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SAMMENSETNINGER OG FREMGANGSMATER FOR ANVENDELSE AV
ANTISTOFFER MOT SKLEROSTIN

Teknisk omrade

Den foreliggende oppfinnelsen vedrgrer antistoffer mot sklerostin og
sammensetninger og fremgangsmater for anvendelse av antistoffene for &
behandle en patologisk lidelse som medieres ved sklerostin eller sykdom knyttet

til benabnormaliteter slik som osteoporose.

Oppfinnelsens bakgrunn

SOST-genet koder for proteinet sklerostin, som er et utskilt glykoprotein med
213 aminosyrer. Sklerostin er et medlem av superfamilien av cystinknuteholdige
faktorer. Sklerostin er knyttet til DAN/Cerberus-proteinfamilien, som direkte
forstyrrer BMP-signalering ved inhibering av bindingen av BMP til reseptorene og
saledes BMP-signaleringskaskaden (Avsian-Kretchmer, Mol Endocrinol 2004,
18(1):1-12).

Sklerostin-mRNA-ekspresjon detekteres hos voksne mennesker hovedsakelig i
ben og nyre. Sklerostinprotein er detekterbart hovedsakelig i ben. I ben er dets
ekspresjon begrenset til de modne og terminalt differensierte bendannende

cellene, osteocyttene.

Sklerostin er en sterk negativ regulator av bendannelse hos mennesker og mus.
Mangel p& SOST-ekspresjon gir opphav til sklerosteose (Balemans et al. Hum
Mol Genet., 2001, 10(5):537-43; Brunkow et al. Am J Hum Genet, 2001,
68(3):577-89). Pasienter lider av livslang benovervekst, hvilket resulterer i gkt
benmineraldensitet og -styrke. De viser ingen andre endokrinologiske
abnormaliteter - alle komplikasjonene de opplever i Igpet av livet, er knyttet til
den abnormale akkumuleringen av ben. Heterozygotiske baerere for denne
recessive lidelsen viser ogsa gkt benmasse (Gardner et al. J Clin Endocrinol
Metab, 2005, 90(12):6392-5). Denne fenotypen kan rekapituleres hos mus som
mangler SOST, og dens overekspresjon resulterer i osteopeni. Van Buchems
sykdom [MIM 239100] - en fenotypisk kopi av sklerosteose - skyldes videre

SOST-misregulering pa grunn av den genomiske delesjonen av en
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langdistansebenenhancer (Balemans et al. J Med Gene, 2002, 39(2):91-7; Loots
et al., Genome Res, 2005, 15(7):928-35). SOST nedreguleres til slutt ved
paratyroidhormon - et klinisk validert bendannelsesprinsipp - under
bendannelse, som antyder at deler av den anabole virkningen av PTH kan veere
mediert via SOST (Keller and Kneissel Bone, 2005, 37(2):148-58).

Sklerostin binder BMP-er (benmorfogene proteiner) og kan fungere som en BMP-
antagonist in vitro (Winkler et al. EMBO J., 2003, 22(23):6267-76). Sklerostin
virker ogsa som en negativ regulator av kanonisk Wnt-signalering, enten direkte
ved binding til LRP5/LRP6 (Li et al. J Biol Chem., 2005, 20;280(20); Semenov, J
Biol Chem. 19. oktober 2006; van Bezooijen et al. J Bone Miner Res, 2006, 10.
oktober), eller indirekte (Winkler et al. J Biol Chem., 2005, 28;280(4):2498-
502).

Mangel pa sklerostinekspresjon resulterer i hgy bendannelse, mens
benresorpsjon er uforstyrret (Sklerosteose, Van Buchem sykdom) (Balemans et
al. 2001; Brunkow et al. Am J Hum Genet, 2001, 68(3):577-89, Balemans et al.
2006; Loots et al., Genome Res, 2005, 15(7):928-35).

F& av de aktuelt tilgjengelige behandlingene for skjelettlidelser kan gke
bendensiteten hos voksne, og flesteparten av de aktuelt tilgjengelige
behandlingene virker primaert ved inhibering av ytterligere benresorpsjon i

stedet for & stimulere ny bendannelse.

Ett eksempel pd@ et medikament som anvendes for behandling av bentap, er
gstrogen. Det er imidlertid ikke klart hvorvidt @strogen har gunstige
langtidseffekter. @strogen kan videre baere risikoen for @ gke prevalensen av
forskjellige tumortyper, slik som bryst- og endometrialcancer. Andre nadvaerende
terapeutiske tilneerminger for osteoporose inkluderer bisfosfonater (f.eks.
Fosamax , Actonel”, Bonviva , Zometa , olpadronat, neridronat, skelid,
bonefos), paratyroidhormon, kalsilytika, kalsimimetika (f.eks. cinacalcet),
statiner, anabole steroider, lantanum- og strontiumsalter og natriumfluorid. Slik

terapeutikk er imidlertid ofte assosiert med ugnskede bivirkninger.

Kort beskrivelse av oppfinnelsen
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Oppfinnelsen tilveiebringer et antistoff mot sklerostin omfattende en
polypeptidsekvens i tungkjedens variable region omfattende SEQ ID NO: 70 og
en polypeptidsekvens i lettkjedens variable region omfattende SEQ ID NO: 81.

En utfgrelsesform beskrevet heri tilveiebringer et antistoff eller et funksjonelt
protein omfattende en antigenbindende porsjon av antistoffet for et mal i
sklerostinpolypeptid (SEQ ID NO:155), karakterisert ved at antistoffet eller det
funksjonelle proteinet spesifikt binder til sklerostinpolypeptid og kan gke minst
én parameter av bendannelse, benmineraldensitet, benmineralinnhold,

benmasse, benkvalitet og benstyrke hos et pattedyr.

