KORRIGERT UTGAVE / CORRECTED VERSION

(12)

(19)

NORGE (61)

GO1N 33/50 (2006.01)
GO1N 33/68 (2006.01)

Patentstyret

Oversettelse av (11) NOJ/EP 2132562 B1
europeisk patentskrift

NO
Int Cl.

(21)  Oversettelse publisert 2012.05.29
(80) Dato for Den Europeiske
Patentmyndighets
publisering av det meddelte
patentet 2012.01.11
(86) Europeisk sgknadsnr 08733105.4
(86)  Europeisk innleveringsdag 2008.04.03
(87)  Den europeiske sgknadens
Publiseringsdato 2009.12.16
(30)  Prioritet 2007.04.06 US 910574 P
(84)  Utpekte stater ATBEBGCHCY CZDEDKEEESFIFRGBGRHRHUIEISITLILTLULV MC
MT NL NO PL PT RO SE SI SK TR
(60)  Utskilt 11188198.3
(73) Innehaver Genzyme Corporation, 500 Kendall Street, Cambridge, MA 02142, USA
(72) Oppfinner RAPKO, Stephen, M., 12 Island Road, Franklin, MA 02038, USA
DUGUAY, Stephen, J., 117 Federal Street, Salem, MA 01970, USA
(74)  Fullmektig Zacco Norway AS, Postboks 2003 Vika, 0125 OSLO, Norge
(54) Benevnelse Fremgangsmater for a evaluere celler og cellekulturer
(56) Anfgrte

publikasjoner WO-A-2006/094836 B1, BRITTBERG M ET AL: "Treatment of deep cartilage defects in the
knee with autologous chondrocyte transplantation.”", THE NEW ENGLAND JOURNAL OF
MEDICINE 6 OCT 1994 LNKD- PUBMED:8078550, vol. 331, no. 14, 6 October 1994 (1994-10-
06), pages 889-895, ISSN: 0028-4793, STOKES ET AL: "Assessment of the gene expression
profile of differentiated and dedifferentiated human fetal chondrocytes by microarray analysis"
ARTHRITIS AND RHEUMATISM, LIPPINCOTT, PHILADELPHIA, US, vol. 46, no. 2, 1 February
2002 (2002-02-01), pages 404-419, XP002253145 ISSN: 0004-3591, MARLOVITS S ET AL:

"Different

ial gene-expression of human articular chondrocytes and human fibroblasts in two- and

three-dimensional cell culture" FASEB JOURNAL, FED. OF AMERICAN SOC. FOR
EXPERIMENTAL BIOLOGY, BETHESDA, MD, vol. 15, no. 4, 7 March 2001 (2001-03-07), page
A34, XP008021552 ISSN: 0892-6638, RAPKO ET AL: "P195 Identification of dedifferentiated
chondrocytes using gene expression - the dsc assay" OSTEOARTHRITIS AND CARTILAGE,
BAILLIERE TINDALL,, vol. 15, 5 September 2007 (2007-09-05), page B137, XP022221713
LONDON, GB ISSN: 1063-4584, KOLETTAS E ET AL: "Expression of cartilage-specific
molecules is retained on long-term culture of human articular chondrocytes" JOURNAL OF CELL
SCIENCE, CAMBRIDGE UNIVERSITY PRESS, LONDON, GB, vol. 108, no. PART 5, 1 May
1995 (1995-05-01), pages 1991-1999, XP002465823 ISSN: 0021-9533


pst
KORRIGERT UTGAVE / CORRECTED VERSION


20

25

30

35

NO/EP 2132562

1

Tittel: Fremgangsmater for & evaluere celler og cellekulturer

Beskrivelse

Denne sgknaden krever prioritet fra den midlertidige sgknaden 60/910, 574
innlevert 6. april 2007.

Denne oppfinnelsen gjelder fremgangsmater for 8 bestemme sammensetningen av
en cellekultur, mer spesielt, fremgangsmater for & skille mellom kondrocytter og

fibroblaster.

Skadet leddbrusk leges sakte, delvis pa grunn av mangel pd blodforsyning i
bruskvevet (Basad et al.,, i Hendrich et al., "Cartilage Surgery and Future
Perspectives”, Thieme Verlag, 49-56. (2003)). Traumer i kneledd kan resultere i,
for eksempel, kondrale og osteokondrale lesjoner, og slike skader kan utvikle seg til
slitasjegikt (Brittberg et al., New England Journal of Medicine, 331 (14): 889-895
(1994)). I alvorlige tilfeller av slitasjegikt kan en fullstendig kneprotese bli
ngdvendig. Men de kunstige protesene som brukes i kneerstatninger har begrenset
levetid, og dermed er ikke kneerstatning en optimal Igsning, seerlig for ikke-eldre

pasienter (Brittberg et al., supra).

I noen tilfeller kan leddbruskskader repareres ved hjelp av en autolog kondrocytt
implantering (Brittberg et al., Clin Orthopaed Rel. Res., 367S: S147-S155 (1999)).
I denne prosedyren blir kondrocytter hgstet fra en pasient, ekspandert i en
cellekultur for & gke antall kondrocytter, og deretter implantert tilbake i det
skadede omradet pa pasienten. Kondrocyttene er dekket med en klaff av periostealt
vev for & forsegle kondrocyttene inne i det skadede omradet. Selv om de
fremdyrkede kondrocyttene har en tendens til de-differensiering i kultur, vil de-
differensierte  kondrocyttene i et vellykket implantat bevare sitt re-
differensieringspotensiale og vil redifferensieres til kondrocytter som produserer et

hyalint bruskvev ved implantasjon.

I en modifisert teknikk kjent som matriksindusert autolog kondrocyttimplantasjon
(MACI® implantasjonsprosedyre) dyrkes kondrocytter som legges pa en
kollagenmatriks fgr de blir implantert i pasienten (Basad et al., supra). I tillegg kan
kollagenmatriksen festes med fibrinlim snarere enn suturering, noe som fgrer til en

enklere kirurgisk teknikk.
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Ulike teknikker og medier kan brukes til @ dyrke kondrocytter. Eksempler pa
serumfrie medier for kondrocyttdyrking og fremgangsmater for isolering og
propagering av kondrocytter er beskrevet, for eksempel, i US patent nr. 6.150.163
0g 7.169.610, og i US provisional patentsgknad nr. 60/805,307.

Fibroblaster eller fibroblastlignende celler (for eksempel synoviocytter) kan
samisoleres med kondrocytter og dermed dyrkes sammen i en cellekultur i lgpet av
forberedelsen av kondrocyttimplantater. Kondrocytter er kjent for @ anta et
fibroblastisk utseende nar de de-differensieres i kulturen (Benya og Shaffer, Cell,
30:215-224 (1982)). Likevel opprettholder de sitt differensieringspotensiale, dvs.
de er i stand til & gjenopprette en kondrocyttisk fenotype ved implantasjon. Som
folge av dette, kan det vaere vanskelig & skille dyrkede de-differensierte
kondrocytter fra samdyrkede fibroblaster eller fibroblastlignende celler basert pa

utseende.

I tillegg er genekspresjonsmgnstrene i dyrkede, de-differensierte kondrocytter for-
skjellig fra de opprinnelige bruskkondrocyttene. For eksempel er mange markgrer
som uttrykkes i hgy grad i opprinnelige bruskkondrocytter, uttrykt ved reduserte
nivder i dyrkede kondrocytter (Binette et al., Orthopaed J. Res, 16: 207-216
(1998)). Falgelig vil ekspresjon av en slik kondrocyttmarkgr ikke ngdvendigvis skille
seg fra en de-differensiert kondrocytt fra celler fra andre typer, som ogsa kan vaere
tilstede i cellekulturen. Videre er mange kjente fibroblastmarkgrer uttrykt i bade
de-differensierte kondrocytter og naturlige bruskkondrocytter, om enn pa ulike
nivaer. Folgelig vil en slik fibroblastmarker ikke ngdvendigvis indikere hvorvidt
cellene tilstede i prgven er de-differensierte kondrocytter, fibroblaster eller
fibroblastlignende celler.

Fra WO 2006/094836 kjenner man en fremgangsmate som skiller mellom
kondrocytter og fibroblaster basert pd ekspresjonsnivaet og/eller DNA-metylering
av sju gener.

Stokes et al., "Arthritis and Rheumatism”, vol. 46, nr. 2, 2002, s. 404-419 viser at
bade differensierte og de-differensierte kondrocytter har markgrer som er
karakteristisk for brusk, men det er ingen Ilikhet med fibroblaster.
I dokumenter fra Marlovits et al., FASEB Journal, vol. 15, nr. 4, 2001, side A34 og
Kolettas et al., J. of Cell Science, vol. 108, nr. del 5, 1995, s. 1991-1999 er det
fremhevet at ekspresjonsmgnsteret hos de-differensierte kondrocytter og
fibroblaster er likt.
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Det er behov for fremgangsmater som kan identifisere kondrocytter, fibroblaster og

fibroblastlignende celler, saerlig fremgangsmater som kan anvendes for cellekultur.

Sammendrag av oppfinnelsen

I visse henseender tilveiebringer fremgangsmatene ifslge denne oppfinnelsen mater
& evaluere sammensetningen av en cellekultur pd (f.eks. & skille kondrocytter fra
fibroblaster), disse fremgangsmatene kan brukes, for eksempel, til & vurdere
kondrocyttkulturer som brukes til behandling av bruskdefekter. Oppfinnelsen
innebaerer en fremgangsmate for 8 evaluere sammensetningen av en cellekultur,

0g nevnte fremgangsmate omfatter:

a) & erverve et mangfold av celler fra en cellekultur;

b) fastsettelse av det gjennomsnittlige ekspresjonsnivdet for en
fibroblastmarkgr i mangfoldet av celler hvor nevnte fibroblastmarkgr er
MFAP5; og

c) fastsettelse av sammensetningen av en kultur basert pa det
gjennomsnittlige ekspresjonsnivdet av mikrofibrillzer assosiert protein 5
(MFAP5); hvor det gjennomsnittlige ekspresjonsnivdet av MFAP5 under en

pa forhand bestemt grense indikerer at cellekulturen omfatter kondrocytter.

Det innebaerer ogsd en fremgangsmate for @ vurdere sammensetningen av en

cellekultur, og nevnte fremgangsmate omfatter:

a) 3aisolere celler fra en bruskbiopsi hentet fra et pattedyr;
b) & dyrke celler isolert i trinn a) i en cellekultur;
c) a erverve en prgve av cellekulturen;

d) fastsld ekspresjonsnivaene av MFAP5 og HAPLN 1 i én eller flere celler fra
prgven; og

e) fastsld sammensetningen av kulturen basert pa ekspresjonsnivdene av
MFAPS5 og HAPLN1.

Oppfinnelsen er basert, i hvert fall delvis, pa identifisering av MFAP5 som en celle-
fenotypemarkgr, som er utrykt i hgy grad i visse ikke-kondrocyttiske celletyper, for
eksempel fibroblaster og synoviocytter, mens den uttrykkes i et signifikant lavere

niva i kondrocytter. Oppfinnelsen er ytterligere basert, i hvert fall delvis, pa



20

25

30

35

NO/EP 2132562

4

funnene om at ekspresjonsnivaratioene til MFAP5 og en kondrocyttmarkgr, slik som
HAPLN1, er en palitelig indikator pd cellens fenotype i kulturer avledet fra
bruskbiopsier. Mens det under visse forhold kan vaere en fordel & bruke begge typer
markgrer (dvs. fibroblast- og kondrocyttmarkgrer) for & bekrefte sammensetningen
av cellekulturen eller fenotypen til en enkelt celle, tilveiebringer oppfinnelsen ogsa
utfgrelsesformer hvor det & fastsla det normaliserte ekspresjonsnivaet av MFAPS

markgren alene, kan vaere tilstrekkelig for dette formalet.

Det normaliserte ekspresjonsnivaet av MFAPS er lavere i kondrocytter enn i fibro-
blaster. I noen utfgrelsesformer er fibroblastmarkgren, det vil si MFAP5 slik at dens
normaliserte ekspresjonsnivder er lavere i kondrocytter (f.eks. primaer og/eller
passerte kondrocytter) enn i fibroblaster og/eller synoviocytter. I noen
utfgrelsesformer er fibroblastmarkgren uttrykt minst 2, 5, 8, 10 ganger lavere, eller

mindre i kondrocytter enn i fibroblaster og/eller synoviocytter.

Dermed, i ett aspekt tilveiebringer oppfinnelsen en fremgangsmate for 8 vurdere
sammensetningen av en cellekultur (fremgangsmate 1), f.eks. en cellekultur som
forsgksvis inneholder kondrocytter, og beskriver ogsa en referansefremgangsmate
for @ evaluere fenotypen av en enkelt celle (fremgangsmate 2). I utfgrelsesformer
av fremgangsmate 1, bestemmes ekspresjonsnivaet av en respektiv markgr som
gjennomsnittsekspresjonsnivaet av den markgren i et mangfold av celler (f.eks.
kulturprave). I utfgrelsesformer av fremgangsmate 1, kan sammensetningen av en
cellekultur evalueres i sin helhet for & fastsld om den inneholder kondrocytter. I
aspekter av fremgangsmate 2, fastsettes ekspresjonsnivdet av en markgr som
ekspresjonsnivaet av markgren i den enkelte cellen som blir vurdert. Mens
fremgangsmate 1 identifiserer sammensetningen av cellekulturen, identifiserer
fremgangsmate 2 fenotypen av en enkeltcelle, for eksempel hvorvidt cellen er en

kondrocytt eller ikke.

I noen utfgrelsesformer omfatter fremgangsmate 1:

a) & erverve et mangfold av celler fra en cellekultur;

b) @ bestemme gjennomsnittsekspresjonsnivaet av en fibroblastmarker ifglge
oppfinnelsen i et mangfold av celler fra cellekulturen hvori nevnte
fibroblastmarkgr er MFAP5; og

c) & bestemme sammensetningen av kulturen basert pd ekspresjonsnivaet;
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hvori ekspresjonsnivdet under en pd& forhand bestemt grense indikerer at
cellekulturen inneholder kondrocytter. Alternativt indikerer ekspresjonsnivaet over
en pa forhdnd bestemt grense at cellekulturen ikke inneholder kondrocytter (for
eksempel omfatter ikke kulturen minst 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 75 %, 80 %, 85
%, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % eller flere kondrocytter).

I noen utfgrelsesformer involverer fremgangsmdte 1 & sammenligne
ekspresjonsnivaene av en fibroblastmarkgr (MFAP5) og en kondrocyttmarkgr (for
eksempel HAPLN1) til en kontroll eller til hverandre. I noen utfgrelsesformer er
fibroblastmarkgren og kondrocyttmarkgren slik at ratio av deres ekspresjonsnivaer
(kondrocyttmarkgr i forhold til fibroblastmarkgr) i primaer og/eller passerte
kondrocytter er lik eller stgrre enn 5, 10, 20, 30, 50, 75, 100 eller flere ganger

ekspresjonsratio i dyrkede fibroblaster.
Spesielt i noen utfgrelsesformer omfatter fremgangsmaten:

a) a erverve et mangfold av celler fra en cellekultur;

b) & bestemme gjennomsnittsekspresjonsnivaet av en kondrocyttmarkgr i et
mangfold av celler;

c) & bestemme gjennomsnittsekspresjonsnivaet av en fibroblastmarkgr i et
mangfold av celler; og

d) & bestemme sammensetningen av kulturen basert pa gjennomsnitts-
ekspresjonsnivaet av kondrocyttmarkgren og gjennomsnittsekspresjonsnivaet av

fibroblastmarkgren.

I noen utfgrelsesformer er kulturen identifisert til @ inneholde kondrocytter hvis
ekspresjonsnivaet av kondrocyttmarkgren er over en pa forhand bestemt grense,
mens ekspresjonsnivaet av fibroblastmarkgren er under en pa forhdnd bestemt
grense. Alternativt indikerer ekspresjonsnivaet av fibroblastmarkgren over en pa
forhdnd bestemt grense at cellekulturen ikke inneholder kondrocytter (for eksempel
omfatter ikke kulturen minst 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %,
95 %, 98 %, 99 % eller flere kondrocytter).

I noen utfgrelsesformer inkluderer trinnet 8 bestemme kultursammensetningen
sammenligning av gjennomsnittsekspresjonsnivaene av kondrocyttmarkgren og
gjennomsnittsekspresjonsnivaet av fibroblastmarkgren. I noen utfgrelsesformer blir

markgrenes ekspresjonsnivaer sammenlignet i forhold til hverandre (skjgnt,
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grenseverdiene kan defineres for eksempel som en gitt differanse mellom
ekspresjonsnivaene av de to markgrene eller en ratio derav). For eksempel i noen
utfgrelsesformer indikerer en ratio av en kondrocyttmarkgr (for eksempel HAPLN1)
ekspresjonsniva i forhold til en fibroblastmarker (dvs. MFAPS), som er stgrre enn en
pa forhand bestemt grenseverdi, for eksempel 0,25, 0,55, 1, 2, 2,2, 5, 10, 25, 50

eller mer, at cellekulturen inneholder kondrocytter.

I noen utfgrelsesformer av fremgangsmate 1 blir ekspresjonsnivaene av
kondrocytt- og fibroblastmarkgrer bestemt pa RNA-nivdet, for eksempel ved en
standardkurvefremgangsmate av kvantitativ RT-PCR eller ved en komparativ Cr-
fremgangsmate av kvantitativn RT-PCR (som maler forskjellen i antall

grenseverdisykler som er pakrevd for fibroblastmarkgren og kondrocyttmarkgrene).

I et beslektet aspekt tilveiebringer beskrivelsen en fremgangsmate for & evaluere
fenotypen av en individuell celle (fremgangsmate 2), for eksempel ved a8 bruke
flowcytometri eller enkelcelle RT-PCR. Fremgangsmaten er nyttig for @ identifisere
individuelle celler fra en cellekultur, som inkluderer en cellekultur avledet fra brusk
eller synovium, en kondrocyttkultur, en fibroblastkultur, synoviocyttkultur, eller en
hvilken som helst annen egnet kultur. Fremgangsmaten er ogsa nyttig for
identifisere individuelle celler avledet fra hvilke som helst egnede biologiske prgver
hvori det er gnskelig @ identifisere individuelle celler, som inkluderer bruskprgver,
synoviumprgver, fibroblastprgver etc. Fibroblast- og kondrocyttmarkgrer i

fremgangsmate 2 kan velges og evalueres som beskrevet for fremgangsmate 1.

I noen aspekter omfatter fremgangsmate 2

a) 3 bestemme ekspresjonsnivaet av en fibroblastmarkgr ifglge oppfinnelsen i
cellen; og
b) @ bestemme fenotypen av cellen basert pa ekspresjonsnivaet til

fibroblastmarkgren;

hvori ekspresjonsnivaet under en pa forhand bestemt grenseverdi indikerer at
cellen er en kondrocytt. Alternativt indikerer ekspresjonsnivaet over en pa forhand
bestemt grenseverdi at cellen ikke er en kondrocytt (for eksempel en fibroblast eller

en synoviocytt). I noen aspekter omfatter fremgangsmate 2:

a) a bestemme ekspresjonsnivaet av en kondrocyttmarkgr i cellen;
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b) 8 bestemme ekspresjonsnivaet av fibroblastmarkgren i cellen, og
c) & evaluere fenotypen av cellen basert pa ekspresjonsnivaet av
kondrocyttmarkgren og ekspresjonsnivaet av fibroblastmarkgren.
I noen utfgrelsesformer identifiseres cellen som en kondrocytt hvis
ekspresjonsnivaet av kondrocyttmarkgren er over et pad forhand bestemt
grenseniva, mens ekspresjonsnivaet av fibroblastmarkgren er under et pa forhand
bestemt grenseniva. Alternativt er cellen ikke en kondrocytt hvis ekspresjonsnivaet
av kondrocyttmarkgren er under et pa forhdnd bestemt grenseniva, mens
ekspresjonsnivaet av fibroblastmarkgren er over et pa forhand bestemt grenseniva.
I noen utfgrelsesformer inkluderer trinn c) av @ evaluere fenotypen til cellen a
sammenligne ekspresjonsnivaene av kondrocyttmarkgren og ekspresjonsnivaet til

fibroblastmarkgren.
Ytterligere aspekter ifglge oppfinnelsen vil bli fremsatt i beskrivelsen som fglger.
Kort beskrivelse av figurene

Fig. 1 er et flytdiagram som illustrerer trinnene i en eksempelfremstillingsprosess

brukt for & produsere dyrkede kondrocytter fra kondrocyttbiopsier.

Fig. 2 viser HAPLN1-ekspresjonsnivaer i flere cellelinjer som bestemt ved en
standardkurvefremgangsmate av RT-PCR. Ekspresjonsnivaene ble normalisert til
18S ribosomal RNA. Ekspresjonsnivaet i primaere kondrocytter (PC) ble skalert til 1;

andre ratioer ble skalert tilsvarende. Cellelinjer som anvendes er oppfgrt i tabell 2.

Fig. 3 viser ekspresjonsnivdene av MFAP5 i samme cellelinjer som vist i fig. 2,
bestemt ved en standardkurvefremgangsmate av RT-PCR. Ekspresjonsnivaene ble
normalisert til 18S ribosomalt RNA. Ekspresjonsnivaet i primaere kondrocytter (PC)

ble skalert til 1; andre ratioer ble skalert tilsvarende.

Fig. 4 viser ratioene til HAPLN1- og MFAP5-ekspresjonsnivaer fra fig. 2 og 3.
Ratioen i primeere kondrocytter (PC) ble skalert til 1; andre ratioer ble skalert

tilsvarende.

Fig. 5 viser ratioene til HAPLN1- og MFAP5-ekspresjonsnivaer i de samme linjene
som vist i fig. 2. Ekspresjonsnivaene ble bestemt ved en komparativ Cr-

fremgangsmate av RT-PCR, og ratioene ble beregnet som 2 (Crmraps - CroHapLni)-
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Fig. 6 viser HAPLN1-ekspresjonsnivaene i et antall av ytterligere kondrocytt og
synoviocyttlinjer. Ekspresjonsnivdene ble bestemt ved en standardkurve-
fremgangsmate av RT-PCR og normalisert til 18S ribosomalt RNA.
Ekspresjonsnivaet i primaere kondrocytter (PC) ble skalert til 1; andre ratioer ble

skalert tilsvarende. Cellelinjene som ble anvendt, er oppfgrt i tabell 3.

Fig. 7 viser MFAP5-ekspresjonsnivder i de samme linjene som vist i fig. 6.
Ekspresjonsnivaene ble bestemt ved en standardkurvefremgangsmate av RT-PCR
og normalisert til 18S ribosomalt RNA. Ekspresjonsnivaet i primare kondrocytter

(PC) ble skalert til 1; andre ratioer ble skalert tilsvarende.

Fig. 8 viser ratioene til HAPLN1- og MFAP5-ekspresjonsnivder fra fig. 6 og 7.
Ratioen i primzere kondrocytter (PC) ble skalert til 1; andre ratioer ble skalert

tilsvarende.

Fig. 9 viser ratioene til HAPLN1- og MFAP5-ekspresjonsnivaer i de samme linjene
som vist i fig. 6. Ekspresjonsnivdene ble bestemt ved en komparativ Cr-

fremgangsmate av RT-PCR, og ratioene ble beregnet som 2 (Crmraps = CroHapLN1) -

Fig. 10A viser ratioene til HAPLN1- og MFAP5-ekspresjonsnivaer i de samme linjene
som vist i fig. 2 og 6, sa vel som vytterligere kondrocytt-, synoviocytt- og
dermalfibroblastlinjer identifisert i tabell 4. Ekspresjonsnivaene ble bestemt ved en
komparativ Cr-fremgangsmate av RT-PCR ved @ bruke spesialdesignede primere og
prober som beskrevet i eksempel 3. HAPLN1:MFAP5-ratioer ble beregnet som
2 (Crmraps - Crnapni). Fig. 10B viser ratioene til HAPLN1- og MFAP5-ekspresjons-
nivaer i ytterligere cellelinjer identifisert i tabell 5. Ekspresjonsnivaene ble bestemt

ved 3 bruke samme fremgangsmate som beskrevet for fig. 10A.

