silvestre contiene una cisteina aislada (Cys solitaria) en cada uno de los dominios SRCR2
y SRCR3, concretamente, la cisteina en el amino&cido nimero 168 y la cisteina en el aminoacido nimero 277 del AIM
humano de tipo silvestre mostrado en la SEQ ID NO: 1.

Ademds, los inventores predijeron la estructura tridimensional del AIM de ratén mediante un método semejante. Los
resultados de la prediccién de la estructura tridimensional del AIM de ratdn de tipo silvestre se muestran en la Fig. 5.
El AIM de ratdn de tipo silvestre tiene 8, 9, 8 cisteinas en los respectivos dominios de SRCR (Fig. 6). Se encontré que
se usan 8 cisteinas de esas cisteinas para los enlaces disulfuro en los respectivos dominios de SRCR. Sin embargo,
los inventores han encontrado que el AIM de ratdn de tipo silvestre contiene una cisteina aislada (Cys solitaria) en el
dominio SRCR2, concretamente, la cisteina en el aminoacido nimero 168 del AIM de ratén de tipo silvestre mostrado
en la SEQ ID NO: 2.

Ejemplo 4: Formacién de multimero de rAIM humano mutante

Para verificar la posibilidad de que la cisteina en el aminoacido nimero 168 y la cisteina en el aminoacido nimero 277
de AIM humano de tipo silvestre mostrado en la SEQ ID NO: 1 estén implicadas en la multimerizacién de rAIM humano
de tipo silvestre, los inventores prepararon rAIM humanos mutantes en que las cisteinas mencionadas anteriormente
se sustituyen por diferentes aminoacidos. Primero, para mantener la funcién del rAIM humano de tipo silvestre, se
estudi6 el amino4cido que se usara para la sustitucion. Dado que la cisteina es hidréfila (se pueden formar enlaces de
hidrégeno), de carga eléctrica O y no aromética, se seleccionaron serina, treonina, asparagina y glutamina como 4
aminoé&cidos semejantes. En comparacidn de la forma y el tamafio molecular, dado que la serina tenia una estructura
y propiedades més cercanas a las de la cisteina entre los 4 amino4cidos mencionados anteriormente, se seleccioné
la serina como aminoé&cido a usar para la sustitucién. El rAIM humano mutante se preparé como sigue. Es decir, se
produjeron respectivamente los vectores de expresion pCAGGS-AIM-2CS humano, pCAGGS-AIM-3CS humano y
pCAGGS-AIM-2/3CS humano que expresan respectivamente AIM humano mutante (en lo sucesivo también
denominado "2CS" en los Ejemplos 4, 6 y 7) (SEQ ID NO: 3) obtenidos sustituyendo el codén TGC que codifica la
cisteina en el aminoacido nimero 168 del AIM humano de tipo silvestre mostrado en la SEQ ID NO: 1 por TCC, AIM
humano mutante (en lo sucesivo también denominado "3CS") (SEQ ID NO: 4) obtenido sustituyendo el codén TGC
que codifica la cisteina en el aminoacido nimero 277 del AIM humano de tipo silvestre mostrado en la SEQ ID NO: 1
por TCC, y el AIM humano mutante que tiene ambas sustituciones antes mencionadas (en lo sucesivo también
denominado "2/3CS") (SEQ ID NO: 5). Luego, el vector de expresién se introdujo en células HEK293T mediante un
método de electroporacién, y se recuper6 cada rAlIM humano mutante expresado transitoriamente mediante cultivo
durante 3 dias del sobrenadante del cultivo. Después de ello, cada rAIM humano mutante se purificé y concentré
usando una columna de anticuerpos mediante un método semejante al del Ejemplo 1. Las proteinas de rAIM humanas
2CS, 3CS, 2/3CS de tipo silvestre purificadas y concentradas, cada una de 100 ng, se separaron mediante SDS-PAGE
en condiciones no reductoras basadas en la diferencia en los pesos moleculares, se efectud tincién de Oriole y se
detectd cada proteina de rAIM humana.