I én utfgrelsesform kan de beskrevne antistoffene reversere sklerostininhibering
av benmineralisering in vitro. 1 en relatert utfgrelsesform kan de reversere
sklerostininhibering av den wnt-1-medierte signaleringsreaksjonsveien. I en
annen relatert utfgrelsesform avbryter de sklerostin LRP6-binding og kan
blokkere den inhiberende effekten som sklerostin har ved hgye doser pa BMP-
indusert Smad1-fosforylering. I en annen utfgrelsesform binder de beskrevne
antistoffene til en region av sklerostin mellom aminosyrene 112 og 126 (dvs.
regionen bestar av aminosyrene 112 til 126 med SEQ ID NO:155) med SEQ ID
NO:155 og/eller regionen mellom aminosyrene 160-174 (dvs. regionen bestar
av aminosyrene 160 til 174 med SEQ ID NO:155) med SEQ ID NO:155, og
binder nsermere bestemt til en region omfattende bade ARLLPNAIGRGKWWR
(SEQ ID NO 156) og RLVASCKCKRLTRFH (SEQ ID NO 157).

Sklerostin  inhiberer wntl-mediert aktivering av STF (Supertopftash,
reporteravlesning for kanonisk wnt-signalering) i HEK293-celler. I noen
utfgrelsesformer gjenoppretter de beskrevne antistoffene wnt-

. . . [*] [¢]
signaleringsreporteravlesningen pa en svaert reproduserbar mate.

Den observerte inhiberende effekten av de beskrevne antistoffene pa
sklerostinvirkning i Whnt-signaleringsreporterassayet i ikke-osteoblastceller er
funnet @ translatere til induksjon av bendannelsesresponser pa grunn av
sklerostininhibering in vivo. In vivo-forsgk pa eldre gnagere viser da ogsa at
antistoffene ifglge oppfinnelsen fremmer sterk benanabolisme.
Benmassegkningen nadde effektnivaet for daglig intermitterende behandling
med ekstremt hgye anabole doser av paratyroidhormon (som ble anvendt som

positiv kontroll).
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Ifglge en annen foretrukket utfgrelsesform har derfor de beskrevne antistoffene
affinitet for sklerostin i det lave pM-omradet og inhiberer sklerostininnflytelse pa

wnt-signalering med en ICs, pa ca. 10 nM.

I en annen foretrukket utfgrelsesform binder de beskrevne antistoffene mer
fortrukket til en region av sklerostin omfattet henholdsvis mellom aminosyrene
112 og 126 (dvs. regionen bestdr av aminosyrene 112 til 126 med SEQ ID
NO:155) og mellom aminosyrene 160 og 174 (dvs. regionen bestar av
aminosyrene 160 til 174 med SEQ ID NO:155) med SEQ ID NO:155, og
naermere bestemt en region som overlapper minst fglgende peptider
ARLLPNAIGRGKWWR (SEQ ID NO: 156) og RLVASCKCKRLTRFH (SEQ 1ID
NO:157), og har affinitet for sklerostin i det lave pM-omradet og inhiberer
sklerostininnflytelse pa wnt-signalering med en ICs, pa ca. 10 nM. Slike
antistoffer har kapasitet til 8 gke benmassen i det aksiale og appendikulaere
skjelettet i en dyremodell for mus ved effektnivdet for daglig subkutan
behandling med en ekstremt hgy anabol dose av paratyroidhormon (positiv
kontroll) og er derfor nyttige i behandlingen av sykdom knyttet til

benabnormaliteter slik som osteoporose.

Ytterligere utfgrelsesformer inkluderer sasmmensetninger omfattende antistoffene
ifglge oppfinnelsen i kombinasjon med alternative behandlinger for behandling
av osteoporose, slik som bisfosfonater, paratyroidhormon,
paratyroidhormonfrisettende middel (kalsilytika), LRP4-ngytraliserende

antistoffer og DKK-1-ngytraliserende antistoffer.

Kort beskrivelse av figurene

Figur 1: Effekt av MOR05813_IgG2Iambda i wnt-1-assayet

Figur 2: MOR05813_IgG2lambda i BMP-2-indusert mineralisering i MC3T3-1b-

celler
Figur 3: Effekt av MOR05813_IgG2lambda i LRP6-SOST-ELISA
Figur 4: Effekt av MOR05813_IgG2Iambda i Phospho-Smad1-assayet

Figur 5: A - Effekt av LRP4-knockdown (siRNA) pa SOST-inhiberende virkning i

wnt-1-assayet i Hek293-celler (svarte tall: i forhold til STF-aktivitet i fraveer av



10

15

20

25

30

NO/EP2203478

5

SOST, halvfete svarte tall: STF-aktivitetsforhold i naerveer/fraveer av SOST);
B-spesifisitet for effekten av LRP4-overekspresjon pa SOST ICs, og Dkk1 IC50 i
wnt-1-assayet i Hek293-celler; C-spesifisitet for effekten av LRP4-
overekspresjon pa SOST- og Dkk1-inhiberende virkning i wnt-1-assayet i C28a2-
celler; D--spesifisitet for effekten av LRP4-knockdown (siRNA) pa SOST- og
Dkkl-inhiberende virkning i wnt-1-assayet i Hek293-celler; E-modulering av
aktiviteten av MOR05813 av LRP4

Figur 6: Studie pa mus, in vivo pQCT - 2, 5 ukers behandling med MOR05813
gker det totale benmineralinnholdet i den proksimale tibiametafysen

Figur 7: Studie pa mus, in vivo pQCT - 2, 5 ukers behandling med MOR05813

gker den totale benmineraldensiteten i den proksimale tibiametafysen

Figur 8: Studie pa mus, in vivo pQCT - 2, 5 ukers behandling med MOR05813
gker den kortikale tykkelsen i den proksimale tibiametafysen