Fig. 11 viser en sammenligning mellom ekspresjonsnivaratioene til HAPLN1 og
MFAP5 i monolag- og kollagen-"scaffold”-kulturer. Cellelinjene som ble brukt, er
oppfert i tabell 7. HAPLN1- og MFAP5-ekspresjonsnivder ble bestemt ved en
standardkurvefremgangsmate av RT-PCR. Ekspresjonsnivaene ble normalisert ved
18S ribosomalt RNA. Ratioen i monolagkulturen til primaerkondrocyttene (PC) ble

skalert til 1; andre ratioer ble skalert tilsvarende.
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Fig. 12 viser en sammenligning mellom ekspresjonsnivaratioene til HAPLN1 og
MFAPS i monolag- og kollagen-"scaffold”-kulturene ved & bruke samme linje som
vist i fig. 11. Ekspresjonsnivdene av HAPLN1 og MFAP5 ble bestemt ved en
komparativ Cr-fremgangsmate av RT-PCR og ratioene ble beregnet som

2™ (Cr,mraps = CrHapini) -

Fig. 13 viser endringen i ekspresjonsnivaratioene til HAPLN1 og MFAP5 som en
funksjon av kulturnivd. Tre synoviocyttlinjer ble dyrket fra primaerkultur (kulturniva
1) gjennom fire passasjer (kulturniva 5), som vist i fig. 5. Ekspresjonsnivaene av
HAPLN1 og MFAP5 ble bestemt ved en komparativ Cr-fremgangsmate av RT-PCR og

ratioene ble beregnet som 2 (Ct mraps = Cr Hapint)-

Fig. 14A og 14B viser endringen i ekspresjonsnivaratioene for HAPLN1 og MFAP5
som en funksjon av kulturniva. I fig. 14A og 14B ble det tatt prgver av kondrocytt-
linjene fra brusk (kulturnivd 0) og deretter dyrket fra primaer (kulturnivd 1)
gjennom andre passasje (kulturniva 3), som vist i figuren. Ekspresjonsnivaene ble
bestemt ved en komparativ Ci-fremgangsmdte av RT-PCR ved & bruke
spesialdesignede primere og prober som beskrevet i eksempel 5. HAPLN1:MFAP5-

ratioen ble beregnet som 2/ (Cr mraprs = Cr Hapini)-

Fig. 15 viser ratioer av ekspresjonsnivdene av HAPLN1 og MFAPS i kulturer av
blandede populasjoner av kondrocytter og synoviocytter. Tre forsgk ble utfgrt,
hvert med forskjellige andeler av de to celletypene. Ekspresjonsnivaene ble
bestemt ved en komparativ Ci-fremgangsmate av RT-PCR ved & bruke
spesialdesignede primere og prober som beskrevet i eksempel 6. HAPLN1:MFAP5-

ratioer ble beregnet som ZA(CT,MFAP5 - CT,HAPLNl)-

Fig. 16 viser molare ratioer av ekspresjonsnivaer av HAPLN1 og MFAPS i forskjellige
cellelinjer, som er oppfgrt i tabell 12, ved & bruke absolutte kopinumre av
markgrene som bestemt ved en absolutt kvantifiseringsfremgangsmate. RC-PCR ble
utfgrt som beskrevet i eksempel 3, med unntak av at 2 yl av cDNA ble brukt per 13
Ml PCR reaksjon. Standardkurvene ble fremstilt fra syntetisk HAPLN1 og MFAP5 RNA
transkriptstandardkjgringer ved 103, 10* og 10° kopier/reaksjon. Mengden av
HAPLN1- og MFAP5-kopier tilstede i hver testkjgring ble bestemt fra disse
standardkurvene.
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Detaljert beskrivelse av oppfinnelsen

Oppfinnelsen er basert, i hvert fall delvis, pa identifiseringen av MFAP5 som et gen
som i hgy grad uttrykkes i visse ikke-kondrocyttcelletyper, slik som fibroblaster og

synoviocytter, mens det blir uttrykt ved signifikant lavere nivder i kondrocytter.
Folgelig tilveiebringer oppfinnelsen fremgangsmater for & anvende MFAP5 som en
cellefenotypisk markgr. MFAP5 er et serin-treoninrikt protein som binder til
fibrilliner og ble rapportert til & veere involvert i stabiliseringen av type 1
prokollagen (Lemaire et al., Arthritis & Renumatism, 52(6):1812-1823 (2005)).
Nukleotid- og aminosyresekvensene til humant MFAP5 kan finnes i GenBank®
under aksesjonsnummer NM_003480; dets nukleotidsekvens er ogsa tilveiebrakt
som SEQ ID NO:1. I tillegg til eller i stedet for MFAP5 kan ogsa andre fibroblast-

markgrer anvendes i fremgangsmatene ifglge oppfinnelsen, som beskrevet under.

I et aspekt tilveiebringer oppfinnelsen en fremgangsmate for 3 evaluere

sammensetningen av en cellekultur som omfatter kondrocytter (fremgangsmate 1);
o o o . . .

ogsa en referansefremgangsmate for a evaluere fenotypen av en individuell celle

(fremgangsmate 2) er beskrevet.

I utforelsesformene som omfatter fremgangsmate 1 blir ekspresjonsnivdet av en
respektiv markgr bestemt som gjennomsnittsekspresjonsnivaet av den markgren i
et mangfold av celler. I utfgrelsesformene ifslge fremgangsmate 1 kan
sammensetningen av en cellekultur evalueres som et hele for 8 bestemme om den
inneholder kondrocytter. I aspektene ifglge fremgangsmate 2 blir ekspresjonsnivaet
av en markgr bestemt som ekspresjonsnivaet av den markgren i en individuell celle
som blir evaluert. Derfor, mens fremgangsmate 1 identifiserer sammensetningen til
cellekulturen, identifiserer fremgangsmate 2 fenotypen til en individuell celle, for

eksempel om cellen er eller ikke er en kondrocytt.

I noen utfgrelsesformer blir fibroblastmarkgren uttrykt ved minst 2, 5, 8, 10 ganger
lavere, eller mindre, i kondrocytter enn i fibroblaster og/eller synoviocytter. Slike
ytterligere markgrer kan identifiseres ved 8 bruke for eksempel gen-"array”-analyse
som beskrevet i for eksempel Leung et al., Trends in Genetics, 19(11):649-659
(2003).

I noen utfgrelsesformer omfatter fremgangsmate 1 & bestemme ekspresjonsnivaet

av en fibroblastmarkgr ifglge oppfinnelsen i et mangfold av celler fra en cellekultur,
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hvori ekspresjonsnivdet under en pd& forhdnd bestemt grense indikerer at
cellekulturen inneholder kondrocytter. Alternativt indikerer ekspresjonsnivaet over
en pa forhdnd bestemt grense at cellekulturen ikke inneholder kondrocytter (for
eksempel at kulturen ikke omfatter minst 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 75 %, 80 %,
85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % eller flere kondrocytter).

I oppfinnelsen er fibroblastmarkgren @ MFAP5, og en hgyere enn
grenseverdiekspresjon av MFAP5 av cellekulturen indikerer at cellekulturen
inneholder et vesentlig antall av ikke-kondrocytter. I noen utfgrelsesformer er den
forhdndsbestemte grenseverdien 1) lik eller mindre enn den til MFAP5-ekspresjon i
rene fibroblastkulturer (for eksempel 2, 3, 4 eller 5 ganger lavere) eller 2) lik eller
stgrre enn (for eksempel 2, 3, 4 eller 5 ganger hgyere) nivaet av MFAP5-ekspresjon
i rene kondrocyttkulturer (for eksempel primzere kondrocytter ervervet fra
bruskbiopsier). Det "forhdndsbestemte” nivaet behgver ikke & veere valgt forut for
bestemmelsen av  markgrekspresjonsnivaene og kan velges etter at
ekspresjonsnivadene er bestemt basert pa for eksempel statistisk analyse av

ekspresjonsresultatene.

Mangfoldet av celler fra kulturen under evaluering kan representeres ved en prgve
av en alikvot ervervet fra kulturen. For eksempel i tilfeller hvor kulturene vokser pa
kollagenmatriks, kan “punch”-prgvetaking anvendes som beskrevet i eksemplene.
Mangfoldet av celler vil typisk inneholde minst antallet av celler som er tilstrekkelig
for 8 utfgre en gitt fremgangsmate av ekspresjonsanalyser eller mer. For eksempel,
for PCR er sa fa som 10-1000 celler vanligvis tilstrekkelig, men et lavere antall kan

o
ogsa anvendes.

I noen utfgrelsesformer involverer fremgangsmate 1 og fremgangsmate 2
sammenligningsekspresjonsnivder av en fibroblastmarkgr (MFAP5) og en
kondrocyttmarkgr (for eksempel HAPLN1 eller en annen kondrocyttmarkgr) til en
kontroll eller til hverandre. Rekkefglgen hvori ekspresjonsnivdene av begge
markgrene er bestemt, kan variere. For eksempel kan én fgrst bestemme
ekspresjonsnivaet av en kondrocyttmarkgr og deretter bestemme
ekspresjonsnivaet av en fibroblastmarkgr, eller vice versa. I noen utfgrelsesformer

kan ekspresjonsnivaene av begge typer av markgrer bestemmes samtidig.

Eksempler pd@ noen kondrocyttmarkgrer som er nyttige i fremgangsmaten ifglge

kTM

oppfinnelsen inkluderer deres GenBank "-aksesjonsnumre og SEQ IDNOs er
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tilveiebrakt i tabell 1. I noen utfgrelsesformer blir kondrocyttmarkgrene valgt fra
HAPLN1, MGP, EDIL3, WISP3, AGC1, COMP, COL2A1, COL9A1, COL11A1, LECT1,
S100B, CRTAC1, SOX9 og NEBL.

Tabell 1: Eksempler pd kondrocyttmarkgrer

Markgrnavn GenBank™- SEQ ID NO Referanse
aksesjonsnr
Hyaluronan og NM_001884 SEQ ID NO: 2 Buckwalter et al.,
proteoglykan J. Biol. Chem.,
koblingsprotein 1 259(9): 5361-
(HAPLN1) 5363 (1984)
Matrisk Gla-protein NM_000900 SEQ ID NO: 3 Monroe et al., Nat
(MGP) Genet., 21 (1):
142-4 (1999)
GF-lignede NM_005711 SEQ ID NO:4 Genes Dev,,
repetisjoner og 12(1): 21-33
diskoidin I-lignende (1998)
domainer 3 (EDIL3)
WNT1 induserbart NM_003880 SEQ ID NO: 5 Kutz et al., Mol.
signaliserings- Cell. Biol., 25 (1):
reaksjonsvei protein 3 414-21 (2005)
(WISP3)
aggrecan 1 (AGC1) NM_001135 SEQ ID NO: 6 Roughley et al.,
Eur. Cell Mater.,
11 :1-7 (2006)
bruskoligometrisk NM_000095 SEQ ID NO:7 Song et al., J.
matriksprotein (COMP) Hum. Genet, 48
(5): 222-5 (2003)
type II-kollagen NM_001844 SEQ ID NO:8 Nishimura et al.,
(COL2A1) Hum. Mutat,
26(1): 36-43
(2005)
type IX kollagen NM_001851 SEQ ID NO:9 Czarny- Ratajczak
(COL9A1) et al., Am. J. Hum.
Genet, 69(5):
969-80 (2001))
type XI kollagen NM_001854 SEQ ID NO:10 Poulson et al., J.
(COL11A1) Med. Genet,
41(8):e107 (2004)
Leukocyttcelle avledet | NM_007015 SEQ ID NO:11 Hiraki et al., Eur.
kjemotaksin 1 protein J. Biochem.,
(LECT1) 260(3): 869-
78(1999)
S100 NM_006272 SEQ ID NO:12 | Steffansson et al.,
kalsiumbindingsprotein Nature, 295
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Markgrnavn GenBank™- SEQ ID NO Referanse
aksesjonsnr

beta (S100B) (5844): 63-
4(1982)

Surt brusk protein 1 NM_018058 SEQ ID NO:13 | Steck et al,,

(CRTAC1) Biochem. J., 353:
169-174 (2001)

SRY-boks 9 protein NM_000346 SEQ ID NO:14 Kou and Ikegawa,

(SOX9) J. Biol. Chem.,
279(49): 50942-8
(2004)

nebulette (NEBL) NM_006393 SEQ ID NO:15 | Grogan et al.,
Arth. & Rheum.,
56(2): 586-95
(2007)

Ytterligere kondrocyttmarkgrer kan identifiseres ved 8 bruke for eksempel gen-
"array”-analyse som beskrevet i for eksempel Leung et al., “Trends in Genetics”,
19(11): 649-659 (2003). Generelt er en kondrocyttmarkgr et gen eller protein hvis
normaliserte ekspresjonsnivaer er hgyere i kondrocytter (for eksempel primaere
kondrocytter, dyrkede de-differensierte kondrocytter) enn i fibroblaster (for
eksempel dermale fibroblaster) og/eller synoviocytter. I noen utfgrelsesformer blir
kondrocyttmarkgren uttrykt ved minst 2, 4, 5, 8, 10, 50, 75, 100 ganger eller

hgyere i kondrocytter enn i fibroblaster og/eller synoviocytter.

I noen utfgrelsesformer blir fibroblastmarkgren og kondrocyttmarkgren valgt pd en
slik mate at ratio for deres ekspresjonsnivder i primaere kondrocytter og/eller i
passerte kondrocytter er lik eller stgrre enn 5, 10, 20, 30, 50, 75, 100 ganger eller

flere enn i dermale fibroblaster og/eller synoviocytter.

Spesielt i noen utfgrelsesformer omfatter fremgangsmate 1:

a) & erverve et mangfold av celler fra en cellekultur;

b) & bestemme gjennomsnittsekspresjonsnivadet av en kondrocyttmarkgr i
mangfoldet av celler;

c) & bestemme gjennomsnittsekspresjonsnivdet av MFAP5 i mangfoldet av

celler; og
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d) & bestemme sammensetningen av kulturen basert pd gjennomsnitts-
ekspresjonsnivaet av kondrocyttmarkgren og gjennomsnittsekspresjons-

nivaet av fibroblastmarkgren.

I noen utfgrelsesformer blir kulturen identifisert til & inneholde kondrocytter hvis
ekspresjonsniva av kondrocyttmarkgren er en pa forhdnd bestemt grenseverdi,
mens ekspresjonsnivaet av fibroblastmarkgren er under en pa forhdnd bestemt
grenseverdi. Alternativt inneholder kulturen ikke kondrocytter (for eksempel
omfatter ikke kulturen minst 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %,
95 %, 98 %, 99 % eller flere kondrocytter) hvis ekspresjonsnivaet av
kondrocyttmarkgren er under en pa forhdnd bestemt grenseverdi, mens

ekspresjonsnivaet av fibroblastmarkgren er over et forhdndsbestemt grenseniva.

I ytterligere utfgrelsesformer av fremgangsmate 1, omfatter oppfinnelsen en
fremgangsm%te for & evaluere sammensetningen av en cellekultur, hvor nevnte

fremgangsmate omfatter:

a) 3 isolere celler fra en bruskbiopsi ervervet fra et pattedyr;

b) & dyrke cellene isolert i trinn a) i en cellekultur;

c) aerverve en progve fra cellekulturen;

d) 3 bestemme ekspresjonsnivdene av MFAP5 og HAPLN 1 i én eller flere

celler fra prgven; og
e) 3 bestemme sammensetningen av kulturen basert pa ekspresjonsnivaene
av MFAP5 og HAPLN1

I noen utfgrelsesformer omfatter trinnet & bestemme kultursammensetningen og
sammenligne  gjennomsnittsekspresjonsnivdene av  kondrocyttmarkgren og
gjennomsnittsnivdet av fibroblastmarkgren. I noen slike utferelsesformer blir
cellekulturen evaluert til & inneholde kondrocytter ndr ratioen pa HAPLN1-
ekspresjon i forhold til MFAP5 er hgyere enn 0,25. I spesielle utfgrelsesformer

indikerer denne ratioen at cellekulturen inneholder minst 50 % kondrocytter.

I noen utfgrelsesformer blir markgrenes ekspresjonsnivaer sammenlignet relativt til
hverandre (skjgnt grenseverdiene kan defineres, for eksempel som en gitt forskjell
mellom ekspresjonsnivaene av to markgrer eller en ratio derav). For eksempel, i

noen utfgrelsesformer, indikerer en ratio av en kondrocyttmarkgr (for eksempel
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HAPLN1) ekspresjonsnivaet i forhold til den fra en fibroblastmarkgr (dvs. MFAP5),
som er stgrre enn en pé forhand bestemt grenseverdi, for eksempel 0,25, 0,55, 1,

2,2,2,5,10, 25, 50 eller mer, at cellekulturen inneholder kondrocytter.

I noen utfgrelsesformer av fremgangsmate 1 blir ekspresjonsnivaene av
kondrocytt- og fibroblastmarkgrer bestemt pa RNA-nivd, for eksempel ved en
standardkurvefremgangsmate av kvantitativ RT-PCR eller ved en komparativ Cr-
fremgangsmate av kvantitativ RT-PCR (som maler forskjellen i antallet av

grenseverdisykler pakrevd for fibroblastmarkgren og kondrocyttmarkgrene).

I et relatert aspekt tilveiebringer oppfinnelsen en fremgangsmate for 8 evaluere
fenotypen til en individuell celle (fremgangsmate 2), for eksempel ved 3 bruke
flowcytometri. Fremgangsmaten er nyttig for @ identifisere individuelle celler fra en
cellekultur, som inkluderer en cellekultur avledet fra brusk eller synovium, en
kondrocyttkultur, en fibroblastkultur, synoviocyttkultur, eller en hvilken som helst
annen egnet kultur. Fremgangsmaten er ogsa nyttig for & identifisere individuelle
celler avledet fra hvilke som helst egnede biologiske prgver hvori det er gnskelig &
identifisere individuelle celler, som inkluderer bruskprgver, synoviumprgver,
fibroblastprgver etc. I noen aspekter omfatter fremgangsmate 2 & bestemme
ekspresjonsnivaet av en fibroblastmarkgr ifglge oppfinnelsen, i cellen, hvori
ekspresjonsnivaet under en pa forhdnd bestemt grenseverdi indikerer at cellen er
en kondrocytt. Alternativt indikerer ekspresjonsnivaet over en pa forhand bestemt
grenseverdi at cellen ikke er en kondrocytt (for eksempel cellen er en fibroblast
eller en synoviocytt). I noen aspekter omfatter fremgangsmate 2:
a) 3 bestemme ekspresjonsnivaet av en kondrocyttmarkgr i cellen;
b) & bestemme ekspresjonsnivaet av en fibroblastmarkgr i cellen, og
c) & evaluere fenotypen av cellen basert pa ekspresjonsnivaet av kondrocytt-

markgren og ekspresjonsnivaet av fibroblastmarkgren.

I noen utfgrelsesformer identifiseres cellen som en kondrocytt hvis ekspresjonsniva
av kondrocyttmarkgren er over et pd forhdnd bestemt grensenivd, mens
ekspresjonsnivaet av fibroblastmarkgren er under et pa forhand bestemt
grenseniva. Fibroblast- og kondrocyttmarkgrer i aspektene ifglge fremgangsmate 2

kan velges og evalueres som beskrevet for fremgangsmate 1 over.

Flowcytometri kan brukes ved @ anvende kommersielt tilgjengelige antistoffer eller
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slike antistoffer kan fremstilles som beskrevet i, for eksempel, Linsenmeyer et al.,
Biochem. Biophys. Res. Com, 92(2): 440-6 (1980).

Celler og kulturer som evalueres ved fremgangsmatene ifglge denne oppfinnelsen
kan erverves fra en hvilken som helst biologisk prgve, som inkluderer et hvilket
som helst vev, cellekultur eller annet materiale som kan eller som ikke inneholder
kondrocytter. I noen utfgrelsesformer er cellene eller kulturene som evalueres, fra
pattedyr, spesielt menneskelig opprinnelse. I noen utfgrelsesformer dyrkes
cellekulturen fra celler frigitt fra en bruskbiopsi. For eksempel, ved autolog
kondrocyttimplantasjon, blir bruskceller fra prosedyren normalt dyrket fra en
bruskbiopsi fra pasienten som mottar implantatet. Carticel® autologt
kondrocyttprodukt (Genzyme Corporation, Cambridge, MA) er et eksempel pd et
dyrket kondrocyttprodukt. I noen utfgrelsesformer ifglge oppfinnelsen omfatter
cellekulturen en kollagenmatriks pakket med kondrocytter. Slike kondrocytter kan
erverves fra en bruskbiopsi og dyrket forut for pakking pa matriksen, for eksempel
som anvendt i MACI® implantatproduktet. Fremgangsmaten ifglge oppfinnelsen er
nyttig for & identifisere og/eller bekrefte identifiseringen av celler pakket pa

kollagenstgtte forut for implantering av matriksen.

For & illustrere et eksempel pa utnyttelse av cellekulturbestemmelses-
fremgangsmaten, henvises det til figur 1. Denne figuren illustrerer trinnene som er
involvert i & produsere et dyrket kondrocyttprodukt for autolog kondrocytt-
implantering, slik som ved & bruke Carticel® autologe kondrocytter, eller for &
produsere et dyrket kondrocyttprodukt for MACI®-implantasjonsprosedyren. I trinn
1 blir en bruskbiopsi fra en pasient som gjennomgar autolog kondrocytt-
implantering sendt for prosessering (trinn 2). Biopsimaterialet blir brutt ned i trinn
3 for & frigi og hgste kondrocytter fra brusken. De frigitte cellene plates ut i
vevskulturflasker og ekspanderer i primarkultur i trinn 4, og hvis ngdvendig,
subdyrket. Nar cellene ndr et adekvat antall, kan de eventuelt kryopreserveres i
trinn 5 inntil pasienten er klar for 8 motta implantatet. Nar pasienten er klar for a
motta cellene, blir de tint og platet ut i vevskulturflasker og dyrket for & fremstille

en samlingskultur (trinn 6).

For anvendelse i en autolog kondrocyttimplantat, hvis et tilstrekkelig antall av celler
er ervervet i samlingskulturen, blir cellene sentrifugert til en cellepellet og
resuspendert i et forsendelsesmedium, som er "sluttproduktet", slik som det

Carticel® autologe kondrocyttproduktet (trinn 8). Dette "sluttproduktet" utsettes
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for et antall av QC-tester, som inkluderer for eksempel en sterilitetstest, en
celleviabilitetstest, en endotoksintest, en mykoplasmatest og en
kultursammensetningstest (trinn 9 "QC-identitet" som beskrevet heri) for & sikre at
de dyrkede cellene inneholder et tilstrekkelig antall av kondrocytter. Hvis de
dyrkede cellene passerer alle QC-testene, blir de sendt (trinn 10) til pasienten for

implantering (trinn 11).

Alternativt ndr samlingskulturen fra trinn 6 skal anvendes i et MACI®-implantat,
blir cellene resuspendert i kulturmediet, sddd ut pa en kollagen-"scaffold” og dyrket
i 4 dager (trinn 7). P& slutten av dyrkningsperioden blir cellene renset med
forsendelsesmedium for & produsere et sluttprodukt for MACI®-implantater. Dette
produktet utsettes ogsd for QC-testene som beskrevet over. Fglgelig om
sluttproduktet er en suspensjon av dyrkede kondrocytter slik som Carticel®
autologe kondrocytter, eller sluttproduktet i et ”scaffold”-utsadd produkt for
MACI®-implantater, er fremgangsmaten ifglge oppfinnelsen nyttig som en “lot”-
identifiseringsanalyse eller “lot"-frigivelsesanalyse, for @ bekrefte sammensetningen
av en cellekultur som inneholder kondrocytter forut for forsendelse av kulturen. For
eksempel kan "QC-identitet" (trinn 9) utfgres ved et hvilket som helst trinn forut for

sluttproduktsamlingen, for eksempel fgr trinn 4, 5, 6, 7 eller 8.

Mange fremgangsmater for & bestemme gen- eller proteinekspresjonsnivaer er
kjent for personer innen fagfeltet, for eksempel som beskrevet i Sambrook et al.
(utg.) Cloning: “A Laboratory Manual”, 2. utg, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
1989; “Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al. (utg.) New York: John
Wiley & Sons, 1998). Eksempler pad slike fremgangsmater inkluderer
polymerasekjedereaksjon (inklusivt absolutt kvantifisering ved PCR, “real time” PCR
(RT-PCR) og gRT-PCR, multipleks eller singelpleks PCR), singelcelle-PCR, Northern
blot-analyser, nukleasebeskyttelsesanalyser, in situ hybridiseringsanalyser,
immunhistokjemiske analyser, immuncytokjemiske analyser, elektroforeseanalyser
slik  som gel eller  kapillzer, Western blot-analyser, ELISA-tester,
immunpresipiteringsanalyser, kromatografibaserte analyser slik som HPLC eller
gelkromatografi, massespektrometrianalyser, RNase-beskyttelsesanalyser,

flowcytometrianalyser, DNA-metyleringsanalyser og histonmodifiseringsanalyser.

I alle fremgangsmater ifslge oppfinnelsen kan ekspresjonsnivaene pa RNA eller pa
proteinnivd bestemmes ved & bruke en hvilken som helst egnet fremgangsmate,

som inkluderer en hvilken som helst konvensjonell fremgangsmate. RNA-nivaer kan
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bestemmes ved for eksempel kvantitativ RT-PCR (for eksempel TagMan™ RT-PCR
eller RT-PCR), Northern blot, eller en hvilken som helst fremgangsmate for a
bestemme RNA-nivaer, eller som beskrevet i eksemplene. Proteinnivdene kan
bestemmes for eksempel ved & bruke Western blot, ELISA, flowcytometri,
enzymatiske aktivitetsanalyser, eller en hvilken som helst fremgangsmate for &
bestemme proteinnivder. Ekspresjonsnivaene kan skaleres og/eller normaliseres
per total mengde av RNA eller protein i prgven og/eller en kontroll, som typisk kan
vaere et "housekeeping” gen, slik som beta-aktin eller glyseraldehyd-3-
fosfatdehydrogenase (GAPDH), eller 18S ribosomalt RNA etc.). Normalisering blir
typisk gjort for & ta hensyn til variabiliteten i mengden av protein, DNA eller RNA
input. For eksempel, i eksemplene normaliseres ekspresjonsnivaene til 18S

ribosomalt RNA ved & bruke en standardkurve.

I illustrative utfgrelsesformer blir ekspresjonsnivaene av fibroblast- og kondrocytt-
markgrer bestemt ved 8 bruke RT-PCR, enten ved en standardkurve eller ved en
komparativ C-fremgangsmate for relativ kvantifisering. I noen utfgrelsesformer
kan absolutt kvantifisering av markgrkopiantall bestemmes ved & fremstille
standardkurver ved a8 bruke kjente mengder av markgrene. De generelle
fremgangsmatene for & utfore slike analyser er beskrevet, for eksempel i Real-Time
PCR Systems: Applied Biosystems 7900HT Fast Real-Time PCR System and
7300/7500 Real-Time PCR Systems, Chemistry Guide, Applied Biosystems, 2005,
Part No. 4348358 Rev. E.

Nar det gjelder & sammenligne to markgrer ved & bruke komparativ C-fremgangs-
maten, kan mengden av ratioen fra ekspresjonsnivdene fra en fibroblastmarkgr i
forhold til en kondrocyttmarkgr beregnes som (1 + E)~(Crf - Cr.), hvori Cy er
antallet av fibroblastmarkgrgrenseverdisykler, der C;. er antallet av terskelsykler av
kondrocyttmarkgrer, ved 8 anta at effektiviteten til amplifisering (E) er den samme
for begge markgrer, og startmengden av begge markgrer er normalisert til samme
mengde av endogen kontroll (for eksempel som i to duplikatpraver). I tilfellet Ex1,
som illustrert i eksemplene, kan ratioen veere omtrent som 2/~(Cr¢ - Crc). Ellers
kan beregningene utfgres som beskrevet i Appendix A i Real-Time PCR Systems:
Applied Biosystems 7900HT Fast Real-Time PCR System and 7300/7500 Real-Time
PCR Systems, Chemistry Guide, Applied Biosystems, 2005, Part No. 4348358 Rev
E.