Como resultado, 2CS y 3CS obtenidos sustituyendo una cisteina aislada presente en cada uno de los dominios SRCR2
y SRCR3 por serina no formaron un multimero, sino que formaron monémeros y dimeros solos, como el AIM de ratén
de tipo silvestre (Fig. 7). Ademas, 2/3CS obtenido cosustituyendo la cisteina aislada mencionada anteriormente por
serina formd solo monémero (Fig. 7). Por lo tanto, se encontrd que la multimerizacién del rAIM humano de tipo silvestre
fue causada por la cisteina en el aminoacido nimero 168 y la cisteina en el aminoacido nimero 277 del AIM humano
de tipo silvestre mostrado en SEQ ID NO: 1. La tasa de recuperacién del rAIM purificado final (excluidos los
precipitados de rAIM humano de tipo silvestre) del sobrenadante del cultivo fue de 32, 52, 53, 61 % (promedio de la
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tasa de recuperacion después de 3 veces de expresién transitoria y purificacion) en el orden de tipo silvestre, 2CS,
3CS, 2/3CS8), y la tasa de recuperacién aumenté en el tipo mutante.

Ejemplo 5: Formacién de dimero de rAIM de ratén mutante

Para verificar la posibilidad de que la cisteina en el aminoacido nimero 168 de AIM de ratén de tipo silvestre mostrado
en la SEQ ID NO: 2 esté implicada en la dimerizacién de rAIM de ratén de tipo silvestre, los inventores prepararon
rAIM de ratén mutante en que la cisteina mencionada anteriormente esté sustituida por serina, como en el Ejemplo 4.
El rAIM de ratdn mutante se preparé como sigue. Es decir, se produjo el vector de expresién pCAGGS-AIM de ratén-
2CS que expresa AIM de ratdn mutante (en lo sucesivo también denominado "2CS" en los Ejemplos 5, 7) (SEQ ID
NO: 6) obtenido sustituyendo el codén TGT que codifica la cisteina en el aminoécido nimero 168 de AIM de ratén de
tipo silvestre mostrado en la SEQ ID NO: 2 por TCT. Luego, el vector de expresidn se introdujo en células HEK293T
mediante un método de electroporacién, y se recuperé del sobrenadante del cultivo el rAIM de ratén mutante
expresado transitoriamente mediante cultivo durante 3 dias. Después de ello, se purificé y concentré rAIM de ratén
mutante usando una columna de anticuerpos mediante un método semejante al del Ejemplo 2. Las proteinas de rAIM
de ratén 2CS de tipo silvestre, purificadas y concentradas, cada una de 100 ng, se separaron mediante SDS-PAGE
en condiciones no reductoras basadas en la diferencia en los pesos moleculares, se efectué tincién con Oriole y se
detecté cada proteina de rAIM de ratén.

Como resultado, el 2CS obtenido al sustituir una cisteina aislada presente en el dominio SRCR2 por serina formé solo
un monémero y no formd un dimero (Fig. 8). Por lo tanto, se encontré que la dimerizacién del rAIM de ratén de tipo
silvestre est4 causada por la cisteina en el aminoacido nimero 168 del AIM de ratén de tipo silvestre mostrado en la
SEQ ID NO: 2.

Ejemplo 6: Funcion de rAIM humano mutante

El AIM es captado por diversas células tales como macréfagos, hepatocitos y adipocitos, y ejerce diversas acciones
sobre las respectivas células. Los inventores verificaron usando células de macréfagos si cada rAIM humano mutante
(2CS, 3CS y 2/3C) perdia la funcidén captados por las células mencionadas anteriormente mediante mutacién. Se
efectué el marcaje con FITC en rAIM humano de tipo silvestre y en cada mutante (2CS, 3CS y 2/3C) usando 4-
isotiocianato de fluoresceina (Dojindo Laboratories). La tasa de marcaje de cada rAlM humano era semejante.
Después de ello, se cocultivé cada rAIM humano durante 30 minutos con macréfagos positivos para F4/80 aislados
de la cavidad abdominal de ratones deficientes en AIM en DMEM que contenia FBS al 5 % a una concentracién de 20
ug/ml, y se evalué la reaccidén de captacién de rAIM humano. Las células se recogieron y se lavaron, se analizd la
captacion intracelular de cada rAIM midiendo la intensidad de fluorescencia media de FITC en macréfagos positivos
para F4/80 mediante un citémetro de flujo (BD FACSCelesta).