Figur 9: Studie pa mus, in vivo uQCT - 2, 5 ukers behandling med MOR05813

gker det spongigse benvolumet i den proksimale tibiametafysen

Figur 10: Studie pa mus, in vivo uQCT - 2, 5 ukers behandling med MOR05813
gker den trabekulzere tykkelsen i den proksimale tibiametafysen

Figur 11: Studie p@ mus, in vivo pQCT - 5 ukers behandling med MOR05813
gker den totale benmineraldensiteten ytterligere i den proksimale tibiametafysen

Figur 12: Studie pa mus, ex vivo DEXA - 5 ukers behandling med MOR05813
gker benmineraldensiteten ytterligere i tibia

Figur 13: Studie pd@ mus, ex vivo DEXA - 5 ukers behandling med MOR05813

gker benmineraldensiteten ytterligere i femur

Figur 14: Studie pd mus, ex vivo DEXA - 5 ukers behandling med MOR05813

gker benmineraldensiteten ytterligere i ryggraden

Figur 15: Studie pd mus, ex vivo histomorfometri - 2,5 ukers behandling med
MOR05813 gker bendannelsesratene i det appendikulzere skjelettet (distal
femurmetafyse)

Figur 16: Studie pa mus, ex vivo histomorfometri — 2,5 ukers behandling med
MORO05813 gker mineralapposisjonsraten i det appendikulaere skjelettet (distal
femurmetafyse)

Figur 17: Studie pa mus, ex vivo histomorfometri — 2,5 ukers behandling med
MORO05813 gker mineraliseringsoverflaten i det appendikulaere skjelettet (distal
femurmetafyse)
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Figur 18: Studie pa mus, ex vivo histomorfometri - 2,5 ukers behandling med

MORO05813 gker bendannelsesratene i det aksiale skjelettet (lengdevirvel)

Figur 19: Studie pa mus, ex vivo histomorfometri - 2,5 ukers behandling med
MORO05813 pavirker ikke benresorpsjonen i det appendikulaere skjelettet (distal

femurmetafyse), som malt ved osteoklastisk overflate

Figur 20: ELISA som viser effekt av MOR05813_IgG2lambda pa SOST-binding av
LRP6. 0,9 nM SOST ble anvendt i hvert tilfelle

Figur 21: Studie pa mus, in vivo pQCT etter parallell behandling med MOR05813
og zoledronsyre, (A) total benmineraldensitet, (B) totalt benmineralinnhold, (C)
kortikal tykkelse og (D) spongigs benmineraldensitet

Figur 22: Studie p& mus, in vivo pQCT: Behandling med MOR05813 etter
forbehandling med alendronat (alen), (A) total benmineraldensitet, (B) totalt
benmineralinnhold, (C) kortikal tykkelse og (D) spongigs benmineraldensitet

Figur 23: Studie pa mus, in vivo pQCT etter anabolsk parallell behandling med
MORO05813 og (i) anti-DKK1 eller (ii) PTH, (A) total benmineraldensitet, (B) totalt

benmineralinnhold, (C) kortikal tykkelse og (D) spongigs benmineraldensitet

Detaljert beskrivelse

Den foreliggende oppfinnelsen vedrgrer isolerte antistoffer, saerlig humane
antistoffer, som binder spesifikt til sklerostin, og som inhiberer funksjonelle
egenskaper ved sklerostin. I visse utfgrelsesformer er de beskrevne antistoffene
avledet fra saerlige tung- og lettkjedesekvenser og/eller omfatter seerlige
strukturelle trekk slik som CDR-regioner omfattende seerlige
aminosyresekvenser. Oppfinnelsen tilveiebringer et antistoff mot sklerostin
omfattende en polypeptidsekvens i tungkjedens variable region omfattende SEQ
ID NO: 70 og en polypeptidsekvens i lettkjedens variable region omfattende SEQ
ID NO: 81. Det beskrives ogsd isolerte antistoffer, fremgangsmater for
fremstilling av slike antistoffer, immunkonjugater og multivalente eller
multispesifikke molekyler omfattende slike antistoffer og farmasgytiske
sammensetninger inneholdende antistoffene, immunkonjugatene eller de
bispesifikke molekylene ifglge oppfinnelsen. Oppfinnelsen vedrgrer ogsa
fremgangsmater for anvendelse av antistoffene for & inhibere en lidelse eller

tilstand assosiert med neerveeret av sklerostinekspresjon, f.eks. i behandlingen
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av en patologisk lidelse som medieres av sklerostin, eller som er assosiert med

et gkt niva av sklerostin; f.eks. en benrelatert sykdom slik som osteoporose.

For & lette forstdelsen av den foreliggende oppfinnelsen defineres fgrst visse
betegnelser. Ytterligere definisjoner gis gjennom hele den detaljerte
beskrivelsen.

Betegnelsen "omfattende" omfatter "inkludert" samt "bestdende", f.eks. en
sammensetning "omfattende" X kan besta utelukkende av X eller kan inkludere
noe i tillegg f.eks. X + Y.

Betegnelsen "ca." i forbindelse med en tallverdi x betyr for eksempel x£10 %.

Betegnelsen "i det vesentlige" ekskluderer ikke "fullstendig", f.eks. en

sammensetning som er "i det vesentlige fri" for Y, kan vaere fullstendig fri for Y.

Hvis det er ngdvendig, kan betegnelsen "i det vesentlige" utelates fra

definisjonen ifglge oppfinnelsen.

Betegnelsen "immunrespons" betyr pavirkning av for eksempel lymfocytter,
antigenpresenterende celler, fagocyttiske celler, granulocytter og Igselige
makromolekyler produsert av ovenstdende celler eller leveren (inkludert
antistoffer, cytokiner og komplement) som resulterer i selektiv skade pa3,
destruksjon av eller eliminering fra menneskekroppen av invaderende
patogener, celler eller vev infisert med patogener, cancerfremkallende celler,
eller, ved autoimmunitet eller patologisk inflammasjon, normale humane celler

eller vev.