Ytterligere utfgrelsesformer av oppfinnelsen er illustrert i faglgende eksempler som
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har til hensikt & eksemplifisere og ikke begrense omfanget av oppfinnelsen.

EKSEMPLER

Eksempel 1: Ekspresjon av HAPLN1 og MFAP5 i kondrocytter, synoviocytter
og fibroblaster

Celleisolering og -kultur. Humane kondrocyttkulturer ble isolert fra brusk ved 3
bruke fremgangsmaten for & produsere Carticel® autologe kondrocytter eller
proteasefremgangsmaten for 8 produsere dyrkede kondrocytter. Ved & bruke
fremgangsmaten for & produsere Carticel® autologe kondrocytter, ble bruskvev
trimmet av ben og synovium og utsatt for en fgrste nedbryting hvor vev ble
enzymatisk behandlet i kollagenaselgsning i 18 timer ved 37 °C. Cellene som ble
frigitt fra den fgrste nedbrytingen, ble platet i vevskulturflasker med fgtalt bovint
serum (FBS) og gentamicininneholdende medium (EGHXX). Cellene ble deretter
utsatt for en andre nedbryting hvor gjenveerende vev fra fgrste nedbryting ble
behandlet med en kollagenase-/trypsinlgsning i 2,5 timer ved 37 °C. Cellene som
ble frigitt fra andre nedbryting, ble platet ut i vevskulturflasker med EGHXX.
Vevsbiter som var igjen etter andre nedbryting, ble platet i vevskulturflasker med
EGHXX. Ved & bruke proteaseisoleringsfremgangsmaten ble bruskvev trimmet av
ben og synovium og utsatt for en fgrste nedbryting i Pronase E (Sigma-Aldrich Inc.,
St. Louis, MO)-lgsning i 1,5 timer ved 37 °C. Pronaselgsningen ble deretter fjernet
og en andre nedbryting av brusk ble utfgrt i kollagenaselgsning i 18 timer ved
37 °C. De frigitte cellene ble deretter platet i vevskulturflasker med EGHXX. Etter
isolering var cellekulturfremgangsmatene den samme for celler ervervet fra begge
isoleringsfremgangsmater. Primaercellekulturer ble tilsatt fersk EGHXX hver 2. til 4.
dag. Nar primeerkulturflaskene nadde 50 % til 80 % konfluens, ble de trypsinisert
til en enkel cellesuspensjon, ngytralisert med EGHXX for & inaktivere trypsin, og en
celletelling ble utfgrt. Den resulterende cellesuspensjonen ble deretter enten
samplet, ytterligere ekspandert ved subdyrkning, eller kryopreservert for
langtidslagring.  Subkulturen av  primeerkulturen er referert til som
sekundaerkulturen, eller fgrste passasje. Etterfglgende subkulturer refereres til som
andre passasje, tredje passasje, fjerde passasje etc. Subdyrkningen ble utfgrt ved
& plate cellene i vevskulturflasker med EGHXX og tilsetting av fersk EGHXX hver 2.
til 4. dag. Nar subkulturene nadde 80 % til 100 % konfluens, ble de trypsinisert til
en enkel cellesuspensjon, ngytralisert med EGHXX for @ inaktivere trypsin, og en

celletallet ble utfgrt. Den resulterende cellesuspensjonen ble deretter enten
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samplet, ytterligere ekspandert, eller kryopreservert for langtidslagring.

Humane synoviocyttkulturer (synovium avledet fra cellekulturer, ogsd kjent som
synovialfibroblaster) S1 og S2 ble ervervet fra Cell Applications Inc. (San Diego,
CA) som kryopreserverte primzere dyrkede celler. Synoviocytter ble platet i
vevskulturflasker med EGHXX-medium og dyrket ved & bruke fremgangsmaten for
& produsere Carticel® autologe kondrocytter som beskrevet over. Humane dermale
fibroblastkulturer ble kjgpt fra Cell Application Inc. som kryopreserverte-primaere
dyrkede celler. Dermale fibroblaster ble dyrket ved a8 bruke fremgangsmaten for &

produsere Carticel® autologe kondrocytter som beskrevet over.

Cellekulturene brukt i dette eksemplet er oppfert i tabell 2.

Tabell 2: Cellekulturer brukt i RT-PCR-analyse
(Eksempel 1)

Cellekultur [Celletype Cellekulturtype
PC Kondrocytt Primaer kultur
C1 Kondrocytt Andre passasje
Cc2 Kondrocytt Andre passasje
S1 Synoviocytt Andre passasje
S2 Synoviocytt Andre passasje
F1 Dermal fibroblast Andre passasje
F2 Dermal fibroblast Andre passasje

RNA- og cDNA-fremstillling - RNA ble isolert fra cellekulturer ved & bruke TRI-spin-
prosedyren (Reno et al., Biotechniques 22:1082-6 (1997)). Isolerte RNA-
konsentrasjoner ble bestemt spektrofotometrisk. For fremstilling av cDNA fra
provene PC, C1, C2, S1, S2, F1 og F2 ble fgrste trddssyntesekit (Roche,
Indianapolis, IN) ved & bruke tilfeldige heksamerprimere kjgrt i henhold til
produsentens instruksjoner. Det resulterende cDNA ble lagret ved -20 °C eller -
80 °C inntil analyse.
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Genekspresjonsanalyse - Genekspresjonssanalyse ble utfgrt ved & bruke kvantitativ
real time RT-PCR ved & bruke enten en standardkurvefremgangsmate eller en
komparativ Cr-fremgangsmate. Real time PCR-fremgangsmaten ble basert pa 5'-
nukleasekutting av en dobbelt merket oligoprobe for @ rapportere sekvensspesifikk
primeramplifikasjon av malsekvensen ("TagMan™"-analyse). Ekspresjon av genene
som koder for bruskkoblingsproteinet (HAPLN1) og mikrofibrillarassosiert protein 5
(MFAP5) ble analysert ved a bruke henholdsvis TagMan® Gene Expression Analyser
Hs00157103_m1 og Hs00185803_m1 (Applied Biosystems Inc.). Real time PCR-en
ble fremstilt med TagMan™ Universal PCR Master Mix, no UNG (katalognummer
4324018, Applied Biosystems Inc.), egnet TagMan™ Gene Expression Assay
(Applied Biosystems), og prgve cDNA ble brukt i henhold til Universal PCR Mix-
protokollen. Amplifiseringene ble kjgrt pa et ABI 7500 Real-Time PCR-system
(Applied Biosystems Inc.) ved & bruke standard TagMan™-sykler og
datainnsamlingsprogram for denne konfigurasjonen. Duplikat p@ 25 pl reaksjoner
ble kjgrt med opptil 5 ng av input cDNA per brgnn. En terskel pa 0,1 enheter ble

brukt for alle analysene.

Standardkurvefremgangsm&te. Standardkurvefremgangsmaten ble utfert ved &
bruke Eukaryotisk 185 rRNA endogen kontrollanalyse (katalognummer 4319413E,
Applied Biosystems Inc.), hvori 18S rRNA blir brukt som en intern kontroll i forhold
til normalisert RT-PCR-resultater for & ta hgyde for inputvariasjon. For a
kvantifisere de relative nivaene av ekspresjonen av hvert gen, ble fortynninger av
det primaere kondrocytt (PC) cDNA kjgrt for a8 generere en standardkurve med 7500
system software. Nivaet for hver testprgves ekspresjon ble bestemt fra
standardkurven, og de resulterende mRNA-ratioer i forhold til
primeaerkondrocyttkontroll (PC) ble delt ved prgvens 18S rRNA ratio i forhold til PC

for @ normalisere for cDNA-pasetting (“loading”).

Komparativ Cr-fremgangsm&te. Komparativ Cr-analyse ble utfgrt for @ bestemme
de relative genekspresjonsratioene til HAPLN1 i forhold til MFAPS5 i forskjellige
prgver fra real time kvantitativ RT-PCR genekspresjonsanalyseradata produsert
som beskrevet over. Den komparative Cr-fremgangsmaten tilveiebringer et relativt
mal pa ratio av HAPLN1 i forhold til MFAPS, som tillater en direkte sammenligning
mellom testprgvene uten behov for standarder, standardkurveanalyse eller aktuelle
kalibratorer. Denne fremgangsmaten kan anvendes i tilfellet av HAPLN1- og MFAP5S-
analyser brukt i dette eksempelet fordi de fglgende fire betingelser var oppfylt: 1)

analyseutfgrelsen var konsistent fra kjgring til kjgring; 2) ekvivalente mengder av
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RNA ble kjgrt i HAPLN1, MFAP5 og endogene kontrollanalyser; 3) Ci-verdien for
endogent kontrollgen, 18S rRNA ble analysert lavere enn HAPLN1-C; eller MFAP5-C+
nar ekvivalente mengder av RNA ble kjgrt i samme analyse, og dermed ble 18S C;
alltid kvantifiserbart ndr enten HAPLN1 eller MFAP5 var kvantifiserbare; og 4)
fremgangsmaten brukte en arbitraer selektert teoretisk kalibrator definert som en
teoretisk prgve som inneholdt ratioen av HAPLN1/MFAP5 som ga en HAPLN1-C;-
verdi lik MFAP5-C; verdien ndr de andre tre tilstandene som nevnt over var tilstede.
Derivasjon av ligningen brukt for denne komparative C-fremgangsmaten er som
folger. N&r mengden av malgen i en prgve, normalisert til et endogent kontrollgen

og relativt til en kalibrator, er gitt ved:

(1+E)A('AACT,m§Igen)

hvori
E = amplifiseringseffektivitet
hvori
AACt msigen = prove ACr msigen — Kalibrator ACr,msigen
og hvori

ACT,mé’algen = CT,m.%lgen - CT,endogent kontrollgen

(Se Liu, W. og Saint, D.A., Analytical Biochemistry, 302: 52-59 (2002); Livak, K.J,
ABI Prism 7700 Sequence Detection System, User Bulletin 2, ABI publication
4303859,1997). Dermed kan ratioen mellom HAPLN1 og MFAP5 beskrives som:

(L+E)N(-AACT wapint) / (1+E)N(-AACT mraps)

som tilsvarer:

(1+E)™(-{[prave Cruapnt = Prove Cr, endogent kontroligen] = [Kalibrator Cr napin: —
kalibrator CT, endogent kontrollgen]}) / (1+E)/‘(-{[pr¢ve CT,MFAPS - PmVe CT, endogent

kontrollgen] - [ka“brator CT,MFAPS - kalibrator CT, endogent kontrollgen]})

Hvis den samme mengde av prgve kjgres i hver analyse, da kan C; av
prgveendogent kontrollgen veere representert ved betegnelsen x. Hvis den samme

mengden av kalibrator er kjgrt i hver analyse, da kan C; av kalibratorendogent
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kontrollgen veere representert ved betegnelsen y. Ved & substituere disse

betegnelsene kan ligningen utledes til:

(L+E)™(-{[prove Cruapni - X] - [Kalibrator Crnapni - ¥13) / (1+E)N(-{[prove
Crmrars - X] - [kalibrator Gy mraps - y13)

som tilsvarer:
(1+E)™N([x - prove Cruapni] - [y — Kkalibrator Crnapni]) / (L+E)™N([X - prove

Crmraps] - [y — kalibratorCr meaps])

Hvis kalibratoren er definert som en teoretisk prgve som inneholder ratioen til
HAPLN1 / MFAP5 som gir en Cryapint Verdi lik den Cr,meaps Verdien nar ekvivalente
mengder av kalibratoren kjgres i hver analyse, da kan betegnelsen z substitueres

for kalibratoren Cr napini 09 kalibratoren Cr umeaps. Ligningen kan dermed utledes til:
(1+E)™N([x = prove Cruapnil - [y - 21) / (1+E)N([x = prove Cruraprs] - [y - 21)
som tilsvarer:
(1+E)™([x - prove Cruapni] - [V - Z] - [x — prove Crmraes] + [y - Z])
som tilsvarer:
(1+E)™([x - prove Cruapni] - [X — prove Crmeaps])
som tilsvarer:
(1+E)~(prove Crmraps — prove Crpapini)

og hvis E=1 (100 % effektivitet), da tilsvarer den relative ratioen til HAPLN1 i
forhold til MFAPS:

2™ (prove Crvraps — prove Cruapini)
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De ovennevnte ligningene utledes til en endelig formel slik at bare to variabler,
prgven HAPLN1 Cr og préven MFAPS Cr, er ukjente. Denne formelen anvendes nar
prgvene blir analysert under betingelser beskrevet over, og teoretisk kalibrator som

anvendes settes som beskrevet over.

Figur 2 viser HAPLN1-ekspresjonsnivaer i flere cellelinjer som bestemt ved en
standardkurvefremgangsmate av RT-PCR. Figur 3 viser ekspresjonsnivdene av
MFAP5 i de samme celleprgvene som vist i figur 2, som bestemt ved en
standardkurvefremgangsmate av RT-PCR. HAPLN1 ble uttrykt ved hgyere nivaer i
kondrocyttcellekulturene enn i synoviocytt- og fibroblastcellekulturene. MFAPS5 ble
uttrykt ved hgyere nivder i synoviocytt- og fibroblastcellekulturer enn i

kondrocyttcellekulturene.

Figur 4 viser ratioene til HAPLN1- og MFAP5-ekspresjonsnivaene fra figurene 2 og
3. Ratioen i primeaerkondrocytter (PC) ble skalert til 1; andre ratioer ble skalert

tilsvarende.

Figur 5 viser ratioene av HAPLN1 og MFAP5 ekspresjonsnivaer i de samme linjene
som vist i figur 2. Imidlertid ble ekspresjonsnivaene bestemt ved en komparativ Cr-
fremgangsmate av RT-PCR. Resultatene av Cr-fremgangsmaten var lik de

resultatene ervervet ved standardkurvefremgangsmaten.

Eksempel 2: Ekspresjon av HAPLN1l og MFAP5 i ytterligere linjer av

kondrocytter, synoviocytter og fibroblaster
Ekspresjonsnivaer av HAPLN1 og MFAPS5 ble bestemt i ytterligere cellekulturer for 3
bekrefte kvaliteten av fremgangsmaten for & differensiere mellom kondrocytt- og

synoviocyttkulturer. Kulturene anvendt i dette eksemplet er oppfart i tabell 3.

Tabell 3: Cellekulturer brukt i RT-PCR analyse (eksempel 2)

Cellekultur |Celletype Cellekulturtype
PC Kondrocytt Primaer kultur
C3 Kondrocytt Andre passasje
C4 Kondrocytt Andre passasje
C5 Kondrocytt Andre passasje
C6 Kondrocytt Andre passasje
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C7 Kondrocytt Andre passasje
S3 Synoviocytt Andre passasje
S4 Synoviocytt Andre passasje
S5 Synoviocytt Andre passasje
S6 Synoviocytt Andre passasje
S7 Synoviocytt Andre passasje

Celleisolering og -kultur. Humane kondrocyttcellekulturer C3, C4, C5, C6 og C7 ble
isolert og dyrket ved 8 bruke fremgangsmaten for & produsere Carticel® autologe
kondrocytter som beskrevet i eksempel 1. Humane synoviocyttkulturer (synovium-
utledede cellekulturer, ogsd kjent som synovialfibroblaster) ble enten isolert ved
Genzyme eller ervervet fra Cell Applications Inc. (San Diego, CA). Linjer S4, S6 og
S7 ble isolert ved Genzyme ved & bruke forskjellige prosedyrer. S4 ble isolert ved &
utsette finhakket synoviumvev for nedbryting i kollagenaselgsning i 3,5 timer ved
37 °C, etterfulgt av en andre nedbryting i trypsinlgsning i 1 time ved 37 °C. Linje
S6 ble isolert ved @ utsette finhakket synoviumvev for nedbryting i en Igsning som
inneholder kollagenase og DNase i 2 timer ved 37 °C. Linje S7 ble isolert ved 3
utsette finhakket synovium til fremgangsmaten for @ produsere Carticel® autologe
kondrocytter. Etter isoleringen ble synoviumutledede <celler platet i
vevskulturflasker med EGHXX-medium og dyrket ved & bruke fremgangsmaten for
& produsere Carticel® autologe kondrocytter som beskrevet i eksempel 1. Linjer S3
og S5 ble ervervet fra Cell Applications Inc. som kryopreserverte fgrste passasje-
celler. Etter opptining ble cellene fra linjer S3 og S5 platet i vevskulturflaskser med
EGHXX-medium og dyrket ved & bruke fremgangsmaten for & produsere Carticel®

autologe kondrocytter som beskrevet i eksempel 1.

RNA-isolering og cDNA-fremstilling. RNA-fremstillinger for kondrocyttcellekulturer
C3, C4, C5, C6, C7 og synoviocyttkulturer S3, S4, S5, S6, S7 ble utfgrt som
beskrevet i eksempel 1. RNA fra disse prgvene ble reverst transkribert til cDNA ved
& bruke High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Inc.,
Foster City, CA) i henhold til forhandlerens instruksjoner. PC cDNA fra eksempel 1
ble brukt i dette eksemplet. cDNA ble lagret ved -20 °C eller -80 °C inntil analyse.

Genekspresjonsanalyse. Genekspresjonsanalyse ble utfgrt ved @ bruke RT-PCR som

beskrevet i eksempel 1.
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Figur 6 viser HAPLN1-ekspresjonsnivaer i et antall av ytterligere kondrocytt- og
synoviocyttlinjer. Ekspresjonsnivaene ble bestemt ved en standardkurvefremgangs-

mate av RT-PCR og normalisert til 18S ribosomalt RNA.

Figur 7 viser MFAP5-ekspresjonsnivaer i de samme linjene som vist i figur 6.
Ekspresjonsnivaene ble bestemt ved en standardkurvefremgangsmate av RT-PCR

og normalisert til 18S ribosomalt RNA.

Figur 8 viser ratioer av HAPLN1- og MFAP5-ekspresjonsnivaer fra figurene 6 og 7.
Ratioen i primeaerkondrocytter (PC) ble skalert til 1; andre ratioer ble skalert

tilsvarende.

Figur 9 viser ratioer av HAPLN1 og MFAP5-ekspresjonsnivaer i de samme linjene
som over i figur 6. Ekspresjonsnivdene ble bestemt ved en komparativ Cr-

fremgangsméte av RT-PCR, og ratioene ble beregnet som 2/ (Cr,mraps = Ct 1apnil) -

RT-PCR-resultatene i de ytterligere cellelinjene var konsistente med resultatene

ervervet i eksempel 1.

Eksempel 3: Ekspresjon av HAPLN1 og MFAPS5 i kondrocytter, synoviocytter

og fibroblaster ved 3 bruke spesialdesignede primere og prober

Testing av forskjellige kondrocytt-, synoviocytt- og dermalfibroblastkulturer utfgrt

med primere og prober fra kjente oligonukleotidsekvenser.

Celleisolering og -kultur. Cellelinjene som anvendes i dette eksemplet, er oppfart i
tabell 4 og 5 under. Humane kondrocyttcellekulturer C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7,
C8, C26, C28, C30 og C34 ble isolert og dyrket ved & bruke fremgangsmaten for a
produsere Carticel® autologe kondrocytter som beskrevet i eksempel 1. Humane
kondrocyttcellekulturer C21, C22, C23, C24, C25, C27, C29, C31, C32 og C33 ble
isolert (ved & bruke proteasefremgangsmaten) og dyrket som beskrevet i eksempel
1. Celleisolering og kulturfremgangsmater for humane synoviocyttkulturer S1, S2,
S3, S4, S5, S6 og S7 ble beskrevet i eksempler 1 og 2. Synoviocyttkultur S9 ble
isolert ved @ utsette finhakket synoviumvev til nedbrytning i en Igsning som
inneholder kollagenase og DNase i 2 timer ved 37 °C. Synoviocyttkultur S10 ble
isolert ved @ utsette finhakket synoviumvev til nedbrytning i kollagenaselgsning i

3,5 timer ved 37 °C, etterfulgt av en andre nedbrytning i trypsinlgsning i 1 time
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ved 37 °C. Synoviocyttlinjer S11, S12, S13, S14, S15, S16, S17 og S18 ble
ervervet fra Cell Applications Inc. som kryopreserverte fgrstepassasjeceller.
Dermale fibroblastlinjer F1, F2, F3, F4, F5, F6, F8, F9, F10 og F11 ble ervervet fra
Cell Applications Inc. som kryopreserverte primare dyrkede celler. Alle
cellekulturer ble dyrket ved & bruke fremgangsmaten for 8 produsere Carticel®

autologe kondrocytter som beskrevet i eksempel 1.

Tabell 4: Fgrste sett av cellekulturer brukt i RT-PCR-analyse

(Eksempel 3)

Cellekultur Celletype Cellekulturtype
C1 Kondrocytt Andre passasje
C2 Kondrocytt Andre passasje
C3 Kondrocytt Andre passasje
C4 Kondrocytt Andre passasje
C5 Kondrocytt Andre passasje
C6 Kondrocytt Andre passasje
C7 Kondrocytt Andre passasje
C8 Kondrocytt Andre passasje
S1 Synoviocytt Andre passasje
S2 Synoviocytt Andre passasje
S3 Synoviocytt Andre passasje
S4 Synoviocytt Andre passasje
S5 Synoviocytt Andre passasje
S6 Synoviocytt Andre passasje
S7 Synoviocytt Andre passasje
S9 Synoviocytt Fgrste passasje
S10 Synoviocytt Tredje passasje
S11 Synoviocytt Tredje passasje
S12 Synoviocytt Tredje passasje
S13 Synoviocytt Tredje passasje
F1 Dermal fibroblast Andre passasje
F2 Dermal fibroblast Andre passasje
F3 Dermal fibroblast Andre passasje
F4 Dermal fibroblast Andre passasje
F5 Dermal fibroblast Andre passasje
F6 Dermal fibroblast Andre passasje




Tabell 5: Andre sett av cellekulturer brukt i RT-PCR-analyser

(Eksempel 3)

Cellekultur Celletype Cellekulturtype
C21 Kondrocytt Andre passasje
Cc22 Kondrocytt Andre passasje
C23 Kondrocytt Andre passasje
C24 Kondrocytt Andre passasje
C25 Kondrocytt Andre passasje
C26 Kondrocytt Andre passasje
c27 Kondrocytt Andre passasje
C28 Kondrocytt Andre passasje
C29 Kondrocytt Andre passasje
C30 Kondrocytt Andre passasje
C31 Kondrocytt Andre passasje
C32 Kondrocytt Andre passasje
C33 Kondrocytt Andre passasje
C34 Kondrocytt Andre passasje
S14 Synoviocytt Tredje passasje
S15 Synoviocytt Tredje passasje
S16 Synoviocytt Tredje passasje
S17 Synoviocytt Andre passasje
S18 Synoviocytt Andre passasje
F8 Dermal fibroblast Andre passasje
F9 Dermal fibroblast Andre passasje
F10 Dermal fibroblast Andre passasje
F11 Dermal fibroblast Andre passasje

NO/EP 2132562

RNA-isolering og cDNA-fremstilling. RNA-fremstillingene fra kondrocyttlinjene C1,
C2, C3, C4, C5, C6, C7, synoviocyttlinjene S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, og dermal-
fibroblastlinjene F1 og F2 ble beskrevet i eksempler 1 og 2. For fremstilling av RNA
fra kondrocyttlinje C8, synoviocyttlinjene S9, S10, S11, S12, S13, S14, dermal-
fibroblastlinjer F3, F4, F5 og F6, og alle linjer listet i tabell 5, ble RNeasy™ Mini Kit

(Qiagen, Valencia, CA) RNA-isoIeringsfremgangsméten anvendt. For RNeasy™-

isolering ble 360 pl av lysislgsningen tilsatt til cellepelleten som inneholdt opptil én
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million celler. Prgvene ble umiddelbart vortekssentrifugert ved full speed i 30
sekunder, deretter plassert ved 37 °C i 5 minutter. Etter inkubering ble prgvene
rystet for hand i 10 sekunder, etterfulgt av ytterligere 30 sekunder
vortekssentrifugering ved full speed. Innholdet i hvert rgr ble samlet sammen, og
lysatet ble kjgrt gjennom en Qiashredder™-kolonne (Qiagen). Tre hundre og femti
pl av  Qiashredder-lysatet ble brukt i RNeasy™ prosedyren etterfulgt av
produsentens protokoll for isolering av RNA fra dyreceller. Kolonnen ble eluert med
en enkel eluering som besto av 30 pl vann. RNA ble reverst transkribert til cDNA
ved 3 bruke High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems,
Inc., Foster City, CA) i henhold til produsentens instruksjoner. Det resulterende
cDNA ble lagret ved -20 °C eller -80 °C inntil analyse.