Como resultado, la captacién de cada rAIM humano mutante en los macréfagos no se atenué en comparacién con el
rAIM humano de tipo silvestre. Por lo tanto, se considera que cada rAIM humano mutante no estaba funcionalmente
atenuado. Por el contrario, curiosamente, los macréfagos captaron 2CS mas que el AIM de tipo silvestre (Fig. 9).

Ejemplo 7: Formacién de un complejo de pentamero de IgM y rAIM de tipo silvestre o mutante

Se cocultivaron células HEK293T de expresién forzada de IgM y cadena J, y células HEK293T de expresion forzada
de rAIM de tipo silvestre o mutante (2CS) durante 24 horas, y las proteinas contenidas en el sobrenadante del cultivo
se separaron mediante SDS-PAGE en condiciones no reductoras. Luego, se transcribié la proteina separada en el
filtro de membrana, y se verific6 si rAIM y el pentamero de IgM formaban un complejo usando un anticuerpo anti-AlM
(a-AIM) o un anticuerpo anti-IgM (a-IgM) (ratén (Fig. 10A), humano (Fig. 10B)). Como resultado, tanto en ratones como
en humanos, el rAIM de tipo silvestre se unia a IgM, pero 2CS no se unia a IgM.

[Aplicabilidad industrial]

El AIM mutante de la presente invencion tiene una funcién equivalente a la del AIM de tipo silvestre, o tiene una funcién
mejorada, y se caracteriza porque no se multimeriza cuando se expresa como un AlIM recombinante. Debido a la
ausencia de multimerizacion, el AIM recombinante no precipita por insolubilizacién y, como resultado, se mejora la
tasa de recuperacién del AIM recombinante y se evita el riesgo asociado con la administracién in vivo. Ademas, cuando
se administra a un cuerpo vivo, el AIM mutante de la presente invencién no forma un complejo con un pentamero de
IgM y, por lo tanto, no se inactiva y puede prevenir una disminucién en el titulo.
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REIVINDICACIONES

1. Un inhibidor de la apoptosis de macrdéfagos humano mutante (AIM) que comprende una secuencia de
aminoécidos de una cualquiera de las siguientes (1) a (4) y que tiene una actividad de AIM humano de tipo silvestre

(1) una secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO: 1, en donde la cisteina en el aminoacido nimero
168 esta sustituida por otro aminoacido,

(2) una secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO: 1, en donde la cisteina en el aminoacido nimero
277 esté4 sustituida por otro aminoécido,

(3) una secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO: 1, en donde la cisteina en el aminoacido nimero
168 esta sustituida por otro aminoécido, y la cisteina en el aminoacido nimero 277 esta sustituida por otro aminoacido,

(4) una secuencia de aminoéacidos seguln una cualquiera de (1) a (3), que comprende ademés la delecién, adicién,
insercion o sustitucién de uno a cinco aminoacidos o una combinacidén de los mismos en una posicién distinta de las
cisteinas presentes en la secuencia de aminoacidos de una cualquiera de (1) a (3) y el otro aminoécido sustituido,