Betegnelsen sklerostin betyr humant sklerostin som definert i SEQ ID NO: 155.
Rekombinant humant sklerostin kan skaffes fra R&D Systems (Minneapolis, MN,
USA; 2006 kat.nr. 1406-ST-025). Rekombinant murint sklerostin / SOST er
kommersielt tilgjengelig fra R&D Systems (Minneapolis, MN, USA; 2006 kat.nr.
1589-ST-025). US-patentnr. 6,395,511 og 6,803,453, og US-patentpublikasjon
20040009535 og 20050106683 vedrgrer antistoffer mot sklerostin generelt.

Betegnelsen "antistoff" inkluderer som anvendt heri hele antistoffer og hvilket
som helst antigenbindende fragment (dvs. "antigenbindende porsjon") eller

enkeltkjeder derav. Et naturlig forekommende "antistoff" er et glykoprotein
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omfattende minst to tunge (H) kjeder og to lette (L) kjeder sammenbundet av
disulfidbindinger. Hver tungkjede bestdr av en variabel region i tungkjeden
(forkortet heri som VH) og en konstant region i tungkjeden. Tungkjedens
konstante region bestar av tre domener, CH1, CH2 og CH3. Hver lettkjede bestar
av en variabel region i lettkjeden (forkortet heri som VL) og en konstant region i
lettkjeden. Lettkjedens konstante region bestar av ett domene, CL. VH- og VL-
regionene kan videre oppdeles i hypervariabilitetsregioner, kalt
komplementaritetsbestemmende regioner (CDR), ispedd regioner som er mer
konservert, kalt strukturregioner (FR). Hver VH og VL er omfattet av tre CDR-er
og fire FR-er, ordnet fra amino-terminal til karboksy-terminal i falgende
rekkefglge: FR1, CDR1l, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Tung- og lettkjedenes
variable regioner inneholder et bindingsdomene som interagerer med et antigen.
Antistoffenes konstante regioner kan mediere bindingen av immunglobulinet til
vertsvev eller -faktorer, inkludert forskjellige immunsystemceller (f.eks.
effektorceller) og den fgrste komponenten (Clq) i det klassiske

komplementsystemet.

Betegnelsen "antigenbindende porsjon" av et antistoff (eller bare
"antigenporsjon") betyr som anvendt heri hele lengden eller én eller flere
fragmenter av et antistoff som bevarer evnen til spesifikt & binde til et antigen
(f.eks. sklerostin). Det er vist at et antistoffs antigenbindende funksjon kan
utfgres av fragmenter av et antistoff av full lengde. Eksempel pa
bindingsfragmenter omfattet av betegnelsen "antigenbindende porsjon" av et
antistoff inkluderer et Fab-fragment, et monovalent fragment bestdende av
domenene V, Vy, C. CH1; et F(ab),-fragment, et bivalent fragment omfattende
to Fab-fragmenter bundet av en disulfidbro ved hengselregionen; et Fd-fragment
bestaende av domenene V4 og CH1; et Fv-fragment bestaende av domenene V,
og V4 med en enkelt arm av et antistoff; et dAb-fragment (Ward et al., 1989
Nature 341:544-546), som bestar av et VH-domene; og en isolert

komplementaritetsbestemmende region (CDR).

Selv om de to domenene av Fv-fragmentet, V. og Vy, er kodet av separate
gener, kan de videre bindes ved anvendelse av rekombinante fremgangsmater
ved en syntetisk binding som gjgr det mulig 8 fremstille dem som en enkelt
proteinkjede i hvilken V.- og Vy4-regionene parer seg for 8 danne monovalente
molekyler (kjent som enkeltkjedet Fv (scFv); se for eksempel Bird et al., 1988
Science 242:423-426; og Huston et al., 1988 Proc. Natl. Acad. Sci. 85:5879-
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5883). Slike enkeltkjedede antistoffer er ogsa ment @ vaere omfattet av
betegnelsen "antigenbindende region" av et antistoff. Disse antistoffragmentene
oppnas ved anvendelse av konvensjonelle teknikker som er kjent for fagmannen,
og fragmentene screenes for @ vaere nyttige pa samme mate som intakte

antistoffer.

Et "isolert antistoff" betyr som anvendt heri et antistoff som er i det vesentlige
fritt for andre antistoffer som har en annen antigenspesifisitet (f.eks. et isolert
antistoff som spesifikt binder sklerostin, er i det vesentlige fritt for antistoffer
som spesifikt binder andre antigener enn sklerostin). Et isolert antistoff som
spesifikt binder sklerostin, kan imidlertid ha kryssreaktivitet overfor andre
antigener, slik som sklerostinmolekyler fra andre arter. Et isolert antistoff kan
videre veere i det vesentlige fritt for annet cellulzert materiale og/eller andre

kjemikalier.

Betegnelsene "monoklonalt antistoff" eller "monoklonal antistoffsammensetning”
betyr som anvendt heri en fremstilling av antistoffmolekyler av enkel molekylzar
sammensetning. En monoklonal antistoffsammensetning viser en enkelt

bindingsspesifisitet og affinitet for en sezerlig epitop.

Betegnelsen "humant antistoff" er som anvendt heri ment a inkludere antistoffer
som har variable regioner i hvilke bade struktur- og CDR-regionene er avledet
fra sekvenser av human opprinnelse. Hvis antistoffet inneholder en konstant
region, er den konstante regionen videre ogsd avledet fra slike humane
sekvenser, f.eks. humane kjgnnscellesekvenser, eller muterte versjoner av
humane kjgnnscellesekvenser eller antistoffholdige konsensusstruktursekvenser
avledet fra human struktursekvenseranalyse som beskrevet i Knappik, et al.
(2000. ] Mol Biol 296,57-86).