Genekspresjonsanalyse. RT-PCR analyser ble utfgrt med spesialdesignede primere
og prober spesifikke for regionene til HAPLN1 og MFAP5 mRNA.
Sekvensinformasjonen for de spesiallagede primerne og probene er vist i tabell 6.
Forkortelser: 6FAM = 6-karboksyfluorescein; VIC™ et varemerke for Applied
Biosystems Inc., og er en fluorofor; MGBNFQ = "minor groove” binder ikke-
fluorescerende quencher. Primerne ble ervervet fra Invitrogen Corp (Carlsbad, CA).
Prober ble ervervet fra Applied Biosystems Inc. For HAPLN1 er malet for den fremre
primeren nukleotidene 543 til 570 av HAPLN1-sekvensen deponert under GenBank-
aksesjonsnr. NM_001884.2 (SEQ ID NO: 2), malet for den reverse primeren er
nukleotidene 603 til 622, og malet for proben er nukleotidene 584 til 601 fra
samme sekvens. For MFAPS er malet for den fremre primeren nukleotidene 301 til
322 fra MFAP5-sekvensen deponert under GenBank-aksesjonsnr. NM_003480.2
(SEQ ID NO: 1); malet for den reverse primeren er nukleotidene 353 til 372, og
malet for proben er nukleotidene 334 til 350 fra den samme sekvensen. Real time
PCR ble utfgrt med TagMan™ Fast Universal PCR Master Mix, no UNG
(katalognummer 4352042, Applied Biosystems Inc.), 900 nM primere, 250 nM
prober og opptil 5 ng av prgve cDNA i henhold til TagMan™ Fast Universal PCR Mix
protokoll. Reaksjonsvolumet var 13 pl og amplifiseringene ble kjgrt pa et ABI 7500
Real-Time PCR-system (Applied Biosystems Inc.) ved & bruke default Fast
TagMan™-syklusen og datasamlingsprogram for denne konfigurasjonen. En terskel
pa 0,1 enhet ble brukt for alle analysene. Ekspresjonsnivaene ble bestemt ved en

komparativ Cr-fremgangsmate av RT-PCR beskrevet i eksempel 1.
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Tabell 6: Spesialbestilte primere og probesekvenser

Markgr |Fremre primer Revers primer Probe

HAPLN1 |5' TGAAGGATTAGAAG |5' GCCCCAGTCG 5'VIC/
ATGATACTGTTGTG 3' |TGGAAAGTAA 3! TACAAGGTGTGGTATTCC
(SEQ ID NO:16) (SEQ ID NO:17) / MGBNFQ 3'

(SEQ ID NO:18)

MFAP5  |[5' CGAGGAGACGA 5' AGCGGGATCA  |5' 6FAM /
TGTGACTCAAG 3' TTCACCAGAT 3'  |ACATTCACAGAAGATCC /
(SEQ ID NO:19) (SEQ ID NO:20)  |MGBNFQ 3'

(SEQ ID NO:21)

Figur 10A viser ratioene av HAPLN1l- og MFAP5-ekspresjonsniv5er i de samme
linjene som vist i figurene 2 og 6, sa vel som ytterligere kondrocytt-, synoviocytt-
og dermalfibroblastlinjer fra tabell 4. Figur 10B viser ratioene til HAPLN1- og
MFAP5-ekspresjonsnivaer i linjer fra tabell 5. Resultatene ervervet med de
spesialdesignede primerne og probene var de samme som resultatene beskrevet i

eksempler 1 og 2.

Eksempel 4: Sammenligning av HAPLN1- og MFAP5-ekspresjonsnivaer i
kondrocytt-, synoviocytt- og fibroblastkulturer i monolag og kollagen
"Scaffolds”

Ekspresjonsnivder av HAPLN1 og MFAP5 ble sammenlignet i forskjellige typer av

kulturer i monoloag og kollagen “scaffolds”.

Celleisolering og -kultur. Kondrocyttkulturer C9, C10, C11, C12, C13, C14, C15,
C16, C17 og C18 ble isolert ved & bruke proteasefremgangsmaten som beskrevet i
eksempel 1, og dyrket som beskrevet i eksempel 1. Synoviocyttkultur S7 ble isolert
og dyrket som beskrevet i eksempler 1 og 2. Dermalfibroblastkulturer F2 og F7 ble
ervervet fra Cell Applications Inc. som kryopreserverte primeert dyrkede celler og
dyrket som beskrevet i eksempel 1. Ved ferdigstillelse av andre passasjekultur
(tredje passasje for kultur S7), ble en prgve tatt for RNA-isolering ("dag 0" eller
monolagprgve), og deretter ble cellene resuspendert i EGHXX-medium og sadd ut
pd en 20 cm? MAIX™ “scaffold” (ACI-MAIX ™ kollagenmembran, CE, Matricel
GmbH, D-52134 Herzogenrath, Tyskland). Cellene fikk feste seg i 1 time ved 37 °C,
deretter ble “scaffoldet” tilsatt ytterligere EGHXX og dyrket i 4 dager. "Scaffold”-

kulturene som inneholdt synoviocytter og dermale fibroblaster ble ogsa fremstilt pa
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samme mate. Etter 4 dager med “scaffold”- kultur ble kulturene samplet ved &
bruke en 8 mm biopsipunch ("dag 4" eller “scaffold”-prgve), og RNA-isolering ble
utfart.

RNA-isolering og cDNA-fremstilling. RNA ble isolert ved & bruke RNeaSy™ Mini Kit
(Qiagen, Valencia, CA). For RNeasy™ -isolering, 360 pl av lysislgsningen ble tilsatt
tii MACI®-implantatigsningene (opptil to 8 mm MACI®-implantatpunches per
preparering). Prgvene ble umiddelbart vortekssentrifugert ved hgyeste hastighet i
30 sekunder, deretter plassert ved 37 °C i 5 minutter. Etter inkubering ble prgvene
rystet for hdnd i 10 sekunder for a8 folde ut membranen som medfulgte ved
ytterligere 30 sekunder vortekssentrifugering ved hgyeste hastighet. Innholdet i
hvert rgr ble samlet opp og lysatet ble kjgrt gjennom en Qiashredder-kolonne
(Qiagen). Tre hundre og femti yl av det Qiashreddede lysatet ble brukt i RNeasy™
prosedyren, etterfulgt av forhandlerens protokoll for isolering av RNA fra dyreceller.
Kolonnene ble eluert med en enkel eluering som besto av 30 ul vann. Fremstilling
av cDNA fra prove RNA ble utfgrt ved & bruke High Capacity cDNA Reverse
Foster City, CA) i henhold til
produsentens instruksjoner. cDNA ble lagret ved -20 °C eller -80 °C.

Transcription Kit (Applied Biosystems, Inc.,

Tabell 7 viser cellekulturene og konfigurasjonene som ble brukt i dette eksemplet

Tabell 7: Cellekulturer brukt i RT-PCR-analyse (Eksempel 4)

Kulturkode |Celletype Kulturtype Konfigurasjon

C9dag 0 Kondrocytt Andre passasje 5X 10° cellepellet
Cl0dag0 Kondrocytt Andre passasje 5X 10> cellepellet
Clidag0 Kondrocytt Andre passasje 5X 10> cellepellet
Cl2dag 0 Kondrocytt Andre passasje 5 X 10° cellepellet
Cl3dag0 Kondrocytt Andre passasje 5 X 10° cellepellet
Cl4dag0 Kondrocytt Andre passasje 5 X 10° cellepellet
Cl5dag0 Kondrocytt Andre passasje 5X 10° cellepellet
Cl6dag0 Kondrocytt Andre passasje 5X 10° cellepellet
C17 dag 0 Kondrocytt Andre passasje 5X 10° cellepellet
C18 dag 0 Kondrocytt Andre passasje 5 X 10° cellepellet
S7 dag 0 Synoviocytt Tredje passasje 5 X10° cellepellet
F7 dag O Dermal fibroblast |Andre passasje 5 X10° cellepellet
F2 dag 0 Dermal fibroblast [Andre passasje 5X 10° cellepellet
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C9 dag 4 Kondrocytt MACI®-implantat |8 mm punch
Cl0 dag 4 Kondrocytt MACI®-implantat |8 mm punch
Cll dag 4 Kondrocytt MACI®-implantat |8 mm punch
Cl2 dag 4 Kondrocytt MACI®-implantat  [8 mm punch
Cl3 dag 4 Kondrocytt MACI®-implantat |8 mm punch
Cl4 dag 4 Kondrocytt MACI®-implantat |8 mm punch
Cl5dag 4 Kondrocytt MACI®-implantat [8 mm punch
Cl6 dag 4 Kondrocytt MACI®-implantat  [8 mm punch
Cl7 dag 4 Kondrocytt MACI®-implantat  [8 mm punch
Cl18 dag 4 Kondrocytt MACI®-implantat |8 mm punch
S7 dag 4 Synoviocytt MACI®-implantat |8 mm punch
F7 dag 4 Dermal fibroblast |MACI®-implantat |8 mm punch
F2 dag 4 Dermal fibroblast |MACI®-implantat |8 mm punch

Genekspresjonsanalyse.

Genekspresjonsanalyse

monolaget

MACI®-

implantat-cDNA ble utfgrt p8 maten som er beskrevet over i eksempel 1.

Figur 11 viser en sammenligning mellom ekspresjonsnivaratioer for HAPLN1 og
MFAP5 i HAPLN1- og MFAP5-

ekspresjonsnivaene ble bestemt ved en standardkurvefremgangsmate av RT-PCR.

monolag- og kollagen-"scaffold”-kulturer.
Ekspresjonsnivaene ble normalisert til 18S ribosomalt RNA. Ratioen i monolags-
kulturen til primezere kondrocytter (PC) ble skalert til 1; andre ratioer ble skalert

tilsvarende.

Figur 12 viser en sammenligning mellom ekspresjonsnivaratioene for HAPLN1 og
MFAP5 i monolag- og kollagen-"scaffold”-kulturene ved a8 bruke samme linjer som
vist i figur 11. Ekspresjonsnivdene til HAPLN1 og MFAP5 ble bestemt ved en

komparativ Cr fremgangsmate av RT-PCR og ratioene ble beregnet som

2™ (Cr,mraps = CroHaping)-

Resultatene ervervet i “scaffold”-kulturene var lik de som ble ervervet i monolags-

kulturene.

Eksempel 5: Ekspresjon av HAPLN1l og MFAP5 som en funksjon av antall

passasjer
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Ratioen av HAPLN1 i forhold til MFAPS i forskjellige kulturnivder ble undersgkt.

Celleisolering og -kultur. Kondrocyttkulturene C19, C20, C31 og C32 og C33 ble
isolert ved & bruke proteasefremgangsmaten som beskrevet i eksempel 1, og
dyrket som beskrevet i eksempel 1. Synoviocyttkulturer S6 og S7 ble isolert og
dyrket som beskrevet i eksempler 1 og 2. Synoviocyttkultur S8 ble isolert ved a
utsette finhakket synoviumvev for nedbryting i en Igsning som inneholder
kollagenase og DNase i 2 timer ved 37 °C. Cellekulturer S8 ble utfgrt som
beskrevet i eksempel 1. For kondrocyttkulturer som C19, C20, C31, C32 og C33
prgver av bruskutledede celler (merket "0" i figur 14A og 14B), primeerdyrkede
celler (merket "1" i figur 14A og 14B), fgrste passasjeceller (merket "2" i figur 14A
og 14B), og andre passasjeceller (merket "3" i figur 14A og 14B) ble tatt. For
synoviocyttkultur S7 ble prgver av primardyrket (merket "1" i figur 13), f@rste
passasje (merket "2" i figur 13), andre passasje (merket "3" i figur 13), tredje
passasje (merket "4" i figur 13), og fjerde passasje (merket "5" i figur 13) celler ble
tatt. For synoviocyttkulturer S6 og S8 ble prgver av fgrste passasje (merket "2" pa
figur 13), andre passasje (merket "3" pd figur 13), tredje passasje (merket "4" pa

figur 13), og fjerde passasje (merket "5" pa figur 13) celler ble tatt.

RNA-isolering og cDNA-fremstilling. RNA og cDNA ble fremstilt ved a8 bruke
RNeasy™ Mini Kit (Qiagen) og High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

(Applied Biosystems Inc.) som beskrevet i eksempel 3.

Genekspresjonsanalyse. Genekspresjonsanalyse av synoviocyttprgvene ble utfgrt
som beskrevet i eksempel 1. Genekspresjonsanalysene av kondrocyttprgvene ble

utfgrt som beskrevet i eksempel 3.

Figurer 13, 14 A og 14b viser endringen i ekspresjonsnivaratioene for HAPLN1 og
MFAP5 som en funksjon av antall passasjer. Ekspresjonsnivaene ble bestemt ved en

komparativ Cr fremgangsmate av RT-PCR. HAPLN1:MFAP5-ratioer ble beregnet som

2™ (Cr,mraps —Cr HapLn)-

Ratioene av HAPLN1 i forhold til MFAP5 var konsekvent lave ved alle dyrknings-
nivaer for synoviocyttprgvene i forhold til kondrocyttprgvene. Ratioene til HAPLN1 i
forhold til MFAP5 var konsekvent hgye ved alle dyrkningsnivdene for kondrocytt-

prgvene i forhold til synoviocyttprgvene.



20

25

30

35

NO/EP 2132562

34

Eksempel 6: Ekspresjon av HAPLN1 og MFAP5 i blandede cellekulturer

Genekspresjonsanalyse ble anvendt pd blandede kulturer av kondrocytt- og
synoviocyttceller for 8 evaluere sensitivitetsnivaet til fremgangsmaten i blandede
kulturer. Cellekulturer fra humane kondrocytter og humane synoviocytter ble brukt

for & fremstille blandinger av to celletyper ved fglgende andeler:

1) 0 % kondrocytter / 100 % synoviocytter
2) 25 % kondrocytter / 75 % synoviocytter
3) 50 % kondrocytter / 50 % synoviocytter
4) 75 % kondrocytter / 25 % synoviocytter
5) 100 % kondrocytter / 0 % synoviocytter

Celleisolering og -kultur. Kondrocyttlinjer C5, C6 og C8 ble isolert og dyrket som
beskrevet i eksempler 1 og 2. Synoviocyttkulturer S6, S7 og S9 ble isolert og
dyrket som beskrevet i eksempler 1, 2 og 3. For blandingseksperiment 1 ble andre
passasjekulturer av kondrocyttlinjen 6 (C6) og synoviocyttlinjen 6 (S6) anvendt.
For blandingseksperiment 2 ble fgrste passasjekulturer av kondrocyttlinje 8 (C8) og
synoviocyttlinje 7 (S7) anvendt. For blandingseksperiment 3 ble fgrste passasje-

kulturer av kondrocyttlinje 5 (C5) og synoviocyttlinje 9 (S9) anvendt.

RNA-isolering og cDNA-fremstilling. RNA og cDNA ble fremstilt ved a8 bruke
RNeasy™ Mini Kit (Qiagen) og High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

(Applied Biosystems Inc.) som beskrevet i eksempel 3.

Genekspresjonsanalyse. Genekspresjonsanalyse ble utfgrt som beskrevet i

eksempel 3.

Ekspresjonsnivaene ble bestemt ved en komparativ Cr-fremgangsmate av RT-PCR.
HAPLN1:MFAP5-ratioer ble beregnet som 2/(Crwmraps — Crharni). Resultatene av
blandeeksperimentene er tilveiebrakt i figur 15, som viser ratioene til ekspresjons-
nivdene av HAPLN1 og MFAPS i prgver som bestar av blandede populasjoner av
kondrocytter og synoviocytter. I blandingene som inneholder 75 % eller mindre
kondrocytter og 25 % eller mer synoviocytter, var HAPLN1:MFAP5-ekspresjons-
nivaratioene omtrent 1 eller lavere. Hgyere ratioer korresponderer til hgyere
andeler av kondrocytter i de testede prgvene. Evnen til analysen a skjelne

blandinger av cellekulturer viste at, i gjennomsnitt, at prgver besto av minst 67 %
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kondrocytter med balansen bestdende av synovialfibroblaster for 8 produsere en
positiv. Crmraps — Cruarni. Kontaminering av  andre celletyper, slik som

dermalfibroblaster, kan ogsa detekteres med denne analysen.

Eksempel 7: Analyse av sammenhengen mellom analyserespons og

molekylaer ratio av markgrer

Syntetiske RNA-transkripter fra HAPLN1 og MFAP5 ble anvendt for & bestemme
sammenhengen mellom analyserespons og den molekylzere ratio av markgrene i
testprgvene. For det fgrste ble primaer PCR (Platinum PCR Supermix, Invitrogen
katalognummer 11306-016) utfert p@ humant cDNA ved & bruke primerne oppfort i
tabell 8. For HAPLN1 amplifiserte disse primerne nukleotider fra posisjoner 256 til
1171 fra HAPLN1-genet (aksesjonsnr. NM_001884.2). For MFAP5 amplifiserte disse
primerne nukleotider fra posisjoner 32 til 728 fra MFAP5-genet (aksesjonsnr. NM_
003480.2). PCR-produktene ble analysert pd 1,5 % trisacetat EDTA (TAE)
agarosegeler ved & bruke 100 basepar molekylzere stgrrelsesmarkgrer (100 bp PCR
Molecular Ruler, BioRad katalognummer 170-8206) for referanse, og SYBR Green I
(Invitrogen katalognummer S-7563) gelfarging. De resulterende primeere
amplikonene ble gelrenset med 4 % trisborat EDTA (TBE) polyakrylamid (PAGE)
geler og brukt som et templat for sekundaer PCR med primerne oppfgrt i tabell 8.
Gelrenset primaeramplikontemplat for den sekundzere MFAP5-amplifiseringen ble
pasatt ved 0,56 ng per 200 pl av sekundeerreaksjon. Gelrensningsprimaer-
amplikontemplatet for den sekundaere HAPLN1-amplifiseringen ble p3satt ved 2,5
ng per 900 ul av sekundaerreaksjon. Sekundaeramplikonene ble renset fra nativt
TBE PAGE-geler som beskrevet og brukt som templater for in vitro transkripsjon
med et Ambion Megascript T7 Kit. Opp til 1,3 pg av sekundaert amplikontemplat ble
brukt per 20 pL transkripsjonsreaksjon. De resulterende transkriptene ble gelrenset
med 6 % TBE-Urea (TBU) polyakrylamidgeler, resuspendert i 0,1 mM EDTA, og
kvantifisert spektrofotometrisk med avlesninger utfgrt i duplikat ved & bruke en
konversjonsfaktor pa 1a60 enhet korresponderende til en konsentrasjon pa 40
ng/uL RNA. De gelrensede transkriptene ble analysert pa 6 % TBU-geler for a
vurdere renhet. Etter bestemmelse av renhet ved PAGE-analyse og kvantifisering
ved spektrofotometri, ble antallet av transkriptkopier per pL bestemt ved a8 bruke
konverteringsfaktorer oppfgrt i tabell 9. Disse konverteringsfaktorene antar en
gjennomsnitts basemolekylvekt pa 343 Dalton. Avagadros konstant var antatt &
veere 6,02 X 10%*/mol. Det ble ogsa antatt at den fgrste basen som ble transkribert

var +1 G fra T7 promotoren, etterfulgt av malsekvensen. Transkriptene ble
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fortynnet i gjeer RNA baererbuffer (20 ng/pL Igsning av gjeer RNA (Ambion
katalognummer AM7120G) i nukleasefritt vann) ved konsentrasjoner i omradet fra
10° til 10® kopier/uL. Fortynningene ble deretter testet ved 8 bruke RT-PCR
prosedyrer gitt i eksempel 3 i patentsgknaden, med unntak av at 2 yL cDNA ble
brukt per 13 ul PCR-reaksjon. Ratio av HAPLN1:MFAP5 ble deretter beregnet for
hver fortynning ved & bruke den komparative Ct-fremgangsmaten som beskrevet i

eksempel 4 i patentsgknaden.

Analyseresponsen ved & bruke kopiantallstandarder ble sammenlignet med den
kjente molekyleere ratioen. Disse resultatene er vist i tabell 10. Med
sammenligningen mellom analyseresponsen og den molekylzere ratioen som ble
bestemt, ble de eksakte molekylarratioene ved forskjellige analyseresponser
beregnet. Disse resultatene, vist i tabell 11, indikerer at ndr den komparative Ct
bestemte akseptansgrense er lik 1 (for eksempel, nar HAPLN1:MFAP5 = 1),
korresponderer dette til en eksakt molekylzer ratio av HAPLN1:MFAPS5 pd 2,212.

Tabell 8: Primere som anvendes for amplifisering av
kopiantallstandarder

Markgr (Fremre primer Fremre primer Revers primer
(primaer PCR) (sekundaer PCR) (primaer og
sekundar PCR)
HAPLN1 |5' GCCAAGGTGTTTT |5’ 5' CTCTGAAGCAGTA
CACACAG 3' TAATACGACTCACTATAGGG|GACACCA 3'
(SEQ ID NO:22) GC (SEQ ID NO:24)
CAAGGTGTTTT CACACAG
3

(SEQ ID NO:23)

MFAP5 |5’ CCTAGCCTGGCTT |5'TAATACGACTCACTATAG |5' CCATTGGGTCTCT
TCTTGCTC 3' GGCCT GCAAATCC 3'

(SEQ ID NO:25)  |AGCCTGGCTTTCTTGCTC 3' [(SEQ ID NO:27)
(SEQ ID NO:26)

Tabell 9: Forventede transkriptstgrrelser og konverteringsfaktorer

Transkript |Forventet Molekylvekt Kopier/mg
transkriptstgrrelse (baser) |(Dalton)

HAPLN1 917 3,145 X 10°g/mol 1,914 X 10°/ng

MFAP5 698 2,394 X 10°g/mol 2,515 X 10°/ng
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Tabell 10: Analyserespons versus molekylarratio av markgrer

Kopier av Kopier av Eksakt molekylaer Analyserespons,
HAPLN1 MFAP5 ratio av HAPLN1:MFAP5
HAPLN1:MFAP5
1 X108 1 X 108 1 0,470
1 X107 1 X 10’ 1 0,448
1 X 10° 1X10° 1 0,423
1X10° 1X10° 1 0,452
1X10* 1X10* 1 0,443
1 X 10° 1X 103 1 0,478
Gjennomsnitt = 0,452

Tabell 11: Eksakt molekylaer ratio av markgrene ved forskjellige
analyseresponser

Analyserespons, Eksakt molekylaer ratio av
HAPLN1:MFAP5 HAPLN1:MFAP5

500 1106

100 221,2

5 11,06

1 2,212

0,2 0,4425

0,01 0,02212

0,002 0,004425

Eksempel 8: Absolutt kvantifiseringsanalyse av kondrocytt- og

fibroblastmarkgrer

Genekspresjonsanalyse ved & bruke en absolutt kvantifiseringsfremgangsmate ble
utfgrt. Tabell 12 viser cellekulturene brukt i dette eksemplet. De forskjellige
kulturene ble isolert og dyrket som diskutert i eksemplene over. RNA fra
cellekulturene ble isolert ved @ bruke RNeasy Kit som diskutert i eksempel 3. RT-
PCR ble utfgrt pa cellekulturer som beskrevet i eksempel 3, unntatt at 2 pl av cDNA
ble brukt per 13 uL PCR-reaksjon. In vitro transkriberte RNA-standarder for HAPLN1
0og MFAP5 (fremstilt som beskrevet i eksempel 7) ble fortynnet for 8 gi cDNA med
sluttkonsentrasjoner pa 5 X 10%, 5 X 103 og 5 X 10* kopier per pL. Standardkurver
ble fremstilt ved “graphing” av Ct-resultatene fra standardene pa y-aksen, versus
logaritmen av antallet av kopier per reaksjon (103, 10* og 10°) pa x-aksen. En
linezer trendlinje ble tilpasset dataene, og mengdene av HAPLN1 og MFAP5 mRNA-
kopier tilstede i hver testprgve ble bestemt matematisk. Denne fremgangsmaten
for kvantifisering har tidligere blitt beskrevet, for eksempel i Real-Time PCR
Systems: Applied Biosystems 7900HT Fast Real-Time PCR System og 7300/7500
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Real-Time PCR Systems, Chemistry Guide, Applied Biosystems, 2005, del nr.
4348358, Rev. E. Den molekylzere ratio av HAPLN1:MFAP5 ble deretter beregnet for

hver prgve. Figur 16 viser molekylaere ratioer av HAPLN1:MFAPS5 i forskjellige

cellekulturer. Disse resultatene indikerer at den molare ratio av HAPLN1:MFAPS5 i

kondrocytter er hgyt relativt til synoviocytter og dermale fibroblaster.