en donde la actividad del AIM humano de tipo silvestre significa al menos una de las actividades seleccionadas del
grupo que consiste en: actividad de endocitosis en macréfagos, actividad supresora de apoptosis de macrédfagos,
actividad de mantenimiento/promocién de arteriosclerosis, actividad supresora de la diferenciacién de adipocitos,
actividad lipolitica de adipocitos, actividad reductora de adipocitos, actividad de unién a CD36, actividad de endocitosis
de adipocitos, actividad de unién a FAS, actividad supresora de la funcién FAS, actividad antiobesidad, actividad
preventiva o terapéutica de enfermedades hepaticas (higado graso, EHNA, cirrosis hepatica o cancer de higado) y
actividad preventiva o terapéutica de enfermedades renales (insuficiencia renal aguda, nefritis crénica, insuficiencia
renal crdnica, sindrome nefrético, nefropatia diabética, nefroesclerosis, nefropatia por IgA, nefropatia hipertensiva,
nefropatia asociada a enfermedad del colageno o nefropatia por IgM).

2. El AIM humano mutante segln la reivindicacién 1, en donde dicho otro aminoacido es un aminoécido
seleccionado del grupo que consiste en asparagina, glutamina, serina y treonina.

3. El AIM humano mutante segun la reivindicacién 1, en donde dicho otro aminoacido es serina.

4. Un AIM de ratdn mutante que comprende una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las siguientes
(1) a (3) y que tiene una actividad de AIM de ratén de tipo silvestre

(1) una secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO: 2, en donde la cisteina en el aminoacido nimero
168 esta sustituida por otro aminoacido,

(2) una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos 98 % con la secuencia de aminoacidos de (1),
y permanecen las cisteinas presentes en la secuencia de aminoécidos de (1) y el otro aminoéacido sustituido,

(3) una secuencia de aminoéacidos segun (1) que comprende ademas la delecidn, adicién, insercién o sustituciéon de
uno a cinco aminodacidos 0 una combinacién de los mismos en una posicidn distinta de las cisteinas presentes en la
secuencia de aminoacidos de (1) y el otro aminoacido sustituido,

en donde la actividad del AIM de ratén de tipo silvestre significa al menos una de las actividades seleccionadas del
grupo que consiste en: actividad de endocitosis en macréfagos, actividad supresora de apoptosis de macrédfagos,
actividad de mantenimiento/promocién de arteriosclerosis, actividad supresora de la diferenciacién de adipocitos,
actividad lipolitica de adipocitos, actividad reductora de adipocitos, actividad de unién a CD36, actividad de endocitosis
de adipocitos, actividad de unién a FAS, actividad supresora de la funcién FAS, actividad antiobesidad, actividad
preventiva o terapéutica de enfermedades hepaticas (higado graso, EHNA, cirrosis hepatica o cancer de higado) y
actividad preventiva o terapéutica de enfermedades renales (insuficiencia renal aguda, nefritis crénica, insuficiencia
renal crdnica, sindrome nefrético, nefropatia diabética, nefroesclerosis, nefropatia por IgA, nefropatia hipertensiva,
nefropatia asociada a enfermedad del colageno o nefropatia por IgM).

5. El AIM de ratén mutante segln la reivindicaciéon 4, en donde dicho otro aminoécido es un aminoécido
seleccionado del grupo que consiste en asparagina, glutamina, serina y treonina.

6. El AIM de ratén mutante segun la reivindicacién 4, en donde dicho otro aminoacido es serina.

7. Un &cido nucleico que comprende la secuencia de bases de las siguientes (1) o (2)

(1) una secuencia de bases que codifica el AIM humano mutante segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,
(2) una secuencia de bases que codifica el AIM de ratén mutante segln una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6.

8. Un vector de expresién que comprende el acido nucleico segln la reivindicacién 7.
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9. Una célula hospedadora que comprende el vector de expresién segln la reivindicacién 8.

10. Un método para producir un AIM humano mutante o un AIM de ratén mutante, que comprende cultivar la
célula hospedadora segun la reivindicacién 9.

11. Una composicién farmacéutica que comprende un AIM mutante de los siguientes (1) o (2)
(1) el AIM humano mutante segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,

(2) el AIM de ratéon mutante seglin una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6.
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