De beskrevne humane antistoffene kan inkludere aminosyrerester som ikke
kodes av humane sekvenser (f.eks. mutasjoner introdusert ved tilfeldig eller
stedsspesifikk mutagenese in vitro eller ved somatisk mutasjon in vivo).
Betegnelsen "humant antistoff" er som anvendt heri imidlertid ikke ment &
inkludere antistoffer i hvilke CDR-sekvenser avledet fra kjgnnscellen fra en

annen mammalsk art, slik som en mus, er podet pa humane struktursekvenser.
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Betegnelsen "humant monoklonalt antistoff" betyr antistoffer som viser en enkelt
bindingsspesifisitet, og som har variable regioner i hvilke bade struktur- og CDR-
regionene er avledet fra humane sekvenser. I én utfgrelsesform produseres de
humane monoklonale antistoffene av et hybridom som inkluderer en B-celle
oppnadd fra et transgent ikke-humant dyr, f.eks. en transgen mus, som har et
genom omfattende et humant tungkjedetransgen og et lettkjedetransgen

fusjonert til en immortalisert celle.

Betegnelsen "rekombinant humant antistoff' inkluderer som anvendt heri alle
humane antistoffer som fremstilles, uttrykkes, dannes eller isoleres ved
rekombinante middel, slik som antistoffer isolert fra et dyr (f.eks. en mus) som
er transgene eller transkromosomale for humane immunglobulingener eller et
hydrom fremstilt derfra, antistoffer isolerte fra en vertscelle transformert for &
uttrykke det humane antistoffet, f.eks. fra et transfektom, antistoffer isolert fra
et rekombinant, kombinatorialt humant antistoffbibliotek og antistoffer fremstilt,
uttrykt, dannet eller isolert ved hvilke som helst andre middel som involverer
spleising av alle, eller en porsjon av et humant immunglobulingen, sekvenser til
andre DNA-sekvenser. Slike rekombinante humane antistoffer har variable
regioner i hvilke struktur- og CDR-regionene er avledet fra humane
kjgnnscelleimmunglobulinsekvenser. I visse utfgrelsesformer kan imidlertid slike
rekombinante humane antistoffer utsettes for in vitro-mutagenese (eller nar det
anvendes et dyr som er transgent for humane Ig-sekvenser, in vivo-somatisk
metagenese), og aminosyresekvensene i Vy- og V -regionene i de rekombinante
antistoffene er saledes sekvenser som selv om de er avledet fra og relatert til
humane VH- og VL-kjgnnscellesekvenser, ikke ngdvendigvis finnes naturlig i det

humane antistoffets kjgnnscellerepertoar in vivo.

"Isotype" betyr som anvendt heri antistoffklassen (f.eks. IgM, IgE, IgG slik som

IgG1 eller IgG2) som tilveiebringes ved genene i tungkjedens konstante region.

Betegnelsene "et antistoff som gjenkjenner et antigen' og "et antistoff som er
spesifikt for et antigen" anvendes om hverandre heri med betegnelsen "et

antistoff som binder spesifikt til et antigen”.

Et antistoff som "spesifikt binder til sklerostinpolypeptid", er som anvendt heri
ment & bety et antistoff som binder til sklerostinpolypeptid med en Kp pa 1 x 10

8 M eller mindre, 1 x 10° M eller mindre, eller 1 x 10 M eller mindre. Et
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antistoff som "kryssreagerer med et annet antigen enn sklerostin", er ment 3
bety et antistoff som binder det antigenet med en Ky pa 0,5 x 108 M eller
mindre, 5 x 10° M eller mindre, eller 2 x 10° M eller mindre. Et antistoff som
"ikke kryssreagerer med et sezerlig antigen", er ment @ bety et antistoff som
binder til det antigenet med en Ky pa 1,5 x 10® M eller mer, eller en Ky pa
mellom 5 x 10® M og 10 x 10® M, eller 1 x 107 M eller mer. I visse
utfgrelsesformer viser slike antistoffer som ikke kryssreagerer med antigenet, i
det vesentlige udetekterbar binding mot disse proteinene i

standardbindingsassay.

Et antistoff som "blokkerer den inhiberende effekten av sklerostin i et cellebasert
wnt-signaleringsassay", er som anvendt heri ment 38 bety et antistoff som
gjenoppretter wnt-indusert signalering i naerveer av sklerostin i et cellebasert
STF-assay med en ICsy under 1 mM, 100 nM, 20 nM, 10 nM eller mindre. Slike

STF-assay er neermere beskrevet i eksemplene nedenfor.

Et antistoff som "blokkerer den inhiberende effekten av sklerostin i et cellebasert
mineraliseringsassay", er som anvendt heri ment a8 bety et antistoff som
gjenoppretter BMP2-indusert mineralisering i naerveer av sklerostin i et
cellebasert assay med en ICsq under 1 mM, 500 nM, 100 nM, 10 nM, 1 nM eller

mindre. Et slikt assay er naermere beskrevet i eksemplene nedenfor.

Et antistoff som "blokkerer den inhiberende effekten av sklerostin i Smadl-
fosforyleringsassay", er som anvendt heri ment & bety et antistoff som
gjenoppretter BMP6-indusert Smad1l-fosforylering i naerveer av sklerostin i et
cellebasert assay med en ICsq under 1 mM, 500 nM, 100 nM, 10 nM, 1 nM eller

mindre. Et slikt assay er naermere beskrevet i eksemplene nedenfor.

Et antistoff som "inhiberer binding av sklerostin til LRP-6", betyr som anvendt
heri et antistoff som inhiberer sklerostinbinding til LRP-6 med en ICsg p§ 1 mM,
500 nM, 100 nM, 10 nM, 5nM, 3 nM, 1 nM eller mindre. Et slikt assay er

narmere beskrevet i eksemplene nedenfor.