Tabell 12: Cellekulturer brukt i absolutt kvantifiseringsanalyse (Eksempel

8)
Cellekultur Celletype Cellekulturtype
C26 Kondrocytt Andre passasje
c27 Kondrocytt Andre passasje
C28 Kondrocytt Andre passasje
S14 Synoviocytt Tredje passasje
S15 Synoviocytt Tredje passasje
S16 Synoviocytt Tredje passasje
F1 Dermal fibroblast Andre passasje
F2 Dermal fibroblast Andre passasje
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gaaaaagagg
aaccatigac
cttttaccce
acttaaaata
agt gaat aga
act aaactt
attttcctag
ttgctggett
ttitgtagtc
t at aaggacc

t gccagcet at

40

gcetagectg
gtcctttcca
gaggagagag
aatatgtcge
gaciggat ac
gaaacattca
gctgttttgg
accact gcag
ccggt t aaac
aacaaggaga
tgeegt caga
cctecetgtg
aaagaagaaa
agct aaccet
tacictetac
caaagt ct at

tgat gact at

accaact ccc
gcccgaaaat
ctgtaagatt
caaaat gt ct

agaacttgga

getttcttge
gggagt ggct
acacallcag
1cttgggacce
ccetgggggt
cagaagat cc
ctgatattgce
agt gct ggga
aatgcattca
ictgetctceg
1ggct ggt ct
aaaat gt gga
aaat gt at gg
1 agacagt at
1ttttcacce
attattgcat

atggctfata
atctttacta
itigggetaa
catcattcac
itgecectggea
ctgcaacaca
ictgctaage

ctcataattc

tctcecet cat
ctgttcatct
cagccaaagg
caaggtgctg
caatagl caa
taatctagtg
accttccaca
tgagaaattt
tcagttatge
tcitgtctgt
gececect agg
tt1gcagaga
gt gagaggaa
ttcttaaace
aaact gataa
aaltttgctg

t acaaacatt

ttgaat ct gt

ccal agaat t
gtgitccectct
agicttcctt
gt caagaatt
t cagagget g
gcl at ccaat
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ttttcatgca
gtttatgggt
aaat cat acc
caagt gcacg
agggcattca
aagagt gaaa
ccacgt agce
t aaaat gaga
ctgagcact t
ct ggccaaca
gcacgt gect
gaggcagagg
caaaagt cca
ctttaattct
cagtct aatt
gaat agaaga
gact aactca
aagttatata
gat cagattc
aaaaaat gct
aaatgtactc
t aggcacaga
ccacat tgca
t aaacatttt
gt aaaaaaaa
<210> 2

<211> 1759
<212>DNA

gttgtct agt
agt accggga
attggttgac
gicgaattat
gacttgaat t
gaaacacaat
ttggat aagc
aggt t aaat t
tgggaaget g
t ggt gaaacc
gt aat cccag
ttgcagt gag
tctt aagaaa
atgattctct
cat agcaacc
aaat cccat t
ataactttct
t gacagt gga
ttgctgttaa
acaaaaagcc
atttagacaa
gtttccaaga
acatttccat
aaaatatttt

daaaaaaaaa

<213>Homo sapiens

<400> 2

cgggaagt aa
t gaacccacc
gtttccttga
tgtgcaagtg
ttaat aggca
attcagacaa
cattttcett
tatcttagta
aggcgagt gg
ccatctctac
ct act cggga
ccgagat ggc
tatatatata
ggatttaaat
atatctgott
at aacaaatg
at aaaagcca
ggttgtattc
gaaacaattt
ccaaagcata
cat att aaat
ttaattttaa
cagacagcat

tttccaattt

41

ggt t ggaaac
accacaaage
gttgctactt
gcttttggat
gacagaaagt
cccacattct
cattaggtcc
ctgctgggcg
atcacitgag
t aaaaat aca
ggct gaggcea
gccat t geac
tattatatat
gcattattca
tatcctaggt
acaaattata
atggaatica
cttttatatt
cgtttaatgg
taatctctac
gcatatttta
gaatatctte
ttcaattcca

atttctcaaa

taagtctcat
aaat tagaca
cgttcatctt
atcctgattg
ttgect aata
tatcct ggct
tggtttaatt
cagtggct ca
gt cagaaait
aaaattagct
ggagaat caa
tccagect gg
attcttagtt
tatttcttga
gagggt agca
tat cat gaat
aat aggagct
gct gagaaaa
gatctgtaca
1ccttacagt
gccactttag
acgaacttga
gtattatgta

at aaaat gt c

ttactgatte
acttaatgtg
cacaacttaa
gggcct aaga
gttaatacga
ct agcagl aa
tcctcatctt
t gcet gt aat
t gagacgagc
gggcgtggtg
ttgaacctgg
gt gacaaaag
ctaagatttc
agcttagata
gt ccacaatg
ccttctgtet
aggagacaac
ctagttaaat
actgatttta
ctctagaatt
agaaacctca
ccctect act
t att gcaaat
ftttgttetg
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gt gaggagaa
gagcat ccga
aagagt ctac
tatactctgg
gt ggaagcag

aaattttatc

accaagct aa
aaaaaaacct
gcttctcigg
at t gaaggat
ccttactite
ct ggaccagg
ct ggact ggt
cccagagage
gat aaagat a
tactatctga
gatggtgctc
gaccgceigtg
agaaggcgcet
cat aagct gt
tcagttttaa
gcaagttacc
at caatt cat
aaat ttaagg
ccaacaaagt
tt aaggaaag
tacaattiitg
ctttacat aa
t ct aaaagt t
ctitctgace
<210> 3

<211> 661
<212>DNA

agagcgct ac
act cct ggat
ttcttctggt
at cat gacag
agcaagccaa

gagaccct ac

cttcggatta
at ggaggct a
tcal cacaga
tagaagatga
cacgact ggg
at gct gt gat
gcaat gcegg
cctgtgogag
aaagcagat a
t ccaccccac
agattgcaaa
atgcggget g
gcagt cctac
atggtgtcta
agt cattaag
aaaact gt ga
tgatttgttt
gaagct ct at
atcctttcat
t aaagct act
aaat gcacta
act gagaggt
aatatttcaa

daddaaddad

<213>Homo sapiens

<400> 3

gttcacttga
tt caggacaa
gctgatttca
agctattcac
ggtgttttca
agcatitgge

cct caaggaa
ccagggt aga
cctcactctg
tactgttgtg
gcgcet acaat
cgectectic
ct ggct cagt
ccagaacaca
tgatgttttc
caaact gacc
agtgggcceag
gttggcggat
t gaggcet gca
ctgcttcaga
aacat gt gaa
taacccttitt
tttgtaaagc
gt aaggagac
gaacggggca
cagagcaaca
caat aaacaa
t at acaaaac

gtctctaata

42

tctccagett
gt gaagaaga
atctgcetggg
at ccaagcag
cacagaggtg

t caggaat cc

gtggatgttt
gtgtttctga
gaagattatg
gt agcact gg
ctcaattttc
gaccagct gt
gatggcetctg
gtgcccgoag
tgttttacat
t at gat gaag
atatttgetg
ggcagegtce
gtgcgettcg
gcat acaact
agotgttttt
ttacttactg
tatcattcaa
tt agagccaa
t gcaat agct
ggttccacaa
attagagcaa
tcagtttcac

ggcagaat at

ccaacttaag
ttctttggge
ct gat cat ct
aaaat ggccc
gcaatgttac

at aaaat ccg

ftgtttccat
agggaggcag
ggagat at aa
acttacaagg
acgaggcgea
acgacgcct g
tgcaat atcc
1 caggaacta
ccaatttcaa
cggt gcaagc
cct ggaaaat
gctaccccat
1gggtttccc
gaat gt gcce
ttittccaat
t aaagagt ca
tatatattat
actgtttaag
taagaattgc
gcacaaactt
cacatttgaa
aagggaacaa

tttactettt

cagaacttga
t at aaagat g
tt cagacaac
ccatctactt
act gccat gt

aattaagtgg

gggat accac
t gat agt gat
gtgtgaggtg
tgtggtattc
gcaggegt gt
gcgagacagy
cat cacaaag
cggattttgg
tggcegttti
ttgtctcaat
tct cggat at
ctct aggcca
agat aaaaag
tt agagcgca
at gaact cat
ttttcataag
aaat t aat at
ctgtatcatc
taggattaaa
tacacatttg
at acaggct t
tctatacctt

aaaat cct gc
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tggttcttat
tgctgctaca
tcttgceate
ggaatcttat
t cagcagaga
cgagct caat

t ggat acaat

agggaagaaa
agcagcatta

tctggctgea

agggt caaag

t

aaaaacctca
caagaccctg
ctggecgect
gaacttaatce
tggagagct a
agggaagcct
gctgectata

aaaaalct ct
ctgaaataca
ccectittte

gagagl caac

<210> 4 <211> 2974

<212> DNA

<213>Homo sapiens

400> 4

cagcecticca
agact gacct
tagcggt agt
cettcattaa
aagt ccaaga
gtgatgacta

alcgctacit

ttttttetgg
taggcttata
ccgeccecag

atat gt gatt

43

ctaacatccc gtaggagcect
gcaggacgaa accat gaaga
aactitgtgt 1atgaatcac
caggagaaat gcaaalacct
gaggat ccga gaacgcetcta
cagactttgc gaacgctacg

caggaagcge cgagggacca

aggct ggcac ctgattttgt
tacaatgcttl ctttcctgta
attgataagl aatgaaagtg

gttccataat aaactictgg

ctctceet ac
gcct gal cet
at gaaagcat
tcatatccee
ageectgicea
ccatggttta

aal gagactg

at cccect gt
tattctetig
cactgcagt g
tgtgatactt
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agaagcccecg
gccggt gggt
ccegeegege
cggagct cac
tttagtcacc
cgtcttettg
ctacactgcece
t gaagegcetc
gcaaaggtga
tggctgatgg
gtgttgtgga
at ccatgcca
t aggct at gt
at gaat gcga
attcctgtga
cact gggaat
gagctctttt
1tataaatgc
aaaggaaaat
agt at at aaa
aagt gaaagg
atgctaactc
gt cgaagaca
agcct ct ggg
1 cagaacgct

aaggcaaagt

cagcecgecge
ctgcet gecee
ctctgeeggg
ccacctccge
act ct cgccece
aattctttag
ctccgegacg
ggt ageegt ¢
tatttgtgat
ttcettttce
ggttgcatca
t aat ggagga
tt gt aaat gt
agt t gagect
gtgcccagge
t gaaggt gga
tggact ccaa
gt ggacaget
gagagt t act
atcctacaaa
caccaat gaa
tttcacaccc
ttgcacttitg
talgaaat ca
caacat ggac

gaat gcct gg

gcggagaaca
gcgeageaga
acccacccgce
gcgeeggage
t ct ccaagaa

taggggcgga

acccctgacc

tggctcttgg
cccaat ccat
tgtgagtgte
gat gaagaag
acct gt gaaa
ccccgaggat
tgcaaaaatg
gaatttatgg
attatatcaa
aaatggtatc
gcagaaaatg
ggotgtgatta
attgcct aca
gacat ggt gt
cccat aaaag
cgaat ggaac
ggacat at ac
atgttcactt

acctctggee

44
gcgacagcecg
cceggggeag
ageggagggce
gcaggcaaaa
tttgtttaac
gt ct get get
agcecggggt ¢
t cgggct cag
gl gaaaat gg
cagatggcett
aaccaacttc
t aagt gaagc
t t aat gggat
gt ggaat atg
gaagaaattg
accagcaaat
cctactatgce
acagat ggcc
cccaaggage
gt aat gat gg
t1cgtggaaa
ct cagt at gt
ttcttggetg
aagact atca
gggaaccaag

acaat gacca

agcgeceggt
ccgegggage
t gagcececgee
ggggaggaaa
aaagcgct ga
gccct geget
acgt ccggga
cecteggtgte
aggt at ct gt
cacagacccce
agcaggt ccc
at accgaggg
t cact gt cag
tacagat cti
t caatacaaa
cacagcttcc
acgtcttaat
gt ggatt cag
caagaggat t
aaagacttgg
cat t gal aac
aagact ct at
1gaactgtcg
gat cact gcc
gaaagct ¢gg
gt cacaat gg

ccgcct gt ¢t
ccgegeeccg
ggegoct cce
gactcctcete
ggaaagagaa
gccacctcgg
gacgggat ca
ccccagttcg
tt gccaggat
aactgttcta
tgcactccta
gatacattca
cacaacat aa
gt t gct aact
tgct caggece
tctact cacc
aagaaggggc
at aaatttgc
ggaagcccag
gcaatgtaca
aacact ccat
ccccaagttt
ggttgttctg
t ccageat ct

ct ggacaagc

ttacaggt gg
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atcticttgt
atgtacagtt
t at accagga

ctcacagaaa

ggtectggta
gaggggaggc
gaact gtgca
tcaaattatg
atttaattitg
ttacttttect
aagt agcctt
agt t gat aga
ttagcaat aa
caaacact gt
fattataati
ttttagttet
aattgaattt
t gaci gect a
tttt1gaagg
ctctcagttt

t agal ggt aa

-

asaanatit
AL LARLL L

gt ggl agt t

<210> 5

<211 1307
<272~ DNA

t ccaaccaaa
tgttggelce
t gaamagcaa
adatgtcatc
cgggaggat ¢
tacatttcac
aaalctgtag
gt aggcaact
attttatttt
ctecattgttt
cttittatag
gctittacaa
grttttricet
caat gt ti at
ctcattiiac
attctacatt
cctattagtt
I cagt agat t
aagccat aac
gcacaaaaga

ttacatatcc

| ccecaggaag

<213> Homo sapiens

<400> 5

gt gact ggca
tacaaactgg
agaaaagat a
gaccctccca
acat tgcggt
aaccctctte
gaaact gaat
aacggtgttt
atccgt caaa
cctgaattat
caagagt aaa
tcaat act ca
tctgtaatga
tacaaaattt
(ttcattatt
cttaatattg
gact aaaaga
gatctgtatt
tatttaattt
acaaaaaat a

ttatatttac

—

atfan
di L aa

at a
L a

caiiicctat

f—
(¢

gcacaggt gg

45
t catlacaca
cttacagcaa
aggitticca
tctatgcacg
cagagct get
cctatticce
gotttttttt
ttaagggggat
tctcttaagt
t cgcat 1 ggt
aaagt ¢l caa
cctaatictg
ctctacgtta
t aaagaagaa
i ci aat aaga
tatattacct
agt gt cat gt
t aatatt cgt
ccaaataatt
tatatgtctc
tttaaaaaat

t ~rat a
1§ L

[(a]

Jadatl aatd

agt 1

aggagct aaa
t gat ggagaa
gggaaatttt
acacat aaga
gggctgcaca
taaaagtatc
ttittttcat
ctaagcctgce
aacaacacat
agaaat at at
agi cat caaa
at aaaaggaa
tcetgtttee
t at gt aacat
gaitatgiga
gaat aattca
ttactcat at
taaitaaatc
gcttcataaa

tttazattta

gatttigglic
cactggactg
gacaat gaca
atccttcetl
gaggaggaat
t ccat ggaat
Qgaaaaagtgc
cttttcaalg
t aagt gt gaa
tagggaaaga
t aagagcaag
lactgcaalg
ctgtgectac
gcagt act ga
atttttttet
at gt agaaca
tgcagittta
gaatcccata
aatcticatt

gtttalttta

=

£
—

~a ~ At
wd v wds

[(e]

aact

juy
—
-
«“«
o
o
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cctgagtcce
gcaggttatt
tcctettcte
ciggaccatt
gl aaacagt t
gagt gagect
aaat ¢t gcaa

tagacaggcc
t caaccaggt
tct gt gt gag
actgct ctgg
tactacagca
tttggaaaaa
ggat gggaat
aaagaciglg
aaggaaaaac
gat gct caag
gctat atcce

gtcaatcctg
aaaaaaaaaa

<210> 6
<211> 7137

<212>DNA

gggaggaaag
agaagagl cc
cactcttctg
agat acaaca
ttgtcacigg
ggt gagagat
t gaagcet gac

t aggt acgag
acat t at cat
t ggggecat t
agct aaaggt
gctttcaaca
aaaat gt ctt
at ¢t aacagg
llacallcag
atgccaacct
t act cagagt

t aat aagt ct

icai at aata

agaaaaaaaa

<213> Homo sap_iens

<400> 6

tgctegeeca
cat gaaagg!
cttgetggee
cctgaaggaa
ccctgeaaat
ggct gt ggat
ctctgtgace

act ggagt gt
aat ggccaag
ggat gcacac
ggasagaagt
agct acaaaa
gt gcaagcaa
gt gaccaat g
ccltigcecgaca
actttccaac
tacaaaccca

aaaatgatta

aaaaaattag

aaaaaagaaa

46

ttcctgacct

ggct ccacgg
tggcacagtt
ggcctggaga
gccect cagea
gcl gt aaaat

cacacaaagg

gt gcat acct
tgittcagee
ctctgttcat
ctgatcagtc
caatgccagce
caaaat ggac
aaaacagcaa
gcaat at att
t ¢l ccaaagce

ctitttgtgg
ctattcaatt

t i
L i

g
igagi aaaaa

daaaaaaaaa

gtgacacgct
tcccagegac
ctget gcagg
agt gt cagat
gaagccccegt
ctgt gccaag
getgtattgt

tgtaget gt t
caaccccttg
accaaagcet g
aaact gt agc
it at agaaat
tceet getce
ct gt gaaat g
aaagacaal a
t gaaaaat t t
aatatgcttg

tgattgccca

ctiaotaiata tc
=t -

ddddagdaaaa

aaaaaaa

cactgcgaag
at gcaggggc
gt acagggca

gcacct cage
tgceetcectyg
caaccagggg

gact act cag

999t gcgagt
t1cagcet gee
gctggcagte
ciggaaccat
ciccecactta
agaacatgtg
agaaaagaga
aagaltccca
glctttictg
gat aagagat
aat gaggaat

daaddaaaaa
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cggccagglg
at gaccacit
gaaacttcag
gtcctccetgg
accaccgcece
gagaaggagg
caggacaagg
cagagcct gc
gacagcgagg
t ctacacgcet
atcattgcceca
gcegget gge
t at ggagacsa
acct at gat g

yeraiodalyy

tgtgggactg
tact ct gggt
accatgacaa
ggacctccct
cttctaccge
t agt gct get
tctcactgece
gctccaatga
ccaccct gga
acaccct cga
cgcctgagea
tggctgaccea
aggat gagtt
tgtactgott

racctt ~es
Ldiill v

aagttctigg
tttcgt gact
clcget gagt
caccai cccc
cccact ggec
ogt ggceact
caact acceg
ctctggggtc
agt cgt got g
cittgacagg
gcl gecaggec
gact gt caga
tcetoatoto
cgccgaggag

47

agaagggagt
ctgagggtca
gtcagcat cc
tgctatttca
ccaagaatca
gaagggcgcg
gecat cccea
t accgct geg
aaaggcat c¢g
gcgeageggg
gcct acgaag
taccccaicc
aggacgtatg
atggagogt g

o mmd rmemmm b cmon i d e

caggct ggea

ccaacicite
t cact gcage
cccaaccgt ¢
tcgaccccat
agt ggageceg
t gcgogt caa
gt gacgccac
aggtgatgca
tgttccatta
cctgectgea
acggcltcca
acact ccecceg
gcatccgaga
agotcitita

aaggt gaact
tgtcactgta
ccegetgagg
gcaccctgtg
tgtgtccaag
cagt gect at
ct t ggaagt ¢
t ggcat cgag
cagagccat ¢
gaacagt gce
ccagl gt gac
ggaaggci gc
caccaacgag
t gcaacal ci

cagcgcecgge
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tggct ggeecg
aacctcctgg
t cat ccegcet
ttetttggag
gagct gccac
gt aaagcceca
gceccctgaaa
aggeectggg
ctegtcegtge
cactaccgcee
cctggeacgg
t at gagcagt
ccacggacce

cgcccatcaa

+
i

—

citegeea
cacaai gcca
tgctaigecg
gcetgeggtg
ct cccagace
t ct ccaggag
gt gacccaag
ccetcagggg
t gggaaccag

gagccattce
t atacacct t
ggggceccctg
t t cagl gggce
agtggictta
gat gaagaga
gagat cctag
gt tct agaga

ct agagacca

accgcagegt
gcgt gaggace
acgacgccatl
t99ggggt ga
Lgecct cgaaa
tcttcgaggt
t aggggcecac
gcttteecac
aggtgaccge
cgggacccac
gggcggt cat
gt gacgeccgg
catgegtggg
cagagacct a

clrgccaccac
gctggetgge
gggacaagcce
cact gt cceg
aagaagaggg
tggttcctgg
agact actge

cctataccce

w
13
(=]
]
o]
Llw]
ot}
Jus ]
ot}
>

Ccctccaagga
caccceccga
at gtcagtgg
aget gt cagg
ct tccacag!
gaattgagtg
agggct ctge
cctetgeete

ct geeccet gg

gcgctaccce
cgtetacgtyg
ct gct acaca
ggaggacat ¢
cat cactgag
cil cceccceagt
tgccttcget
acctggectg
t gt ccctggg
ccgcetacteg
tgcct cgecg
ctggctgegg
t gacaaggac

cgatgtctac

gggccagci ¢
cgacggcage
aggcegt gaga
gcaccat gcc
t ggcacaccce
t gt ggot get
cat cct agag

agtgggcaca

gccat cccce
gcccagetgg
tgacttcaca
ggacagggca
gggct cagge

gcecageact
ctetggagtt
t ggagt agga
agtagaggac

48

at ct ccaagg
cat gecaace
ggt gaagact
acegteccaga
ggt gaagccc
cecetggaac
gaggtt gaga
ggcect gececa
cagccgceatt
ctgacctttg
gagcagcet ce
gaccagaccyg
agcagccecag
tgctttgtag
ttccaggaag
tacgeccgect
ct ccgetace
acggt ctacc
ttctgettece
acat cacccl
gtcceegtag
ttcaccaccg

tceecgetae

1 cagaggaac
acigagcetge
ggcagt ggag
agi ggactge
ctgactgtgg
cclacggttg
ggggat ctca
gacctcagtg

at cagcggge

cceggeccaa
agacgggcta
ttgtggacat
cagtgacctg
gaggcagegt
ccgaggagee
at gagactgg
cggceat t cac
tgccaggggag
aggaggcaca
aggcecgceceta
tcagat accc

gggt caggac
acagacttga
ggagecgegg
ccatcgt cac
tctaccctaa
gaggcatttc
ciggtgtgga
aagaggagac

agccagaaaa

cat cagectc
ccagcetctgg
atgtitcagg
cct ¢t ggaga
aaagt ggact
gt gaact gee
gtggacttce
ggcttectte

ttcettetgg

ctgeggl gge
ceceegacece
cccagaaaac
gectgacatg
gatccttacc
cttcacgttt
agaggccacc
cagt gaggac
ggtcgtctte
gcaggcctge
€gaagcaggc
cat t gt gagc
ctatggcegtg
99999aggt g

ctgtgaatct
cct ggacaag
cccaaggcect
ccagacggge
agcggat tcct
ggagtggatc
aactgctgta

ccagacagaa

tcctacttga

ccccicagag
dgaagaqccg
ggaggaat ct
acacct t gac
cctggact cc
accct caggg
ct ctggaget
ttctggagaa
t ggagaagt t
agaagticta
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gagaccactg
accact geee
actgeeeetg
gccccl ggag
cctggagt ag
ggagt agagg
gt agaggaca
gaggacal ca
gacat cageg
at cagecggge
agegggctte
gggcttcctt
cticcttetg
cctict ggag
t ct ggagaag
ggagaagttc
gaagitctag
gttet
gt icl agaga
gt agagact t
gagacctctg
gagatttctg
gagacctctg

ctagagact t

gtggaccttg
ttcccaactg
agtgaactgg
ccclccagig
agt ggccaag
agt ggacagce
agcgggcet gt

act agt caac

ccect ggagt
ct ggagt aga
gagl agagga
t agaggacat
aggacat cag
acal cagegg
1 cagcgggct
gcgygget tcc
ggctteettce
ttecttctgg
cttctggaga
¢t ggagaagt
gagaagt t ct
aagtictaga
ttct agagac
t agagact ac
agact actge

4ttt an,
L QL S = 1

L]
-
Lo ]

ftictgicic i

ctgcctctagg
cttctggagt
cctctggatt
ctict gaagt
cagcttctgg

raactt ot
=g =

L
[}
w2

+
i

L]
9]

ccagaas
gaagt ggccc
tttccct agt
aagggagggg
agcl ggacal
catctgggtc
catcaggott
cctct ggaca

cctit ggcat

agaggacatc
ggacat cage
cat cagcggg
cagcggget
cgggcttcct
gcttccttet
tecettctgga
Lt ¢l ggagaa
t ggagaagtt
agaagttcta
agttctagag
t ¢t agagact
agagact gct
gacigct gecce
tactgccect

tgcccct gga
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agceggacttc
gggctteoctt
cticettetg
ccltctggag
t c1 ggagaag
ggagaagttc
gaagttct ag
gt i cl agaga
ct agagaccg
gagaccgcet g
actgctgece
getgecceetg
gcecct ggag
cctggagt ag
ggagt agagg
gt agat gaga

ccet ggagt 2 gagg
T T -4

aat agaggat
agaggacctc
tggggacctc
agggact gac
agct gaggac

ggatt ct aca
aaccattggce
tagt gggaga
tcctgatgte
tcct gacact
accaggtgtt

aactgatctg

gt cagt gaac
agcaggct cc
agtggagttc
ctcagi gggce
ct cagt gagt

ctgcct gact
ttggt ggaag
atcagtggtg
gct agt ggac
agt ggggaaa
agt ggggaaa
agtggagaag
agt ggagaaa

» tacet
E=J

cttctggaga
¢t ggagaagt
gagaagt t ct
dagt tctaga
1t ct agagac
tagagaccge
agaccgctge
ceget geece
ctgcceectgg
cccct ggagt
ctggagt aga
gagl agagga
t agaggacat
aggacat cag
agal cagegg
tcagt gggct

ggcitceciic
ttccttcaqg
cttctggaga
cttctggagg
ttcettctgg

tgcettctgg

—

ct

W
7]

L
L

—
—

a3
«
(e}
a

1 ggt
ttagt ggact
tggt cacage
caggagaaat
tccctt cagg
tacct ggact
cat ct ggagt

cat ct ggagt

cat ¢l ggggt

agttctagag
t ¢t agagace
agagaccact
gaccgct gcc
cgct geecct
tgccecct gga
ccciggagt a
t ggagt agag
agt agaggac
agaggacatc
ggacat cage
cal cagcggy
cagcgggcet t
cgggctt cct
gcttccttct

tcettctgga

t ggagaggt t
agaaqggt cta
agaagitcta
agaaggtcta
aagggagggol

aaaagaagac

ik

art ot ang
ati Ll aygy

iV

«

—

~
"

—

+
L

a

+
L

«)

gg

«

tccatctgga
ct ccact gca
at ct ggactg
aactgaactc
ctitggtgtc
gact gagcet t
tetttatgge

cceclgalctc
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agtgggceage
gtttctggta
ttogttgaag
agt ggecet cc
ggacagtitt
ggcctaccaa
agcctgeeet
cttgtagaca
gaagggect 1
ggggageat t
ggagagccac
ggagaat cct
ttaatcactt

caaaggccce

gecccigagg
tt ccacgaag
t tt caagaag
gal gl gggga
act gaaat ca
agcat cccag
H

~r
-

t nant
LYdyt v

£

—

gctgcagacce
cacttccegg
cacctgagca
taccagtgga
caccceat ge
gaggactgtg
taccacctce
aagcggagcel
ccaggacgca

gacggtgt cc

CCCCddldg «

cticagggtt
ccacgaqt gg
tggcccct ac
cttccggaga
ct ggaacagt
gt ggcat age
cgggagcat a
gaactttggt
ctggeatttt
ctggatttct
caggtactcce
ct gtagccat
ctgagttcgt
ctgtgacaca

ttagt ggagce

Llayidyaya c

ctaaccttga
gcgaggegt ¢
cagaggcacce
gcggagacct

agtctpagt g

accgcgagac
gcat cgt cac
tcggeet gaa
aztttgagaa
t ggt gat gat
ccttcacgtg
cacggcaccee
cccaggacge

tcttettgte

accagggtic
cagcggat gaa
tacattt aaa
ggcagatcig
cgat t ccagt
t gaggt cagt
ttat ggcagt
ggaatctgia
agaact cagt
ggacct aagt
atatttt agt
gagcaccagt
ggagggt gt t
cacaccccag

taccccaglg

cgctgecccea
aggcetigeet
gt ctggt cac

gacccagcag

W

~
b

/]
«
£

;ccagcet t ct
tgaggagggc
¢t gggt poat
ccccgaggag
cgacaggacce
ct ggegeece
ct ggcacgag
t aaaaaggqc
tcggaggage
tgagcccagg
getttttgic
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agtggggcaa
tctictggga
gaagaagaag
t caggcaaat
gggt tt acat
ggagaat cct
ggaact ccat
acccaggetl ¢
gatgetcat t
gggct gcagt
ggggatttig
ggagaggcet
actgaaccaa
ctttttgagt

ctccct gaat

t

mn

tcct

l{®]

aa

[{w]

wr

]

tccectgatce
ggcct aggag
gaagt gagt g
t cagccactc
acctcgcagce

acccagcgcec

tggaacaagt
gctgagegec
caggagtitg
at cgaagaag
aaccagecetg
aagggcgagt
acagccacca

cgceeccagea

cat caggagt
ttacattigt
gcttagagtc

ct gggat ggt
cccagacl ce

ccagagcel ga
ctagtttcce
caacagccca
ctggagcace
ccggget gat
ccagcaccac
caggacttcc
ctatttctca
ccagt ggaaa

ctggagt aga

tgagcggceag
gagaat ccac
ccacggcetic
t gggegt t gt

ctgcagagac

daccagggcca
ggtgtcogga
1 caacaacaa
acttcegetg
acaactttitt
ggaat gat gt
cctacaaacg

cagcccactg

agcct geccag getgacgtge

at at aaggaa

tcccattaaa

ccectgacclg
ggacaccagt
tgtggaact ¢
ggat gt cagt
ggaat t cagt
gattgggagc
cacggt ct ct
agaggcagga
agacat gt ct
agagccceagce
caat gt aagt
agaagt t act
ggaact aggc
agt ct ccaca

agtat catca

]
L]

taec
1g9¢

«©
[ ]

ac
b- A

[Co]

b
)
)

w

;acct ot goe
cactttgaca
caccaccagt
t ggagacagg
cat cagcacc

gcat ct agaa

ctgttaccgce
gcagcagtca
tgcecaagac
gt cagat gga
t gceget gga
t ccct geaat
cagact acag
agaagagctt
at cccacceca

aaaaaaa
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<210=7

<211 2471
<212>DNA

<213> Homo sapiens

<400>7

51
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agaaagcgag
cttctgctca
gacct gggcec
cgggagct gc
t gt gacgegt
ct ccact gcg
gcgceget gecg
aacgagtgca
ttcecgetgeg
getttegeea
cat aactgcg
t gccageceg
t gcccegacg
ggct cgegat
gacact gacc
aaggacaact
ggagacgcect
ccget ggt ge
gacaact gcc
gatgcgtgeg
agggt accca
aactgtccce
gctt gt gaca
cccacggt gc
gacgacgacg
aaccceggec
gatgcagaca
accgacttca
cccaact ggg
ggectggetg
aacacggtca

ttctacgtgg

cagccaccca
ccctggetge
cgcagat gct
t gcggcagcea
gcgggat gca
cgcccggett
gcccct geece
acgceccaccce
aggcttgecce
aggccaacaa
tccccaactc
gcttcgtgag
gctcgeccag
cgtgcgtgtg
tagacggct t
gcgt gact gt
gcgatccgga
ggaacccaga
ggt cccagaa
acgacgacat
act cagacca
agaagagcaa
gcgat caaga
ctaacagt gc
acgacaat ga
aggaggacgce
aggt ggt aga
gggccttcca
t ggt gct caa
t gggttacac
cggat gacga
t cat gt ggaa

gct ccecgec
cct cggegeg
t cgggaact g
ggt cagggag
gcagt cagt a
ctgcttceccce
cgecgggette
ctgcttccecee
gcecggggt ac
gcaggtttge
cgtgtgcatc
cgaccaggeg
cgagt gccac
tgcegtt gge
cccggacgag
gcccaactca
t gccgacggg
ccagcgceaac
gaacgacgac
cgacggcgac
gaaggacagt
cccggat cag
ccaggat gga
ccaggaggac
cggagt ccct
ggacagggac
caagat cgac
gacagtcgtg
ccagggaagg
tgecctt caat
ct at gcggge
gcagat ggag

52

accgecat gg
t ccggacagg
caggaaacca
at cacgttcec
cgcaccggec
ggcgt ggecet
acgggcaacg
cgagt ccgct
agcggceccca
acggacat ca
aacacccggg
t ccggcet gee
gagcat gcag
tgggccggea
aagct gcget
gggcaggagg
gacggggt cc
acggacgagg
caaaaggaca
cggat ccgea
gatggcgatg
gcggatgtgg
gacggacatc
t cagaccacg
gacagt cggg
ggcgtgageg
gtgtgtccgg
ctggaccecgg
gagat cgt gc
ggcgt ggact
ttcatctttg

caaacgtatt

tccccgacac
gccagagecce
acgcggcegct
t gaaaaacac
t acccagegt
gcat ccagac
gctcgcactg
gt at caacac
cccaccaggg
acgagt gt ga
gctccttcca
agcggcgege
actgcgt cct
acgggat cct
gcccggageg
at gt ggaccg
ccaat gaaaa
acaagtgggg
cagaccagga
accaggccega
gt at agggga
accacgact t
aggact ct ¢g
atggccaggg
acaact gceg
acgt gtgecca
agaacgct ga
agggt gacgce
agacaat gaa
t cgagggcac
gctaccagga

ggcaggcgasa

cgect gegt t
gt tgggctea
gcaggacgtg
ggt gat ggag
gcggecccet g
ggagagcggce
caccgacgtc
cagcccgggag
cgtggggctg
gaccgggcaa
gt gcggeccg
acagcgcettc
agagcgcegat
ctgtggtcge
ccagt gecegt
cgat ggcat ¢
ggacaact gc
cgat gcgt gc
¢ggceceggggce
caact gccct
tgect gt gac
t gt gggagat
ggacaact gt
t gatgccel gc
cct ggt geet
ggacgact tt
agt cacgetc
gcagat t gac
cagcgaccca
gttccatgtg
cagct ccagce

ccecttecegt
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120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820



gct gtggeeg
cagcet gegoa
aaggacccge
cggccccaag
agcaacgt gg
caggagaaca
t at gagaccc
ccaccet cac

0ggggaagt g

ddddaadaaa

<210= 8
<211> 5087
<212> DNA

agecet ggeat
acgctctgtg
gaaacgt ggg
t gggct acat
tctt ggacac
t cat ct gggce
at caget geg
cgcggct gga
agaagggct ¢

a

<213> Homo sapiens

<400> 8

ccaact caag
gcat acagga
t t ggaaggac
caggot gcga
aaccat gcgg
caacct gegt
gcaagcct ag

1 gggggct ct
agagaggaca

53
gct gt gaagt
pacacagagt
aagaagt cct
ttctatgagg
ggt ggcegee
taccgctgea
ggaccagggt
gcacccagec

aaat aaagt g

cttccacagg
cccagot gcg
atcgttggtt
gccct gagct
tgggggtctt
at gacaccat
gaggacccge
ccaaggaat g
tgl gt gcagg

cceeggagaa
getgetgtgg
cctgcagcac
ggtggccgac
ctgettctce
cccagaggac
cggat gacag
gcegtcetga

gaaaaaaaaa
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1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2471



aacgggegece
ccccctectg
tgctcctgee
catgattcgc
ccttecggtgt
gt at aat gat
gactgtccte
cccettcegga
aggaccaaag
acctcctggg
aggt gaaaaa
t cctggecece
tgcccagalg
aggaccaatg
t caaggattt

t cceegt gat
1 ggaaaaget
cccaggect t
agaggcgggt
gggcccaat g

t gcgggt gecc

gcggcgggga
ct ccaagggc
gtticgetge
ctcggggctc
cagggccagg
aaggat gt gt
tgcgacgaca
gagt gct gce
ggacagaaag
cctcagggac
ggtgcccctg
cctggtecte
gctggaggal
ggecccat gg
caaggcaatc

ccteetggte

gt
cciggtgica
gclectggtg
ggicctegtg
cgaggcaacg

gaagacgcag
ctcctgeatg
gct cegeceg
cccagacget
at gt ccagga
ggaagccgga
taatctgtga
ccatctgece
gagaacct gg
ctgcagggga
gacct cgtgg
ccggecccece
tt gat gaaaa
gacct cgagg
ct ggt gaacc

cccct ggaaa

t gaagggt ga
gcctgeetgg
at ggt cagcc

54
agegcelgetg
agagegegat
ggecceggete
ggtgcigetg
ggctggecage
gcccet gecgg
agacgl gaaa
aactgacctc
agacal caag
acaaggaccce
cagagat gga
tggtcccceet
ggciggtgge
acct ccaggce
tggt gaacct

geet ggt gat

-
4]
]

i
L

0

nnnt
o

L

Fa.

1Cca

+

o

aggt i
gaglggttce

t gaaagagga

wr

aggcccegea

ggct geeggg
agagacccgg
agccaggccce
acgctget cg
t gt gt gcagg
atctgtgtct
gactgcctca
gceact geea
gatattgtag
agaggggat ¢
gaacct ggga
ggtcttgotg
gceceagttgg
cct gcaggt g
ggtgtctctg
gat ggt gaag

[

nt nntt
grggtt

ie]
2]

Cr

gc
C Cg991 gaga
cggact ggcc
gggcct cegg

w

tctecegett
accegegeeg
cgeggt gage
tcgeeget gt
atgggcagag
gt gacaci gg
gccct gagat
gt gggcaacc
gacccaaagg
gt ggt gacaa
cccct ggaaa
gaaactttge
gagl aal gca
ctcctgggcee

gt cccal ggg
ct ggaaaacc

tggacg gig

acggatctce

ctgct ggegce
gtcctgltcgg
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t cct get ggt
t gat gceegt
ccet gggect
at ct gct ggt
t ggceccet caa
tgetggettc
agccccl gga
t gggeccatc
agatggictg
gccecaaggga
gggt ctcact
ccct ggt gaa
t gt cat gggt
gggact geccet
t gcaggaccc
gccat ct gag
aggt gaccag
acgaggtttc

ocote
cclc

Iz
o
[z}
[Cm]
(]
9]

cgct gggccec
aaaggat ggt
t ggcgagaag
t ccgggt gaa
t gct gat gge
t ggt gceect
gact ggt cct
agct get gge
t ggt ccttct
agct ggt gaa
agat gacggt
aggcat cgtc
gtcgggt gag
cceegl ggat

ggt cct gget
ggt cct gaag
gctggtgeet
gctectggea
ggtgcaact g
aaaggl gaac
ceccgetggata
ggtcccectg
gcaggt ceca
gccaacqggtg
ggcecgecect g
gatggtcgtc
ttcect ggee
ggtgctcctyg
cctggecctg
ttccagggac
ggtgttcecg
ccaggt gaac

t

m

cte

Ly
(]

ac
e

[1+]

¥
-
]

gcccicca

(/=]
[i=]

aaaggcgaca
ggacgaggcec
ggagaagttg
cgt ggagaga
cagcct gggg
ggt cct cagg
aaaggagcce
cgegttggac
ggaaaagat g
cccggectce
ccctctogtg
ggictgecetg
cccggeaage

cctcetggee

tccet ggt ge
gt gctcaagg
ceggt aacec
ttgctgglge
gtcctet ggg
aaggccccaa
aagaaggcaa
gagaaagagg
agggageecc
accct ggeeg
gt gatgctgg
ct ggacct ce
ccaaaggtgc
gt ct gaggog
ct ggacct gc
ttcectggece
gt gaagetgg
gt ggetetec

55
t cct ggagec
t cct cgeggt
t ggaacagat
tcctggetic
cccgaaaggt
gggagaacct
gagaggt gcc
tgctecegge
t ggagagcga
tcctggagaa
tcct caaggce
aggt cctcag
caacggt gag
tettcctgge
tggt gaacga
tcctggtcecce
agcccect gge
cgatgcccag

caaanotaca
Laazngygli yia

aagggt gaag
gaacctggta
ggaattcctg
cctgggeeac
cagacgggt g
ggccctigetg
cgt ggagagc
aaccgcggtt
gggeccagt g
cct ggecttce
aaaglt ggec
ggggcet cgt g
cctggcaaag
aaagai ggt g
ggcgagcagg
ccaggt gaag
ctcgtgggtc
ggceet ccagg

tetaaceccan
tLigyhleay

ccggecceac
ctectggglc
gagccaaagg
ggggecctcece
aacct ggt at
gccecccaggg
¢t ggtggeat
1ccecaggtca
gtcttgetgg
ci ggageecg
cttctggage
ggcageet gg
ci ggt gagaa
agacaggt gc
gl gctcctgg
gl ggasaacc

ccaggggt ga
gl cceegt gg

PR N A e L L L LT 1. . A t

ggggt gacgt
t gacaggt cc
gacctcctgg
ct gggccccce
ccaagggt ga
gcceelctgg
gaggt gccea
cccecagget ¢
gt cccaaagg
aaggt cctgc
ccgaaggt cc
ggcaacgt gg

agggt gct cc
t gacgggt cc

aatgecctgge
tggi gagaaa
cat tggcccc
tcctgcagga
cggaccageg
gcaaggagag
agcacct ggg
aggeccceeceg
caatggcaac
t gct cgagga
t ggaccccct
accaggtccc
t gagagagga
t ggagcat ct
t gcaggt gaa

gagaggggag
ggcccot gagg
cct ggeccag
agtgctogtg
ggatttgctg
gccggecaga
cct cagggt ¢
ggagecactg
cctggaccece
gacagecggec
ggcgagaagg
cagggat ct gg
t1ccct gget
ggegacagag
cct ggacgag

cagctggta
gagcccct gg
clggigctaa
¢l cgtggcge
ggcetcectgg
aaggcgat gc
¢l act ggagt
gattccetgg
c1ggt ccecc
cceet ggeeg
gagagcct gg
ct ggt cagag
t gcect ggecece
glcetectgg

agggaagcecc

NO/EP 2132562



cgot gci gat
gact ggt gct
1 ccaact ggc
aggaccagct
ggctggagag
t ct gcecegge
tggecct aga
cecctggecce
tcctcctgga
gtccgecttt
ggccgaccag
gtccctcaac
tcgeacct ge
tgaccccaac
cgagacttge
gagcaaggag
ct at ggagat
gct gt ccacg
ggacgaagca
gat ccgggca
acat accggt
ccceatcatt
cat agggccg
acccaaagga
gacct gacct
ttctaagaga
tgtcttectg
atgecccectg
caggaact gt
t aaaacat ca
<210>9

<211> 3704
<212> DNA

ggceccccetyg
gt gggagetc
aagcaaggag
ggagcceggg
cct ggcgaga
cctecctggte
ggtcctectyg
attgggcctc
aat cct ggac
gctggettag
gcagceggtg
aaccagattg
agagacctga
caaggct gca
gtctacceca
aagaaacaca
gacaatctgg
gaaggct cce
gct ggcaace
gagggcaata
aagt ggggca
gacat tgcac
gtctgettet
cccaagt act
gatgtccatt
cct gaact gg
t aagaccttc
agt gact gcc
gigtgtccta
attgatatta

<213> Homo sapiens

<400> 9

gcagagat gg
ct ggagcccce
acagaggaga
gaat ccaggg
gaggcct gaa
cttctggaga
gceecegt cgg
ctggtceccg
cceetggtce
gcccgagaga
gcct gagaca
agagcat ccg
aact ct gceca
ccttggacgce
at ccagcaaa
tetgotttgg
ct cccaacac
agaacat cac
t caagaaggc
gcaggt tcac
agactgttat
ccat ggacat
t gt aaaaacc
ttccaatctc
catcccacce
gcagact gca
gggt caaggc
cccagcccag
cacaatggig

aaaat gaaaa

56
cget gei gga
t gggccccect
agct ggt gca
t cct caagge
gggacaccgt
ccaaggt get
tceetetgge
t ggacgat ca
1 ccaggl ccc
gaagggcccc
gcat gacgcc
cagccccgag
ccct gagt gg
cat gaaggt t
cgttcccaag
agaaaccatc
t gccaacgtc
ctaccactgc
cctgctceatce
gt acact gcc
cgagt accgg
aggagggcecc
t gaacccaga
agtcactcta
tctcacagtt
aaat aaaatc
agaggcagga
gccagaagac
ctattctgtg
gattattgga

gt caagggt g
ggctcccctg

caaggcccca
cccagaggtg
ggcitcactg
tctggtcctg
aaagat ggt g
ggcgaaaccg
cctggeectg
gacccect ge
gaggtggatg
ggct cececgea
aagagt ggag
ttct gcaaca
aagaact ggt
aat ggt ggct
cagat gacct
aagaacagca
cagggct cca
ct gaaggat g
t cacagaaga
gagcaggaat
aacaacacaa
ggact ctgca
cggactttte
tcggt gttt
aact aactgg
ctcccttcag
t caaacacct

aagt aca

atcgtggtga
gcceceget gg
t gggaccctc
acaaaggaga
gtctgcaggg
ctggtecttc
ct aat ggaat
geeetgetgg
gcat cgacat
agt acat gcg
ccacact caa
agaaccct gc
act act ggat
t ggagact gg
ggagcagcaa
tccatttcag
tcctacgecet
ttgectatct
atgacgtgga
gct gcacgaa
cct cacgect
tcggt gt gga
tcecgttgcaa
ct gaat ggct
tcecetetet
atttatttat
t gt gagt caa
gtgccgggcg
ctgtattttt
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ccctcaccgg gggcaggagg gaccaaggcet gggcccagaa cacat agtcc tagggt aaca 60



gt gaagggat
gcaaacaaag
ttgtgtgcag
ctgtcaattc
atgactlacc
gagctal cca
atgt agactt
ccttettigac
agaltcagga
ctgttgtatt
igtcctectt
ctactctttt
tlgacallga
catttgaact
gccat gaget
gtgagcaggg

acgglgaccg

ccaatgcecig
aaggggct aa
accagggaga
gcatcaccgg
ctgggcecica
aagcaggt cc
ggcccaaagg
ctggaacaaa
taccaggt gt
gtgctccagg
caggagaggl
cagt gggatc
gcttgeceligg

cgt gagggoa
aaaat caact
tttcelggaa
caattct aat
agggt 1t gat
gagagiagtg
caggaltcca
gacgiitcga
ttcclct gog
ttcatacaag
gtttgattcc
tgttgactge
tggetttget
tcaat ggatg
gcecagecaga
tcetececggg
aggt cct aag

t ccaggcaag

t ccaccaggt
aggagaaat t
act cggagaa
catagttgog
gggt ctt cct
caaaggagat
agacacgggl
gggt gaacca
acctggaat
gaagecet got
gggaccccga
cccaggcect a

gcececet gga

cagl gact cc
gggaaaat ga
ccelgggeat
ggtggaaatg
ctgatctctc
ggal cagct a
act aggaat t
atgact ggaa
aaggagcaag
ggact ggatg
cagiggcata
aacaggattg
glgct gggaa
ctgat ccat t
ataacgcceca
cct ccgggec
ggcecccococgg

cctggeacac

cgct caggat
g9t gaaccag
gttggagctc
gacaaaggag
ggt gcacct g
agagggoctg
ttgccaggig
ggaaaacct g
cctggt gcaa
cagatl gggaa
ggaccccagg
ccaggt aaac

cttcctggaa
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cltccaacce
agacctgctg
¢l gcagcet gt
aactctgtece
agtt ccaggt
catt gcaggt
tatatccecag
gcactctcaa
11 ggcat aaa
gaagtctcca
agal cat gat
aatctttacc
aacttgcaga
gt gaccccct
gccagaccac
cccct ggagt

gccceeeggg

cttcttcata
gaaaattcca
caagegt cge
aaagat cagg
agal azagca
gacttacaag
t ggact geccel
aaagaactgg
gatt aatgge
aacagcagcec
1 ggcgt ggag
tat aaagcca
t aat cct caa
gcggeccagg
cgacgagaga
tccaggeate

tcctgecaggt

pggectgttig
ottttettct
cecegaltee
attggeccaag
gcat ct agaa
ttgggaaal a
gaagaaft act
aacattigge
caazcacaat
ttttcgaatt
aggegt agt g
agaggcccaa
gtttetgtic
agagaaacit
ggt cceceag
gatggeai cg

gaaccgqggaa

=

ﬁﬁﬁﬁﬁ + orrrn rrr et rres e e e e s

gl gaccci gg
ftggciitca
at ccaggcect
gaagacaagg
aaggacct cc
aaaaaggt g¢
gt gat caagg
aaggt gct ag
t ggat ggccg
ggcctcetgg
agggtagttge
aticaggcaa
ggct tcetgg
tggattctct

tgaaaggt ga

gagaagagga
i gai ggagat
accaggcatg
acacaagggt
aggagcccag
1cggogctta
acagcgagga
aggaattcct
1gat gggat ¢
1gal gcagga
1ggt gaaaag
accgggccaa
cagt agagga
gggt agccet
caggggtgta

ccacct ggee
ccaiigigic
agggat cata
gaagaaggt g
ggtttgegag
gat ggt gaac
cct ccaggag
ggtctccctg
cct ggaat ge
1 tgcaggggl
ggt agcacag
caggggccté
gaattaggac
ggcctcectg

gt cggt gaac
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cgggot ccaaa
aact t ggaga
gcttgagagg
ct ggaccceg
ctccgggat ag
aacattttoc
ct goaaggcece
agat gggaat
gacct aaagg
gtitgcetgg
gccgagacgg
cgggacctcc

agcgageatt

acaat cacat
aagacagcag
atitatactec
1gggecactg
1ticatttag
1tat gaagaa
1ciciggagt

gtitcctitct

<210> 10
<211> 7291
<212> DNA

gggt gaacag
tataggatta
gcct gaggga
gggt gt gcag
agcaccgaca
t gagat gact
tggcect cot
tcgt ggect t
tgactt ggga
agct at aggt
t gagegaggce
tgggetteec

t aacaaaggg

agt cat cagt
ctgttcecag
tgccaat aaa
azgttpttet
accccactac
gal aagaaag

tcaccttgaa

<2138 Homo sapiens

<400= 10

ggtgectctyg
cctggeccaa
agt cgggggc
ggagaacagg
gat cagcaca
gccagtcetia
ggtcccecceg
ccgggeatta
gaaaaggggg
ctccecagatl g
cccecagyqy

ggtttciglg
cctgaccctt

T

acct gaat
= o7 o3

=t

(o]

L9
—
=3
£

+
L

0]

rn
o

o
ad

)

> ggtgcetatic ¢

t aaaaaaaaa
gatcttgagce
caaaaacaac
cagattattg
attcaatgga
ggct acat ct

ctttigitga
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ot gaagaagg
agggat ct gc
ttcctggagl
gt gecacegg
t t aagcaggot
agcegt ccaga
gccetcetgg
aggggcccce
agcgt ggecec
acccaggecc
t ggcaggaat
agccagectc

gaaaggctta

aaaagaaaac
tttagtgtgce
tgtttgotit
tttcagttat
attggtgett
cccgaaat ga
actgtatgla

aaataatiit

-~

it =1
Ll (=1

oo

manat
g=ygyr

titict

<

al

(9]
w

t gaagcagga
aggt aat cct
ggaaggacca
cetgecet ggt
ttgcat gaga
ct caggt gcc
agagaat ggt
tggtgetcit
t ccaggaaga
tgccaget at
tcctggagi g
ctgcaccalg

ctgetgealg

caaacaccic
tatacctatlg
acctcagtig
at agaggatt
gaaat ¢t cat
tttctttacg

ctttacccca

gaaagggogg
ggggaacctg
agaggaccac
gt ccagggcee
gt cat acaag
act gggcette
ttcccaggee
ggt1tgaggg
ggt cccaacg
ggcagaaatg
cct ggaccce
caggctagte
gct gt ct gca

cctigaataa
tgtcttatcg
cagtagttat
act agact ag
cgatgtgetg
tcatgtattg
aacctgttaa

cattcataaa
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acacagtact ctcagcttgt 1ggtggaage ccctcatetg cettceattet gaaggcaggg
cccggcagag gaaggat cag agggt cgegg ccggagggtc ccggeeggtg gggecaact ¢
agagggagag gaaagggcta gagacacgaa gaacgcaaac calcaaallt agaagaaaaa
gcectttgac titttcccee 1ctccctece caatggetgt gtagcasaca tccctggega

taccttggaa aggacgaagt 1ggtctgcag t cgc§al ttc gtgggttgag ttcacagtig
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t gagt gcaqg
tgggatitca
ggagclgctc
t caaaaacaa
agaglticaa
ttcccagaag
cttitalcta
cetgttittc
agaactigita
actgtgacaa
agagcaaltg
gttttigagg
L act gl gagc
gaaccli caga
gaagcagagt
at agcacaga
gaaagitacc

gaagaaal at

agcccccecta
agcat aaatg
gagcceiggta
cctccaggtc
ggacgicctg
ttacegttice
caggct caag
ggtctaactg
agtggt gate
aaacct ggaa
ggggcaaagg
aggggt gaac
gaagat ggag
ggt ccaaggg

gct cggagat
ccgt aacaac
cagtt gat gt
cgggattttg
agcaagcaca
acttttcaat
tatataatga
tgtttgaaga
acat cgcl ga
tgattgttga
{tgalaccaa
gggacattca
at tataglcc
t agat gagt a
at aaagaggc
cggaggcaaa
agacagaagc
ttactgaaga

~ant at at
et bl L RAL AL

at gaagaatt
gccat ggt ge
tgettgtega
t acaaggcce
gettaccagg

attat
gi1at

]

at
g

[C]
[Co]

ctattcttca
gaagaccagg
caggt cct ca
aaaggggt cg
gagat cgagg
gaggtect ca
aaat tggace

gaact ccagg

ggagccgt gg
cctegeattg
act aaaagca
cacaaacaga
act cagt gcc
actatttaca
gcat ggt at t
ccacact gga
cgggaagt gg
tt gt aagaag
t ggaat cacg
gcagtttitg
agact gt gac
t gcaccagag
tgaaagtgta
cat cgt t gat
t cct aggcat

at at ct aacg

1 ggt ccaggt
at at ggagag
aggaccacca
cact ggaccc
ggct gat ggt

taatoattce
M- L

gcaggct cgg
tcctgtggag
gggccect cga
t ccaggt gca
gtttgatgga
aggt cctcca
aagaggt ctt

agct ccaggg
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tcciclagot
acclicctet
ctagattttc
aagaattcta
ccaacaaaac
gl aaaaccaa
cagcaaattg
aaaccigeee
catcgggt ag
aaaaccacga
gitittggaa
al cacaggtg
tcticageac
gat at aat cg
acagagggac

gatiticaag
gitictggga

gt accagcag
aaaggacaga
ggaccagcag
cciggigacc

ctacctgatc

atigetctga
gggect ggtt
ggcgt ccagg
gat ggaggaa
citceggat
ggtcctcetg
ccaggt gaag
cagcctggta

ggaaaacgaa
t ccaagct ag
acaattctcc
aaggct caga
agttatttcc
aaaaaggaat
gt gt t gagot
cagaagact a
caat cagegt
aaccacttiga
caaggatttt
at cccaagge
ccaaggcl go
aat at gact a
ccact gt aac
aat acaact a
caaat gagcc
atgattccca

nnat
AL

-

~t N
iy

(]
<]