Et antistoff som "gker bendannelse og -masse og -densitet", betyr som anvendt
heri et antistoff som er i stand til & nd@ bendannelse, -masse og -densitet pa
nivaet for daglig intermitterende behandling med hgy anabol dose av PTH som

vist i eksempel 10.
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Betegnelsen "K,ssoc" €ller "K;" er som anvendt heri ment a bety assosiasjonsraten
til en seerlig antistoff-antigen-interaksjon, mens betegnelsen "Kg" eller "Kp" som
anvendt heri er ment & bety dissosiasjonsraten til en szerlig antistoff-antigen-
interaksjon. Betegnelsen "Kp" er som anvendt heri ment & bety
dissosiasjonskonstanten, som oppnas fra forholdet mellom Ky og K, (dvs. Kuq/Ka)
og uttrykkes som en molkonsentrasjon (M). Kp-verdier for antistoffer kan
bestemmes ved anvendelse av fremgangsmater som er veletablert i teknikken.
En fremgangsmate for bestemmelse av Ky for et antistoff er ved anvendelse av
overflateplasmonresonans, eller ved anvendelse av et biosensorsystem slik som

et Biacore®-system.

Betegnelsen "affinitet" betyr som anvendt heri interaksjonsstyrken mellom
antistoff og antigen ved enkelte antigeniske steder. Innenfor hvert antigenisk
sted interagerer den variable regionen i antistoffets "arm" gjennom svake ikke-
kovalente krefter med antigen ved atskillige steder; jo flere interaksjoner det er,

desto sterkere er affiniteten.

Betegnelsen "aviditet" betyr som anvendt heri en informativ maling av antistoff-
antigen-kompleksets samlede stabilitet eller styrke. Den reguleres av tre viktige
faktorer: antistoffepitopaffinitet; bade antigenets og antistoffets valens; og det
strukturelle arrangementet av de interagerende delene. Disse faktorene
definerer til slutt antistoffets spesifisitet, dvs. sannsynligheten for at det seerlige

antistoffet binder til en presis antigenepitop.

For @ oppna en probe med hgyere aviditet kan det konstrueres et dimerkonjugat,
hvilket sdledes gjor at interaksjoner med lav affinitet (slik som med
kjgnnscelleantistoffet) enklere detekteres av FACS. Et annet middel for & gke
antigenbindingens aviditet involverer i tillegg generering av dimerer, trimerer
eller multimerer av hvilke som helst av konstruksjonene beskrevet heri av
antistoffene mot sklerostin. Slike multimerer kan genereres gjennom kovalent
binding mellom individuelle moduler, f.eks. ved & imitere den naturlige C-til-N-
terminale bindingen eller ved & imitere antistoffdimerer som holdes sammen
gjennom deres konstante regioner. Bindingene konstruert inn i Fc/Fc-
grensesnittet kan vaere kovalente eller ikke-kovalente. Andre dimeriserings- eller
multimeriseringspartnere enn Fc kan i tillegg anvendes i sklerostinhybrider for &

danne slike strukturer av hgyere orden. Det er for eksempel mulig & anvende
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multimeriseringsdomener slik som trimeriseringsdomenet beskrevet i Borean
(W02004039841) eller pentameriseringsdomenet beskrevet i den publiserte
patentsgknaden WQ098/18943.

Betegnelsen "kryssreaktivitet" betyr som anvendt heri et antistoff eller en
populasjon av antistoffer som binder til epitoper pa andre antigener. Dette kan
veere forarsaket enten av antistoffets lave aviditet eller spesifisitet eller av flere
distinktive antigener som har identiske eller svaert lignende epitoper.
Kryssreaktivitet er av og til gnskelig ndr det gnskes generell binding til en
relatert gruppe av antigener eller ved forsgk p@ kryssmerking av arter nar

antigenepitopsekvensen ikke er sveert konservert i evolusjon.

Betegnelsen "hgy affinitet" for et IgG-antistoff betyr som anvendt heri et
antistoff som har en Kp pa 10 M eller mindre, 10° M eller mindre, eller 1071° M
eller mindre for et malantigen. Binding med "hgy affinitet" kan imidlertid variere
for andre antistoffisotyper. Binding med "hgy affinitet" for en IgM-isotype betyr
for eksempel et antistoff som har en Kp pa 10”7 M eller mindre, eller 108 M eller

mindre.

Betegnelsen "individ" inkluderer som anvendt heri hvilke som helst humane eller
ikke-humane dyr. Betegnelsen "ikke-humane dyr" inkluderer alle virveldyr, f.eks.
pattedyr og ikke-pattedyr, slik som ikke-humane primater, sauer, hunder,

katter, hester, kyr, kyllinger, amfibier, reptiler osv.

Betegnelsen "optimalisert" betyr som anvendt heri at en nukleotidsekvens er
endret for & kode for en aminosyresekvens ved anvendelse av kodoner som
foretrukket er i produksjonscellen eller -organismen, generelt en eukaryotisk
celle, f.eks. en celle av Pichia eller Trichoderma, en eggstokkcelle fra kinesisk
hamster (CHO) eller en human celle. Den optimaliserte nukleotidsekvensen er
konstruert for & bevare hele eller s3 mye som mulig av aminosyresekvensen
opprinnelig kodet av startnukleotidsekvensen, som ogsa er kjent som "parental"-
sekvensen. De optimaliserte sekvensene heri er konstruert for & ha kodoner som
er foretrukket i pattedyrceller, men optimalisert ekspresjon av disse sekvensene
i andre eukaryotiske celler er imidlertid ogsa betraktet heri.
Aminosyresekvensene kodet av optimaliserte nukleotidsekvenser betegnes ogsa

optimaliserte.
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Forskjellige aspekter ved oppfinnelsen er nzermere beskrevet i fglgende

underavsnitt.