1 gac

aaact gat

2

aat

Lo

1
aaggagaacc
gacct gcagg
ctggcgat ag
ct cct ggt ac

cecatctctac
...... gc

gaggcccace

cat ct ggggce
gt cccect gg
gaggaat gcc
t gccaggt ga
gt gat gat gg
ct ggcccacg

t ggcaggt gt

acggt ggetc
agaggt caga
agagggaat a
tactgcttac

aggt ggaact
tcagtctttec

tgggagatca
tccectette
ggagaagaaa
tagaagt gag
ggat gaagaa
agcat at gac
t caagct cag
tgagtatggg
t gaggagaca
tggaacaatg

aaatccagtt

t acagaaaca
agcagt ggt t
tattatgggt
gggcceccccea
tatgttgatg
t caggaaget
tggcccaatg
caaaggt gag
t ccaacggga
aggagaacct
caaaggt cac
aatgagggga
aggtttgetg

agat ggccec
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ccaggaccaa
aat ccaggac
ggaccacaag
cct gggaaag
cct att ggat
Qgat ¢t aaag
aaaggt gaca
cccaaaggic
ggaaaacttg
actggattcc
aaaccaggcec
ggt cccactg
ccaggt gaaa
cctcct ggac
ag

tttcaag

cct ggaget

ccagttgget
gggcegecegg
aaaggt cccc
ccagetggte
ggacaaaaag
caaggaccag
cagcagggga
ggt ccaat ag
gttggtccca
gctgatggac
ggt gaacctg
aaaggagaaa
gccaaggggc
ggagatcctg
aagggt gaag

ccaccaggte

aagggaacat
ct cagggt ct
gaaaaccagg
aaggccagic
aceccgggece
0t gaaaaggg
gaggagaagt
gagcaggcecc
gagttcecagg
ctgggtttcc
ctcggggtca
ggaaacctgg
gaggtcctcea
cacctgggaa

4ccaa

v Yaw

caa

yb

0

1

ux
[{w]

tcea
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t

-

+ +
L L

o
o
pt

fra)
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(o]
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]
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agat

Li=]
L=

gga:
agggigcace
caccaggaga
gacct caggg
aagggcct gc
ctgeeggete
gcagcaaggg
ttggtgeceee
tgtttgggea
gt ctteagag
t ggggcecace
cacaaggacc
gagaagcagg
gaggagagaa
caccaggtga
gtcctcctgg
at ggagat cc

¢t cctggaaa

gggat ccccaa
tcctggtcea
acttgctgga
tggagaaaag

‘ccggggagt a

t gaagat ggt
tggtcaaatt
ddaciggagac
attaccagga
aggt gccaat
gcgiggtcca
gccaaagggc

aggacctcag

ggatgggct g

tggactgaaa
acgi gggt ca
tcctcctggt
agggagagat
ccclggggaa
tgacaaggga
tggaatt gct
aaaaggt gat
tctgecagge
tggtcctcca
cccagggt ct
gaacccaggg
aggggaagct
tgatggcecect
ggaacctggce
tggtcaaccg

acgaggtcct cclggagctg_

62

ggggagectg
caaggiccaa
cttceciggtyg
ggggctctgg
aagggagceag
tttccaggat

ggeccaagag
ccaggtcctt

tatccaggaa
ggagagaaag
acgggtccte
acttcaggtg

ggtccagttg
ccaggacacce

ggaggggaag
gcaggt acag
ccaget ggag
ggagl t caag
gacggagaca
gaaaal ggcc
ggagg! gatg
gagggi gcca
ccacclgatg
ggeccaagag
gttggticag
ccliccl ggag
gglccacctg
aagggt aacc
cctgcaggtc
ggtcctectg

ggccet ccagg
t1ggteectee

ct gatgggce
gt cceeet gg
at ggt gt cag
t caaaggt ga
90gaagat gg
caggt caagc
gacaaggtcc
atgcacgang
gaggttcaag
gcgat ggecee
gattccctgg

ct gggcaacg
1 ggtt

Few o

gacc
-

aoontecto
g

geeot cot ag

t cccagggga
gi ccccaggg
ct ggeccaat
agaaaggt gc
gicctgttgg
agggt gaaat
ciccecgglce
gt gaaccagg
gaggctt coe
aaaaaggt ga
gecct caagg
t 100t oot gt
aagcaggt gt
gagctgct gg
cgggtcetgt
aagat ggt at
gcecat ¢t gg

caggt gcaga

t caacaaggg
t ggt gaaaaa
t cct ggt cat

t ccacaaggt

aggt ct caag
cat gggtct a
ccct gaagga
aggagaaaag
aaagggttcc
agt agct ggc
aggt gcaaga
t cct ggeect

accaaaaggc

t ggggagact

L W e b

aagaggicit
cccaccaggt
tggtttacca
t cct ggagaa
t ct cccaggg
t ggt gageeg
cccagglcett
t cct agagga
t ggacct cct
aaat ggggat
t ccecaat gga
1 ggapaaaag
aggcggt cce
accl ccaggt
tggtttteet
t 9ot gat gac
tgagget gge
gggaagacaa
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ggt gaaaaag
gtcggtceete
cct gt gggag
ggacct cctg
celggtttaa
ct cect ggaa
ggt ccecttag
aaaggctcta
tctccaggtc
agaagacata
ggaat ggaag
tttccaatgg
cctgacttcc
t1caaagttt
t ¢t gagggag
ittt aagaggg

Le}

raaal

(@]

acat

ot Mot Aoy
L i

o

(@]

cigggat caa
gatggttotg
att gat caag
ttcggatttg

aaat caacag

gt ggct aaga
tttgaatttc
t ggt gct cat
atttigtgta
gaattccate
tattat gaaa
at aaaat gcc
attct cagag

gccgacagt ¢

~on
ay

gtgct aaggg
agggaceige
aacaaggt ct
gcttaceigg
LLggccet gat
ct caaggatc
gtccacclgg
ct ggacccge
cacct ggtga
ct gaaggcat
aaat att1gg
gt act cagac
cagat ggiga
actgtaattt
t aagaattte

gaaaaci gct

2

L cot

(]

aaact

[ Tal 3+
1ggida

o]

~
L

jib]
w2

at gat gagga
cgt ccagaaa
laccialtgl
aagttggice

aaaat al acc

[ ggaaacagg
tttggtgcetg
tctcatccat
cagttclata
t gact ot aat
aaat aaagtt
tttgtatata
ggcaaaaatc

attrtgeiga

ggaagcagat
aggaaagect
ccet ggaget
t ct caaaggt
tggtcctcca
tccaggagea
t cct ccaggt
t ggccagaaa
agtcattcag
gcaagcagat
ttccct caat
caat ccagcc
atattggatt
cacaict ggt
at catggcca

ttcatactta

gat gi cct at
aggct at gaa
lgalgtcalg
totttgtttt
ttggtgeccac

gctgattett
t agaaaacaa
ccaggatgta
ctgttatctg
11t atgagaa
gtaatttctg
ttgatgttga
t ggaagact t

atttcagcca

>t ol acl caac
* = =3
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gcagaaggtc
got ccagaag
gcaggcecaag
gaccet gget
ggagaacaag
aaaggggatg
ttaccaggtc
g9t gacagtg
ccittaccaa
gcagat gata
t cocet gaaac
cgaactigta
gat ccl aacc
ggt gagactt
aaggagaaac

gat gi 1 gaag

L2]

e

et
Ml

3

o
a

2

13
L

<

ag
gacaal aatc
aagacigtca
al caal gact
cttgget aag

caacccattt

gattcccaat
aaaaagaaaa
ct aaaacagt
tgtccatttce
ttgcagaact
atgacictaa
agagt t caat
ttggaagcac

aaaat att at

ctcctggaaa
gtctt cgaag
at ggaccace
ccaagggt ga
gggaaaaagy
ggggaatt cc
¢t caaggccce
gtcttccagg
tcttgtccte
atattcttga
aagacattga
aagacctgca
aaggttgctc
gcatttatcc
caggaagttg

gaaat tccat

[ ]

aaalttcac

9]

4 Mo OorY
1 JaCdadaj

fab]

cttttaicaa
ttgaaat caa
ttggtgal ca
at t aagacaa
t gt gccacat
ccatttagga
{ cat aaagal
t ct caact ct
atatatattc
gtgtttaata
caaaactt gc
ct gat ggcaa
gtccetttct
tatttgat gt
actctgat ca

gcattttgat

aaccggcecca
cat ceet ggt
tgglectatg
aaagggacat
l gaccgaggy
t ggt cet get
aaagggt aac
gcet cct ggg
caaaaaaacg
ttact cggat
gcal at gaaa
act cagccat
aggagal lcc
agacaaaaaa
gtitagtgaa
caal atggtg

aacact gt at
tacaccaaaa
gaal cagaag
agaacat at ¢

gcaagtttitg

cciitteeta
at aaaaaat a
aaltgtaatt
acgt gt ccct
t aaat atatg
ttggttaata
cgccaacaaa
actcttctct

gcittattea
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aggct atacce
t ggaaaacaa
aaat caatgc
cteetigltt
ttatttatga
t aagttgcat
ttcctttcaa
tggtggactg
t ccact aagg
ctgaattttg
ttatataaag
ttatgacaaa
tttcttttat
aat aaat aaa

<210= 11

<211> 1538
<212> DNA

tcaaacttit
gcaagttt at
ctcecgt caag
tcagigtgct
atttgtgcaa
attat aacag
gataattita
ttattaagag
tatttacttt
tatctatttt
tgttaaatta
agaacatacc
tttigaaatc

ctcaagtctt

<213> Homo sapiens

<400= 11

tcttctcaga
atttttggac
caaacaatca
t caat aat gc
tgttagattt
t ct cgaaaat
taaatcattt
tatttgtitt
aaggt agctt
aagt aat ata
attgatacca
tgtaatattg
gagtttgtaa
ggcetacetgg

64
atccaggatt
agggaaat gt
t at gt at act
aggtt aat at
tcttatcaat
tattttactt
gacctaccta
aagtcattca
gaaal agcaa
tgtaagactt
gatticactg
aaat1 aaaaa
atgtcetttt

a

t cacaggat a
gt gt aagaaa
ttttttetac
t aaagat gga
caagttcttg
gcccaacaaa
at t get aaat
gpaaaat cta
tacaatttaa
gaaaat aaat
gaacagtttc
gtgaaatttg

aagaagggag

cttgtatata
gt atatt aac
gttatctcal
aattaagcaa
aatttgattc
tattactitt
gaat aacat a
aacttititt
aaattaaaaa
gttttattic
sact gat aat
tcat aaagaa

at at gaat cc
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ccgt geaccg
tcccagggt g
aact ccgaca
ccggegt acg
gcecgtggtce
tt ct ggaagg
aaatt acaag
ggaagt ggag
cattitgetg
gt gggcgecg
aaat at gaag
tict1gagtt
acct atccaa
accacaaaaa
gaaaccagac
cagcaggaag

atagaatgta

t acccat gac

ggaccat aaa
tttttcaatt
¢t aaaatgce
tcttcecttg
cCcaadddaaa
aaaaaaaaaa
<210 12

<211 1135
<212> DNA

tgigtgegeg
cccagggagt
aagitcccat
ctacgcet gac
tcatttcggg
ggagcgacag
at gggt caat
ct gaagaage
gaggagagaa
t gaccaaaca
aaaattcict
ctaaggigtt
aagaaal cca
gaccacacag
ccagtgitca
gggaaagcat
ggcggageta

cttatzaita
tggceegt at
acl agli gad
atatttttac
gttttccaga
at aacccott
cttgtatctt
aaaaaaaaaa

ddaaaaaaaa

<213> Homo sapiens

<400= 12

cggegl L gaa
ctccaagt gc
tgeceetggtyg
ggt gaagcecc
agctgtgcetg
tcacalltac
ggaaat agac
aattgcagtt
gtgctacatt
gagcat ¢t cc
tatctgggtg
agaactctge
gagggaaaga
t ggaccacgg
agaggact ca
gacattcgac

cacccact gc

t caaggctgc

gagacaacca
actcaacctg
act t1agt at
tattatttgt
ccaaagct at
aaaaafsaaaa

agaaaaaaaa

65
atgcecclgea
ctcacicctce

ggaccigatg
t ccageceeg

ctgctctitg
aatglccatt
gctgggaaca
aatgaittee
aaagcgcaag
tccaaact gg
gctgtagatc
ggtgaccttc
agagaagt gg
agceaacccag
caagccttca
cctagactgg

cagaagat ¢t

agcggitati
al gcaaat gt
tatttittal
t1tgaaataa
aaaaaanaaa

daasaaaa

cgt cggggea

ccgccgeaaa
acgtggaatt
cgegget get
gggccat cgg
acaccat gag
acttggagac
agaat ggcat
t gaaggct cg
aaggcaagal
agcct gt gaa
ctattttetg
t aagaaaaat
gcget ggaag
atcctgat aa
at cacgaagg

gt gaacccct

gcagagt cat

citgacacic
act gaaaggg
ttgcattgct
acat gaaaat

ddaadaadaaa

gcgggacaga
catgacagag
ctgcageccee
caaggtggga
ggccitctac
1 at caal ggg
ctttaaaatg
cacaggaatt
fattcectgag
catgccagic
ggacaacagc
gcttaaacca
fgttccaact
act gaat aat
tcctiatcat

aatcigttgt

9gggggct at

catgccat gt

xat gt get

>
w0
le]
w

~d
L

4 4
1gce i

o
(s ]
Jal]
[[®]

g
itaacagaatl
1agt1caagt
1tgccat aag
i{tacagttig

adaaaacaaa
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gggcagaggg
gagacgacgc
ctggagaagg
gacaagcaca
ttcttagagg
gat ggagacg
gcctgcceacg
cagagacggt
t1ccageegt
acctetticc
gigtaagetg
gat aaagcgt
{ gact acaga

cttatcecage

cgal t caagt

cgagggceact

<210> 13
<211> 2880

<212 DNA

66

aat aagaggc 1gcctctgec caccagtcect gecgeccagg

ctgcagcaag gagaccagga aggggt gaga

gttttccacc

caaggaagag

cct cat cgac aatattctgg

ccat ggt ggce

agct gaagaa atccgaactg
gcaggaggtt

¢t t ccaggaa

aaggagct ca tcaacaatga

aaat caaaga gt ggacaaag t cat ggaaac

gcgaal gt ga ttcatggect tigttgcecat

agttctttga acatgagtga gattagaaag cagccaaace

cat gcaagaa agcagacagc aagggcttgce agectagtag

gttgtagct a attaggaage ttgatttgct tigligattga

aaaggct gtt ttaacggect
gggactcttg

gceegecatg

gcatcattct ttctgctata

actggcecca ttaacagtaa cttaggagtc

gcaccgt gca gcegt gt aga ccet aacceg

aattaccccg gggcaccctt aaaacttcca ctacctttaa

attatttgaa aacactgetg ttctttaaat gcgticctea

tagececct geca gacticggece
L=~ B~ | =4 7

gaacgci cag gcicciggaa

cgcCi ggcagce
ggggct ccag
ctccaacgtg

cgcaat ccga gecagetctg cgli ggecet cc

cgeggacetgca ggatectige

accgggggct ctgagecace

cct ccageac

gcgagggect gegttcaata

<213> Homo sapiens _

<400=> 13

acccgeagea
gat gt ct gag
aagggaggoa
gcttteecat
act ggacaat
ggtt act act
tttcct gt aa
gagct gaget
aaaat t gaaa
1t aggect gt
aggt ct cagt
gagggaaccce
daaacaaagc
t ccatgcaga
tg
aaagcaactc
gl gacccatg
atgeggette

aaaag
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ctggcet geeg
cteccecacge
cecccgggecce
t aagaccggg
gct cgaggec
gcggcagega
ctecgagege
tgcccatcac
ttctgcetce
at gt ggacca
ttctgaagta
caccctacta
t cgacgggga
tggccacata
gcgat gaggt
gt gt ggacag
atgtgggcecec
ttctgacget

[(n}

cat cancnt
Ll Lagly

3]

tgggcet aa
gtgct ggi gt
gt gat ggcaa
aaat gagcac
cctcococt gt
tcttcaacaa
gagagcacgg
gccggggeac
t gl cccal gg
acaacaactg
aggt cgt get
gctacetgtg
gt gt ggagot
t gaact cagt

cactggagtg

gctgetgeca
ccggetetce
ccggetccag
cgcget cgag
agccegggac
gcgccecgett
tgaccecgge
tgaggggt cc
tgact at gac
t gat ggggac
t gaccgggcece
cgcgcet gegg
cggccgggag
caccgacaag
caacgt ggcce
aaagggct ct
tgatgeccte
cagagatgtg
gggecccatc

+ + 4
L L

—
L+

ctioctit
ggacgaccce
agtggacat ¢
ccat gggaag
ccgcacggt ¢
cattgcctac
agaccccctc
agggogi gl g
agagtccatg
gcrgegagt g
ctacaccaag
t gagat ggag
gacgt ggcca
gctggagat ¢
t ggccaagga

ccgceaat ccc
gggct ct cgg
ctgcecgegece
t ggagttgta
cggggct ggg
cccacgeccce
at gt ccagga
cagegggcet g
agt aatccca
tttgagatcg
cagaageggc
gaccggcagg
gagat ct act
ttgticaagt
cgtggtgtgg
ggacgct act
attgaaatgg
gctgctgagg
ctcagragea
cacaaccggg
caccageatg
gt ct atggca
gt ccgettec
at caccgccg
cgcagct cct
at cgaggagce
gt gaccgact
gct cagecge
gt gccacgea
aagag! gggg
ceegl ggeac
gat ggcaaga
ct ctacceee

ttctceccage

67
ggcicctaaa
ggccgcegal t
at t ggct gcg
t aaagcgage
agcaagcagg
taggcggegg
tgttaccgtt
aacccatgit
cccagctcaa
tcgt ggcggq
t gg1 gaacat
ggaacgccat
t cclicaacac
t ccgcaat aa
ccagect el t
ct at ct acaf

accct gagge

A

gcgat ggeac
ggegagat gt
act ggaat gg
gggacat cgc
actttgacaa
cagccaaccg
t caat ccegg
L cgacggaga
tgtcecgtett
cceggttigg
ccecacctgag
actttggect
t ggt gagecg
gggat gagga
aggaaaat gg

tcagcgegog
ggccgegecg
ggcctcegece
gcgeggegt c
cggcggegcec
ggccgagage
cetgetgetg
cactgcagtc
ctatggigtg
gt acaat gga
cgcggt cgat
¢ggggt caca
cagtaatgcc
ccggt gggaa
tgcoggacge
tgccaatt ac

cagtgacctc

g caaatataca

cgccctgget
cececeaccge
ctcacccaag
t gaccaggag
cctctteege
cgacgccitg
tgggatgetg
ccggggeaat
ggectitgee
gatcatcgac
ggggazggat
gaacgt ggcce
cacacttcag

ccattgcatg

gaggcgct cc
gcgecececcca
agcctitaca
9999¢gggag
ggcggcagag
9ggaggat gg
ctetggttte
accaact cag
gcagttactg
cccaacctgg
gagcgcaget
gcctgegaca
ttctcgggag
gacatcctga
tct gt ggccet
gcctacggta
tcececggggea

vvvvv

de gl yeyyeoa

gacttcaacc
ctctatctge
ttctccatge
ci ggagat ct
gt catccgta

gagcct gag

w

gacct cat ct
cagggcettca
aggggaget a
gggggcet cag
gaagccagcea
agcggggaga
gacccagccce

gacaccaatg
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aat gcat cca
gaagct acag
gcacagcct g
ctgetgetge
t cgt agat gg
gagcaggagt
tagtgctgetg
at ccat gcac
gcacat agct
ggt ct aatga
aagt at gagg
t gacct taca
t t aagaat ag
cacaaaacct
caacacgtg
<210> 14

<211> 3935
<2125 DNA

gttcccatic
gtgccggacc
cgtggggact
cact geeget
agat ct caat
gggacatgaa
cctagacagl
attacttagce
gtgatcacag
ccatatctia
actttagtgl
ccagt cacti

aat cttggQg
agcacat agl

=214~ Homo sapiens

<400=> 14

gtgtgcecctc
aacaagaagt
ct cggeccagt
gct get geeg
€1 ggggt cgg
ccageggat g
agggat gt aa
t aacaatt ag
cagacagggt
ggacacagat
cctgagttca
aacttgttag
ttagtgtgga
aaaggct caa

68
gagacaagcc
gcagt cggag
caccgggcecc
ct gct ggage
tggttaagga
gagt ccagca
aggcctggga
ggagact cgt
cgcigeccelg
gtgcccaggg
aatectgatt
ccatccatia
gattagatta

t azaaacaag

cgtatgtgtc
ct acgagcec
ccgeeecace
tgccact get
gagct gcgag
9999agt 9gg
gct agaccct

aaggccaggce
atggcgetta
aggt ggtgtc
caggaact ca
tcgcatctge
aatgtatgta

tgectctcac

aacacctatg
aacgaggatg
accceccaccg
gcaccggtcce
cccagcet get
aaagt ggget
cceccaagece
cctgtgetgg
cattccagtg
act gcacagg
caaagctatg
aaaat gggga

agacacttgg

tggactttgt

NO/EP 2132562
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ggagagecga
gtttcaaccc
cttttgetcet
ggcagcetgtg
gcgecagett
gcgcct cgag
ccgggeccge
ggcetgtceg
1 cgggetceg
gagcccgatce
gt cagccagg
ggct ccagea
caggeggcege
aagacgct gg
gaggcggage
¢ggcggagga

aagcggagct
cggaaacttt
ttttcctcece
aact ggecac
cecccgggage
t cccegagece
gt at gaat ct
gcgecececag
gctcggacac
t gaagaagga
tgct caaagg
agaacaagcc
gcaggaagct
gcaagcetctg
ggct gegegt
agt cggl gaa

cgaaact gac
tctttgcagg
ctccicctee
ccecgegecett
cgcttgetee
gcegeggel t
cclggaccce
ccceaccal g
cgagaacacg
gagcgaggag
ctacgact gg
gcacgt caag
cgcggaccag
gagacttcig
gcagcacaag

gadcgggceag

69
tggaaacttc
aggagaagag
tclccaattc
cctaagtget
gcat ceggge
ctcgectttc
t tcat gaaga
t ccgaggact
cggceccagg
gacaagttcc
acgct ggt gc
cggcccatga
t acccgeact
aacgagagcg
aaggaccacc

gcggaggeag

agt ggcgegg
aaggggt gca
gcet ceeecee
cgecgeggt a
agecgagyog
ccggccacca
t gaccgacga
ccgegggcet ¢
agaacacgtt
ccgt gt gcat
ccat geeggt
acgccett cat
t gcacaacgc
agaagcggcce
cggattacaa

aggaggccac

agact cgeca
agcgceccceca
act t ggageg
gcecggeegac
agaggagcce
gcecect gec
gcaggagaag
gcectgecceg
ccccaaggge
ccgegagacyg
gcgegl caac
ggtgt gggceg
cgagci cage
cttcgl ggag
gt accagccg

ggagcaga4cg
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cacatctccce
ggcatgagceg
ccacccacca
cgcecctige
gagctgagca
taccigeege
ggcagct acg
t ccaagcagce
caggegeeece
ccacagqgcqgc
at caagacgg
cagat cgect
cgct cacagt
ggccagggca
tacacccecea
cacl gggaac
gcgaagal gg
cctitggaca
cttccttaaa

gacctatcca

attatttitt
gat atttita
tttagat aaa
gtgccctage
agaaaaaaaa
ttggoggita
daadaat aaa
gtaagctita
gtgetget gg
tgcagtcita
ttcagcagce
gaaggcagat

caagacaltc

ccaacgccal
aggt geact ¢
cccccaaaac
€agagggagyg
gcgacgt cat
ccaacggcea
gcat cagcag
aggcgecgee
cgcagecgea
acacgctgac
agcagct gag
acagcceccect |
acgact acac
ceggectct a
t egecgacac
aaccegtcol a
ccgagat gat
tttgtattti
gacat tt aag

agcgcattac
o TN

,,,,,,,,,,

g agaat cgt gt

t agcagt aat
gtatgtactg
at t aaat get
ttttettgea
aatcctgttg
actttgctta
ggccttattt
t cat at at at
gaaacatttg
agaaagaggt
aat aagt gee
geet get cge

cacttgctaa

ct i caaggeg
cceeggegag
cgacgtgcag
cagacagccc
ct ccaacat ¢
cccgggggt g
caccgeggec
gccacccecg
ggeggegecce
cacgct gagc
ccceagecac
caacctceca
cgaccaccag
ctccaccite
ct etggoat e
cdacdcagcetic
cctaaaaata
ttigtttitt
ct aaaggcaa

ccacttgtagg
SR E

o

agaaact gg
gatcagtgig
t aaagaaazaa
tgtatgattc
cttattttte
accagagt at
tattaacatt
attcct cagg
tgcaattatg
atttittaaa
cactctttta
aaaaggcaag
cgagcacact
tct gt cacct

aattatttat

70
ct gcaggeceg
cactcggggc
ccgggeaagg
cct at cgact
gagaccttcg
cecggcceacge
accccggega
cagcagecce
ccacagcage
agcgagccga
t acagcgagc
cact acagcce
aact ccagct
acct acatga
cctteoecatec
act cgacct
accgaagaaa
tattttgttt
ctcgt accca
ccaat cagt g

tttttaaanr
LS A A adv

fub]