Standardassay for @ evaluere bindingsevnen til antistoffene mot sklerostin av
forskjellig art er kjent i teknikken, inkludert for eksempel ELISA, Western blot og
RIA. Egnede assay er narmere beskrevet i eksemplene. Antistoffenes
bindingskinetikk  (f.eks.  bindingsaffiniteten) kan ogsa vurderes ved
standardassay som er kjent i teknikken, slik som ved Biacore-analyse. Assay for
& evaluere antistoffenes effekter pd funksjonelle egenskaper ved sklerostin
(f.eks. reseptorbinding, forebygging eller forbedring av osteolyse) er naermere

beskrevet i eksemplene.

Et antistoff som "inhiberer" én eller flere av disse funksjonelle
sklerostinegenskapene  (f.eks. biokjemiske, immunkjemiske, cellulzere,
fysiologiske eller andre biologiske aktiviteter eller lignende) som bestemt ifglge
metoder som er kjent i teknikken og beskrevet heri, skal fglgelig forstds &
vedrgre en statistisk signifikant reduksjon i den seerlige aktiviteten i forhold til
den observert i fravaer av antistoffet (eller ndr et kontrollantistoff av irrelevant
spesifisitet er til stede). Et antistoff som inhiberer sklerostinaktivitet pavirker
sadan statistisk signifikant reduksjon med minst 10 % av den malte
parameteren, med minst 50 %, 80 % eller 90 %, og i visse utfgrelsesformer kan
et antistoff ifglge oppfinnelsen inhibere mer enn 95 %, 98 % eller 99% av

funksjonell sklerostinaktivitet.

Betegnelsene "kryssblokkere", "kryssblokkert" og "kryssblokkering" anvendes
om hverandre heri for @ bety et antistoffs eller andre bindemiddels evne til a
interferere med bindingen av andre antistoffer eller bindemiddel til sklerostin i et

standard kompetitivt bindingsassay.

Den evne eller grad til hvilken et antistoff eller andre bindemiddel er i stand til &
interferere med bindingen av et annet antistoff eller bindingsmolekyl til
sklerostin, og derfor hvorvidt det kan sies @ kryssblokkere ifglge beskrivelsen,
kan bestemmes ved anvendelse av standard kompetitive bindingsassay. Ett
egnet assay involverer anvendelsen av Biacore-teknologien (f.eks. ved
anvendelse av BIAcore 3000-instrumentet (Biacore, Uppsala, Sverige)), som kan

male omfanget av interaksjoner ved anvendelse av
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overflateplasmonresonansteknologi. ~Et annet assay for maling av

kryssblokkering anvender en ELISA-basert fremgangsmate.

Ytterligere detaljer om begge fremgangsmatene gis i eksemplene.

Ifglge beskrivelsen binder et kryssblokkeringsantistoff eller annet bindemiddel til
sklerostin i det beskrevne BIAcore-kryssblokkeringsassayet slik at den
registrerte bindingen av kombinasjonen (blandingen) av antistoffene eller
bindemidlene er mellom 80 % og 0,1 % (f.eks. 80 % til 4 %) av den maksimale
teoretiske bindingen, spesifikt mellom 75 % og 0,1 % (f.eks. 75 % til 4 %) av
den maksimale teoretiske bindingen, og naermere bestemt mellom 70 % og
0,1 % (f.eks. 70 % til 4 %), og naermere bestemt mellom 65 % og 0,1 % (f.eks.
65 % til 4 %) av den maksimale teoretiske bindingen (som definert ovenfor) av

de to antistoffene eller bindemidlene i kombinasjon.

Et antistoff er definert som a kryssblokkere i ELISA-assayet som beskrevet i
eksemplene hvis antistoffet mot sklerostin i lgsningsfase er i stand til a forarsake
en reduksjon pa mellom 60 % og 100 %, spesifikt mellom 70 % og 100 % og
naermere bestemt mellom 80 % og 100 % av sklerostindetekteringssignalet
(dvs. mengden av sklerostin bundet av det overtrukne antistoffet) sammenlignet
med sklerostindetekteringssignalet oppnadd i fraveer av antistoffet mot

sklerostin i Igsningsfase (dvs. de positive kontrollbrgnnene).

Monoklonale antistoffer

Antistoffer beskrevet heri inkluderer de humane monoklonale antistoffene, isolert
som beskrevet i eksemplene. Vy-aminosyresekvensene i de beskrevne isolerte
antistoffene er vist i SEQ ID NO: 69-77. V_-aminosyresekvensene i de beskrevne
isolerte antistoffene er vist i henholdsvis SEQ ID NO: 80-88. De tilsvarende
foretrukne aminosyresekvensene i tungkjeden av full lengde i beskrevne
antistoffer er vist i SEQ ID NO:113-121. De tilsvarende foretrukne
aminosyresekvensene i lettkjeden av full lengde av beskrevne antistoffer er vist i
henholdsvis SEQ ID NO:124-132. Andre antistoffer inkluderer aminosyrer som
er mutert, men som likevel har minst 60, 70, 80, 90 eller 95 prosent eller mer
identitet i CDR-regionene med CDR- regionene illustrert i sekvensene beskrevet

ovenfor. I noen utfgrelsesformer inkluderer beskrivelsen
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mutantaminosyresekvenser hvori hgyst 1, 2, 3, 4 eller 5 aminosyrer er mutert i
CDR-regionene ved sammenligning med CDR-regionene illustrert i sekvensen

beskrevet ovenfor.