¢
ctaaatctci
agtectet gi
attaccattt
caacagct aa
ttttgtacag
t aaaaacaga
ctitgegati
goagt aaaca
gaagagaaaa
gtgeatttee
caaaggagal
gcecceggt i
gtgcctctca
1ttgtaagga

act cgecaca
aat cccaggg
ct gacct gaa
t ccgegacgt
at gt caacga
acggccaggt
gcgegggeca
cacaggcecc
cggeggeace
gccagtcccea
agcagcagca
cctectacee
cctactacag
accccgct ca
cgcagaccea
gaggeggcct
gagaggacca
totttttict

aatttccaag

ctgectgitt
gaggaat at t
tgaggggat t
actactcita
atttgctite
attgtgtiat
taaggaggag
at agt ct aga
acacct | gag
tectgecttt
gaaatctgtt
geetgect gg
gaacaccagce

gagattttaa

ctcctectee
cccdccgace
gcgagagggg
ggacat cgge
gtttgaccag
cacct acacg
cotgtggatg
gccggeccecg
ccecgeageag
gcgaacgcac
ctcgececcaa
gcecat cace
ccacgcggca
gcgcccecat g
cagcececcag
cccacgaagg
accagaattc
tettcttett

acacaaacat

ggactitgi
ctetatttta

tatacatatt
gt tgaacagt
fcttacaaaa
gtgatcagtt
ctgecttaaa
gaagcatttg
cctl aaaacyg
gettgttcac
ct gggaat gt
geeccatgig
agttaacctt

{taaaacaaa
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aaaaaattct
tttcclcaaa
ttttatttat
cctagatttg
acaaactgga
cigagtcatt
tgtgagtgtg
tacatcttct
aatcttaatt
ctettttttt
t t aaagcact
gatacttctg
tttggtttgt
gitctetccg
tgtttacaat
<2il> 15

<211> 8034
<212>DNA

trrerttttt
gggtatggtc
ctctttaatc
t at aaat gce
aacttgttte
tgcagtgttt
tgtgtgtttt
cttggagt ga
act getgtgg
tatttaaaaa
cat aat at gg
taacttaaga
gricotgttt
t gaaacttac

aaat at acat

<215: Homo sapiens

<400> 15

fttttccaat
atctgttgtit
tttttttatt
ittttgtcca
1tttttigta
1 ctgeccacag
gacacaaaaa
gggaggct ac
ct agagagt i
aagat at at1
catccttcaa
aacct ggcat
tgtttgttte
ctttcececttt

tgcattaaaa

71
tttaccttcet
agattatgtt
at t aaaagca
tcecettttit
t aaat gagag
acctttggge
caat gcaagc
ct ggaggaga
t gaggattgc
aacagtttia
tttctgtata
ttaaatcat a
acttgtttee
ttetttetcet

agaaa

tt aaaat agg
cttaactgta
agtttctitg
ctttgttgtt
attgcaaatg
tgccttat at
atgtgtcatc
t cagcccact
tttttaaaaa
gaagt cagt a
aaagcagaic
ttttgtetit
ctcccagecece
tetttttttt

ttgttggage
accagitttt
tattcctcac
tttgtigaaa
tagtgtatca
tgtgrgiotg
catatttcltc
gacagacct t
agacagcaaa
gaat aaaatc
tttttaaaaa
aggt aaaagc
cazaccittt

tgtatattat

NO/EP 2132562
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citgagtgtt
1gaatgaata
gaaaaaat gt
cacttgtgag
gagat aagga
agagcaccag
gt aaatttta
t at aaaagat
cttctataag
cal t agcgat
gact gacagt
at acaaaggc
aattgacagt
gaaacat gat
t aaacat gece

Folab-ToatTalad ol Tad
ggacacccac

agagct gagt
gaat t agt aa
tgactttaaa
geecagect gg
gigaagtgtg
agacgt cage
aaaat at aaa
gaaact gaag
cetgttattg
atccgttata
cct atget aa
accattaaag
glttttgeag

gct geccaaag

at ggaggt ca

E-Tala ti+Talk-Tal i a]
acgl acagi

agttticcca
aagat aaata
agttcat aaa
tagacctctg
ggct aaat ag
at ct caaggg
taitttaaag
aagaaaagat
aagactt aag
aagaagagtt
accatgt aaa
ctgaccttitc
gagaagit ac
gattctcaga
at aaacacca

P .

cagaacitiga

72

gaatctctaa
aattttttet
atcaaatttt
ggatcctttt
gget gaggcet
cactgtggta
ggt aaaaatg
aggggaagaa
catggaattg
t aaaaagtce
aaat at cggt
taattctctt
acagct ccag
ttatgecccac
gagtaat att

¢c¢gaccagac

gtceftttta
tttggattte
gctt aagaat
ctgttcactc
tgggcaaggg
t ggaaaagga
agggt ccetg
gaaaal gaag
gccagaaaat
aaggat aagt
gottttattt
t at aagcgga
agt gaggt gg
at gaaggagce

tcttatagga

e o d mm e 3 e

dai caagat gg

tgetettita
ttaaccagtg
atgttattitie
acacaccact
catitetgee
cgccacatga
tatitgagga
aagaccaggt
gcacggaact
gt acatttgt
¢t gaggcaaa
tgccagecac
cct acaagca
ccect gaggt
aagacgt gca

P Y

LddiLLdydl
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ctctaagate
cgctgtaatt
aat taaat ac
tct tgaaagt
gt acaagaaa
tttagaccat
t gaggaaaac
aggcaat gcc
aaagccaat g
gat gcaaagt
act ggattia
ggagaaagaa
ttcagaagtt

at acaagaaa

ttctaactat

aaacatt agt

cccagagat ¢

agagattaaa
ccagaagaac
cat gaccceg
t aagggagaa
agaaaaccag
tttaagtgta
aaaat atacc
1 gct at gaga
t1t1gaaaaa
agt gaggaag
cgt ggagat g
tggcetccate

at aagcaat g
ggaagaccag
aaagaaaaat
gettetttta
gacattcaaa
gttitgaaag
aaaggaat gt
gt cct ccaaa
cttgaatttg
gaaaaagttt
gacaagact ¢
t at aaaaaag
cttgatatcc

gacct ggagt

cat gcaacag
at cagcaat ¢
gagat agaga
ctt caacggg
aaaaacatca
actcctgaaa
caggaccat a
cat gttaaag
acaaagggga
aacacccagg
gacaggagac

ttcgaccttg

cagaal acaa
attttgaaca
t cgataat ga
ggcagaat ca
atat gcatga
ccagcaaaat
atcattitga
gt caggl gaa
1tgagacacc
acaaagagga
cagaattttt
attt ggaaaa
aaagagcaaa

caat aattaa

agaaaaatca ¢

ccatttctga
t ccagt at aa
gagt gaggcg
gaact gcaat
gcaatgttia
t ggaaagagt
aacagat gaa
aagcacaaaa
gaggctttac
t ggt cagcga
ct ggaat cat

atcccct gga

73
gaaaggacaa
tgccgt ggaa
aat gaaggat
gct tgetget
fccagittca
gct cagegge
tgcagat gct
at at aaagaa
atcat atcaa
ttttgagaag
acat gt aaag
{ gagat aaaa
gcgggect ct
agggaaagga

tcectccagaa
agagcaaaac
aaaccaggag
ttctgatcca
1tacagaggt
gaagaagaat
aggt agacca
tcatatttca
tcecegtegtg
tgctgect at
tgttgaccte

agacaatatt

ggaat aat ga
gcttctaaac
aagaaacat ¢
acact ggcga
gat ct cccaa
cgagaat ata
gt ggaacat ¢
gaat at gaga
gct t caaagg
gagat t aaag
tacat cacca
gggaaaggaa
gaaal ggcaa

at gcaaget g

ct aaagagag
t acaaggcca
cagct gagtg
ccagagctiga
cagct gggaa
caagaaaata
agtctgattt
at ggt aaaat
gacgatcctg
aaaggggt cc
aaagtttgge

cagtctagaa

at aaagagcc
tttctagtca
attacaatcc
gcaat gt gaa
atttgttgtt
aaaagct ctt
tgcaccat aa
aaaat aaggg
aggct caaaa
gaaggtcatc¢
accttet gag
t ggaacttaa
gt gagaaaga

gcact gacac

e mm et s mmmm e d mm mmmm ot mmns memd o me mab A

g tgaaagat ag

aat acaaaga
tt aaagaaaa
ctccggt aag
cggt aaaata
agagggcaaa
gagct accac
ttagct cggt
t agatacacc
accat gaaga
t gacagagag
accctcacat
gcacagat cc

gt ct ccat at
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gctctctgaa
titcggtaca
at gct gcagt
t cagcaaage
at caat gcag
ggat gaagac
cgatgget gg
ttacattgag
cccaaaccta
acaat gat gt
tct ggget ga
acgcciggtg
gaaatgtatt
ttgaaactte
gcagccaata
aaaattgccc
ttgactggtg
t aggct gact
atattctatg
cagct act ct
ccctgttgea
ctattattga
gct cat caga
agt tt ggaag
ggt gt t ccati
at gt aacaga
acaaagtt ac
aat t ctggaa
ttrtttgett
ttttitagta
tttcgaataa
t ccagagt ¢t
cggatt gt gc
caget at gac

gggatatctg

aaggcgagtc
ggt ct cggag
gaggt aacaa
cattcccaag
cattcaccaa
gaggt ct cct
at gt acggca
ttigttaatt
atctttitaa
atccttcectt
aaacagcagc
ctgctaattyg
tttgtagact
ttagctgtca
at acaaaccc
aal at aat aa
gccttaggga
ggtatct att
gacccaagtc
gcaaagggca
tgtcatgtag
agcaaaaagg
aaaacat act
gatttacatc
t gaacagcl t
agccagt gaa
caattccala
tggaaatcta
ttattttcta
caggcccaag
gtgactttge
gcagt ccagg
cgtttact gt
aaaaccgaaa

ccttatat gt

aci at aggcg
acgacaggtc
gaccgtctga
getatggeta
at ct aaggac
tt agagacgg
cagt gcagag
aattatttct
aagat agaag
tgacaattag
attttcagta
tgttcatggt
tt aat agaga
ctttggaatc
gttttgettt
gt gt aaacag
t ct agaaact
tatttctcat
t at gct cagt
aattataatg
attcaagett
gt gactgata
tt gaaaagat
tt aggaaata
tgattaactt
gcaat ggaag
cagagat gat
gccaccaaaa
aatcattttt
agcct gt act
aggettttge
tcaccaagcec
gacct gcaac
aagcaaaact

tatattcaag
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acact ggt ct
agaaatctcc
t gaaggagca
catgcaccag
ct accgagece
cgactacatc
aacagggaga
ccetgeeett
atacttttaa
acacacaggt
attcctacaa
ttecectttgat
agttgattgt
accccaagece
t gagt cat ga
t ggcagaagg
tctact aaac
ttgtaccaag
t ccacagaat
tcattgatat
ctgt aacata
cct aaaagcce
gcttgagatt
acat gt at ac
aat gccacca
ctggagtgtg
ctggtgtctt
cgggttaatc
aagggaat ga
ct aagaaaga
tageeettge
agcggeacec
gaggt ggcat
gcgaggaagt
gaaattaacg

cgat ccecatt
gagatttacc
cetgttcttce
accagtgt gt
at gt acgat t
gt caacgt gc
acaggaat gc
tgagetttat
gacaact t gg
accaggaaga
acaaaaat ct
tggctattga
cccttaaatg
aattctctta
ggcaatttcc
acagt ct ggt
agagaaattt
gcatctccta
gt caggacca
aatttcccta
ggcagct gca
ctttcttcet
ttcetgetge
t ct agt aaat
ttgatttcaa
act ggaaaaa
cttitggaaa
aaaagacgtc
aacaggaat g
aatttttgee
tggt gagt ct
gt cggcaacc
tcacttaggg
gct aagat gt

aaacatcctg

ccageagl ac
ctagetttte
ccggagcecta
catccat gag
acagtgccca
agcctattga
t cccagegaa
t ctaat gt at
ccattalttt
aggaat gacc
ttgtgtctagg
acccttctgg
t agegt gt gt
actctgt aat
aatattagtg
taaaatlata
ccttgttcce
ctctccattt
aataacltca
gt agcatita
ctgegegtite
ct agtcgcca
at cgcaci ct
aagcgattta
agt gaagaaa
tact cagcaa
aiggtatica
cttttcegtt
t cat cagaga
at gt at gaat
ggaaattaca
cigigittaa
tctgacttca
acgggtcttg
t gaaacat cg
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tttaaggaaa
t agcacaige
ttattacact
caaat aacta
tcgtgatiaa
aat aaactga
acct gct caa
ttttgtgatt
tacaattttg
gettgtaate
aagt caatac
t gcat agcaa
t aaagggt ag
ccataatttyg
gagaaat at
dgaadaaat g

gtttggeaac

t gaaaacaaa
ttgettitgt
agcittctat
acactt gcag
getcttgatg
gtticcacaa
gggittattt
atcctclcca
agat agl gga
ttticaataa
ggal aaaaga
tacictigtt
tctatagtaa
ctcagat at t

aat gccgact

cgtttactag
tttt gaaaat
gaagct geat
gagacttctt
agtgal aaaa
acttgcaata
ttttatttta
at aagaaaga
gat aaat agc
aggaaagt aa
at at tt gagq
aatatttctg
ttgttttaca
gtagtgitgy
ggaaaat t at
acatgcctga

agat at cteg

t ccaaaggcc
ctgtgattic
ctatatgtca
t t aaggggat
ccecat at ct
tttttgcaat
ct aagt at at
gtagttgitg
agatitataa
tttcatccac
aataagtctc
cttcaagecet
at gaagacta
cagligitaa
at gt at aaaa
acaacttttc

t gcat gaage
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aaagctaatt tatttccact ttagaaaagt

attttattag
ctgacat aaa
ttggctggtt
gttttggtat
aaaat ctgtc
atttacattt
attaaatttt
gaaccgcaat
cgatttcaaa
ctaaaalttt
ttaggaatta
aaact gaaca
t aaagelt gt
ccaaagt get
cactttccac

t gacaget aa

e m ks o o e e e 4 & 4

caagcct gac
gctgtat agg
tgtaagettt
ttctaaccta
tgtagcccag
atcccaggtc
gcaccttgta
cttgaagaag
t gct gagcet i
agtt caaggg
aagat gaaga
t ataccaaaa
tgtctagtal
tattttatta
aaaggtgtta

tcttccatct

agaagcacaa
gatcctctcet
t gt agt acat
t ggcaaaat g
t1tgaaat at
t cct cgacct
ggaat at gga
al gcagat ct
gacaacactc
atgtacctcg
aaat gt gt gt
ct gt aat aca
gctcttggaa
cacatgaitg
gctgattgta

atttctgaaa

gygddidygi L1
ctcttgagea
gittttacta
aatccttcat
ttatitggtt
ccat acacca
t aagattaga
ggtttttceca
t gggaat gag
ttttcaggtt
gatctttaat
gat at at aca
agaaaaccaa
alatlttigt
tittatctct

gattctitat

gct aaaaggg
gt 1 gaaaaaa
tctctcactg
att gt acaca
gt t aaaact g
cacccaggca
cagact aaat
gaaaact gac
accagattca
aagct tcacg
agatctgatc
agatgttgca
caggatgtta
gtttttaaaa
gt gcttcect

agaagatttt

aagtatagca
ataattcttg
gtettettgt
at caact gcc
cacaggcatt
ccagceccte
at gt gccaca
gaacaagact
catccatctc
aacacat ccc
aat at aggt g
gcaagcaagt
ggl agggaag
aaagatttag

ggatttat at

t aaat aggct
t aaat gcagg
aaat ggccag
aacct acaaa
aggat aaaat
ggceattttic
at aggacagg
t t gaaal aat
ctgagcat aa
taataatgit
agaatttaac
tgcgettagg
agcat ctcag
gcatcattta
cccacetttg

aaaaattgag
g

+
i

-

Y-

~t 4
adgt i

<)
1]
-

aaz tic

—

ag

[(=]

acagaatata
ttctciagaa
tattgtttac
cat ggaggag
1 gt aagcaca
gtctttcett
tttictaaaa
cagtggaatg
t al agaaagt
ceitittgat
tgctgect at
t gggatgctc
aactttagaa

agagt t gagc
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35

t at al aaaca
t gaggct gga
tttgettctg
g9l gggagag
agt ¢l ctgaa
at caaaaaag
t act1gaacc
ttcagtatat
gcatagtatc
gagaaaact g
ggaagcagca
aaal1gaacc

atgat t aatt

ttaactttag
1t cact acac
at aat ct aaa
ctittagtta
gtattccatg
t caaggcat
cat aaacttg
t cct gggaat
acttctttgt
cat cacagt c
ccaagt ct at
att gt acagt
tgcgagact a

atttgggatt
aagat gaact
agt ggct aga
agt aagaagc
cctittggac
gt at gt 1 get
gaagaat ctt
gccat aggat
aatccagttg
ccattctcca
t acaggcatg
ttggetictg
actttgagag

PO e

fitacaaaig aaggggcitc acggaai git
t at gcaaatt gttaacacca gctattaaaa
<210> 16
<211> 28
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> HAPLN1 forward primer

<400> 16
t gaaggat t a gaagatgatactgttgtg

<210> 17
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> HAPLN1 reverse primer

<400> 17
gccccagt cg t ggaaagt aa 20

<210> 18
<211> 18
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> HAPLN1 probe sequence

<400> 18
t acaaggt gt ggt at t cc 18
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t aazat gect
tcacttcata
ttgtggttgt
t at gt aaact
cetttecteg
totgtggtta
t gagcaaatt
tttttgtgct
ctgttaagaa
gtgtccatgc
gt gt gaaact
tttgcttcaa

t gt aacagtt

fah]
(2]

acaatgtt

tatattttag

28

att gt aagat
aat taattal
tttggttaag
gacaaggal g
caactaaclg
ttattctgig
ttctcagttg
tgat acat gg
tgat gt act
aat gaattgc
tgatgtttga
aal at gt aga
tt gaagaaaa
t aat at aat t

t aganaaaaa

agaataattg
accttagega
gt gat at gga
ct aaaat aaa
tcaactgttyg
at gett agac
tctgtatgac
tatccagttt
t aaaggaaaa
tgagcattta
cctgtgatca
attgtgottg
cattgaat gt
tggetitigt

dada
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<210> 19
<211 22
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> MFAPS5 forward primer sequence

<400> 19
cgaggagacg at gt gact ca ag 22

<210> 20
<?11> 20

<212> DNA
<213 Artificial

<220>

<223 NFAPS5 reverse primer sequence

<400> 20
agcgggat ca t t caccagat 20

<210> 21
<211> 17
<212>DNA
<213> Artificial

<220>
<223> MFAPS probe sequence

<400 21
acatt cacag aagat cc 17

210> 22
«211> 20
<212> DNA
<2135 Artificial

<220>
<223 Primer sequence

<400> 22
gecaaggt gttt L cacacay 20

<210> 23
<211> 40

<212> DNA
<2713> Artificial

<220>
<223> Primer sequence

<400 23
t aat acgact cact at aggg gccaaggt ¢ttt t cacacag

<210> 24
<211> 20
<212> DNA
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<2135 Artificial

<220>
<223> Primer sequence

<400> 24
ct ct gaagca gt agacacca 20

<210> 25
<211> 21
<212> DNA
<213> Artificial

<220>

<2235 Primer sequence

<400> 25
cctagect ggetttettgetc 21

<210> 26
<211> 41
<212> DNA
«213> Artificial

<220>
<223> Primer sequence

<400> 26
t aat acgact cact at aggg cctagect ggctttcttocte

<210> 27
<211> 21
<212> DNA
«213> Artificial

<220>
<223> Primer sequence

<400> 27
ccattgggtctctgcaaatcc 21

41

NO/EP 2132562



20

25

30

35

NO/EP 2132562

79

P atentkrayv

1.
Fremgangsmate for & vurdere sammensetningen av en cellekultur, der nevnte
fremgangsmate omfatter:
a) & erverve et mangfold av celler fra en cellekultur;
b) 8 bestemme det gjennomsnittlige ekspresjonsnivaet for en fibroblastmarkgr
i mangfoldet av celler, der nevnte fibroblastmarkgr er mikrofibrilleer
assosiert protein 5 (MFAPS);
c) 8 bestemme sammensetningen av kulturen basert pa8 det gjennomsnittlige
ekspresjonsnivaet av mikrofibrilleer assosiert protein 5 (MFAP5), hvori det
gjennomsnittlige ekspresjonsnivaet av MFAPS er under en forhandsbestemt

grense som indikerer at cellekulturen omfatter kondrocytter.

2.
Fremgangsmate ifglge krav 1, hvori fibroblastmarkgren MFAP5 er slik at dens
normaliserte ekspresjonsnivaer er lavere i passerte (“passaged”) kondrocytter enn i

dermale fibroblaster eller synoviocytter.

3.

Fremgangsmate ifglge krav 1, som videre omfatter & fastsette det gjennomsnittlige
ekspresjonsnivaet av en kondrocyttmarkgr i mangfoldet av celler, og, i trinn c), a
bestemme sammensetningen av kulturen basert pa det gjennomsnittlige
ekspresjonsnivaet av kondrocyttmarkgren og det gjennomsnittlige

ekspresjonsnivaet av kondrocytt- og fibroblastmarkgren MFAPS5.

4.

Fremgangsmate ifslge krav 3, hvori fibroblastmarkgren =~ MFAP5 og
kondrocyttmarkgren er slik at ratioen av deres ekspresjonsnivaer
(kondrocyttmarkgr i forhold til fibroblastmarkgr) i kondrocyttene er lik eller 5

ganger stgrre enn ratioen i dermalfibroblaster eller synoviocytter.

5.
Fremgangsmate ifglge krav 3, hvori kondrocyttmarkgren er valgt fra
kondrocyttmarkgrene oppfart i fglgende gruppe:

e Hyaluronan og proteoglykan-koblingsprotein 1 (HAPLN1)
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e Matrix Gla-protein (MGP)
e GF-lignende repetisjoner og discoidin I-lignende domener 3 (EDIL3)
e WNT1 induserbart signaliserende pathway protein 3 (WISP3)
e Aggrecan 1 (AGC1)
e Brusk oligomerisk matrixprotein (COMP)
e Type II kollagen (COL2A1)
e Type IX kollagen (COL9A1)
e Type XI kollagen (COL11A1)
e Leukocyttcelleavledet chemotaxin 1 protein (LECT1)
e S 100 kalsiumbindende protein beta (S 100B)
e Surt brusk protein 1 (CRTAC1)
e SRY-boks 9 protein (SOX9)
e Nebulette (NEBL)

6.

Fremgangsmate ifglge krav 3, hvori kondrocyttmarkgren er HAPLN 1.

7.
Fremgangsmate ifglge krav 3, hvori ekspresjonsnivdene av fibroblastmarkgren

MFAPS og kondrocyttmarkgrene fastsettes pa RNA-niva.

8.
Fremgangsmate ifglge krav 7, hvori ekspresjonsnivaene bestemmes ved hjelp av
PCR.

9.
Fremgangsmate ifglge krav 8, hvori ekspresjonsnivdene bestemmes ved 3 anvende

sammenlignende Cr PCR-fremgangsmate.

10.

Fremgangsmate ifglge krav 3, hvori ekspresjonsnivaratioen av kondrocyttmarkgren
i forhold til fibroblastmarkgren MFAP5 stgrre enn 0,25, fastsatt ved & anvende
sammenlignende C; PCR-fremgangsmate, indikerer at cellekulturen inneholder

kondrocytter.

11.
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Fremgangsmate ifslge krav 10, hvori nevnte ratio indikerer at cellekulturen

inneholder minst 50 % kondrocytter.

12.
Fremgangsmate ifglge krav 3, hvori en molar ratio av kondrocyttmarkgren i forhold
til fibroblastmarkgren MFAPS stgrre enn 0,55, indikerer at cellekulturen inneholder

kondrocytter.

13.
Fremgangsmate ifglge krav 12, hvori nevnte molare ratio indikerer at cellekulturen

inneholder minst 50 % kondrocytter.

14.
Fremgangsmate ifslge krav 1, hvori cellekulturen omfatter celler ervervet fra en

bruskbiopsi.

15.

Fremgangsmate ifslge krav 14, hvori bruskbiopsien er tatt fra kneleddet.

16.
Fremgangsmate for @8 vurdere sammensetningen av en cellekultur, hvor nevnte
fremgangsmate bestar av:
a)
b) a
c) a erverve av en prgve av cellekulturen;
d) a

Qo

isolere celler fra en bruskbiopsi ervervet fra et pattedyr;

dyrke celler isolert i trinn a) i en cellekultur;

bestemme ekspresjonsnivaene til MAP5 og HAPLN 1 i én eller flere celler
fra prgven; og
e) & bestemme sammensetningen av kulturen basert pd ekspresjonsnivaene til
MFAP5 og HAPLN1.

17.
Fremgangsmate ifglge krav 16, hvori ekspresjonsnivdene av MFAP5 og HAPLN1

bestemmes p& RNA-nivaet.

18.
Fremgangsmate ifslge krav 17, hvori ekspresjonsnivdene bestemmes ved &
anvende PCR.
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19.
Fremgangsmate ifslge krav 18, hvori ekspresjonsnivdene bestemmes ved &

anvende en sammenlignende Cr PCR-fremgangsmate.

20.
Fremgangsmate ifglge krav 16, hvori en ekspresjonsnivaratio av HAPLN1 i forhold
til MFAP5 stgrre enn 0,25, fastsatt ved @ anvende sammenlignende C; PCR-

fremgangsmate, indikerer at cellekulturen inneholder kondrocytter.

21.
Fremgangsmate ifglge krav 20, hvori nevnte ratio indikerer at cellekulturen

inneholder minst 50 % kondrocytter.

22.
Fremgangsmate ifglge krav 21, hvori en molar ratio av HAPLN1 i forhold til MFAP5

stgrre enn 0,55, indikerer at cellekulturen inneholder kondrocytter.

23.
Fremgangsmate ifglge krav 22, hvori nevnte molare ratio indikerer at cellekulturen

inneholder minst 50 % kondrocytter.
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