Tungkjedens variable parental-nukleotidsekvenser er vist i SEQ ID NO 89-90.
Tungkjedens variable parental-nukleotidsekvenser er vist i SEQ ID NO 100-101.
Nukleotidsekvenser i lettkjeden av full lengde optimalisert for ekspresjon i en
pattedyrcelle er vist i SEQ ID NO 146-154. Nukleotidsekvenser i tungkjeden av
full lengde optimalisert for ekspresjon i en pattedyrcelle er vist i SEQ ID NO 135-
143. Aminosyresekvenser i lettkjeden av full lengde kodet av optimaliserte
nukleotidsekvenser i lettkjeden er wvist i SEQ ID NO 124-132.
Aminosyresekvenser i tungkjeden av full lengde kodet av optimaliserte
nukleotidsekvenser i tungkjeden er vist i SEQ ID NO 113-121. Andre antistoffer
inkluderer aminosyrer eller nukleinsyrer som er mutert, men som likevel har
minst 60, 70, 80, 90 eller 95 prosent eller mer identitet med sekvensene
beskrevet ovenfor. I noen utfgrelsesformer inkluderer oppfinnelsen
mutantaminosyresekvenser hvori ikke mer enn 1, 2, 3, 4 eller 5 aminosyrer er
mutert i de variable regionene ved sammenligning med de variable regionene
illustrert i sekvensen beskrevet ovenfor, samtidig som i det vesentlige samme

terapeutiske aktivitet beholdes.

Siden hvert av disse antistoffene kan binde til sklerostin, kan Vy, V.,
lettkjedesekvensen av full lengde og tungkjedesekvensene av full lengde
(nukleotidsekvenser og aminosyresekvenser) "blandes og matches" for @ danne
andre antisklerostinbindende molekyler ifglge oppfinnelsen. Sklerostinbinding av
slike "blandede og matchede" antistoffer kan testes ved anvendelse av
bindingsassayet beskrevet ovenfor og i eksemplene (f.eks. ELISA). Nar disse
kjedene blandes og matches, bgr en Vy-sekvens fra en saerlig Vu/V -paring
erstattes med en strukturelt lignende Vy-sekvens. Likeledes bgr en
tungkjedesekvens av full lengde fra en saerlig tungkjede/lettkjede-paring av full
lengde erstattes med en strukturelt lignende tungkjedesekvens av full lengde. En
V. -sekvens fra en saerlig Vy/V -paring bgr likeledes erstattes med en strukturelt
lignende V| -sekvens. Likeledes bgr en lettkjedesekvens av full lengde fra en
sarlig tungkjede/lettkjede-paring av full lengde utbyttes med en strukturelt
lignende lettkjedesekvens av full lengde. I ett aspekt tilveiebringer beskrivelsen
fglgelig et isolert monoklonalt antistoff eller antigenbindingsregion derav som

har: en tungkjedes variable region omfattende en aminosyresekvens valgt fra
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gruppen bestdende av SEQ ID NO: 69-77; og en lettkjedes variable region
omfattende en aminosyresekvens valgt fra gruppen bestaende av SEQ ID NO:
80-88; hvori antistoffet spesifikt binder til sklerostin.

I et annet aspekt tilveiebringer beskrivelsen:

(i) et isolert monoklonalt antistoff som har: en tungkjede av full lengde
omfattende en aminosyresekvens som er optimalisert for ekspresjon i en
pattedyrcelle valgt fra gruppen bestdende av SEQ ID NO:113-121; og en
lettkjede av full lengde omfattende en aminosyresekvens som er optimalisert for
ekspresjon i en pattedyrcelle valgt fra gruppen bestdende av SEQ ID NO:124-
132; eller

(ii) et funksjonelt protein omfattende en antigenbindingsporsjon derav.

I et annet aspekt tilveiebringer beskrivelsen:

(i) et isolert monoklonalt antistoff som har: en tungkjede av full lengde
omfattende en nukleotidsekvens som er optimalisert for ekspresjon i en
pattedyrcelle valgt fra gruppen bestdende av SEQ ID NO:135-143; og en
lettkjede av full lengde omfattende en nukleotidsekvens som er optimalisert for
ekspresjon i en pattedyrcelle valgt fra gruppen bestdende av SEQ ID NO:146-
154; eller

(i) et funksjonelt protein omfattende en antigenbindingsporsjon derav.

I enda et annet aspekt tilveiebringer beskrivelsen antistoffer som omfatter
CDR1-ene, CDR2-ene og CDR3-ene i tung- og lettkjeden i antistoffene, eller
kombinasjoner derav. Aminosyresekvensene i Vy CDR1-ene i antistoffene er vist
i SEQ ID NO: 1-11. Aminosyresekvensene i Vy CDR2-ene i antistoffene er vist i
SEQ ID NO: 12-22. Aminosyresekvensene i Vy CDR3-ene i antistoffene er vist i
SEQ ID NO: 23-33. Aminosyresekvensene i V|, CDR1-ene i antistoffene er vist i
SEQ ID NO: 34-44. Aminosyresekvensene i V|, CDR2-ene i antistoffene er vist i
SEQ ID NO: 45-55. Aminosyresekvensene i V| CDR3-ene i antistoffene er vist i
SEQ ID NO: 56-66. CDR-regionene er avgrenset ved anvendelse av Kabat-
systemet (Kabat, E. A., et al., 1991 Sequences of Proteins of Immunological
Interest, 5. utg., U.S. Department of Health and Human Services, NIH
Publication nr. 91-3242).
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Forutsatt at hvert av disse antistoffene kan binde til sklerostin, og at
antigenbindende spesifisitet tilveiebringes primaert ved CDR1-, -2- og -3-
regionene, kan Vy CDR1-, 2- og 3-sekvensene og V| CDR1-, 2- og 3-sekvensene
"blandes og matches" (dvs. CDR-er fra forskjellige antistoffer kan blandes og
matches), selv om hvert antistoff ma inneholde en Vy CDR1, -2 og -3 og en V.,
CDR1, -2 og -3 for @ danne andre antisklerostinbindingsmolekyler ifglge
oppfinnelsen. Sklerostinbinding av slike "blandede og matchede" antistoffer kan
testes ved anvendelse av bindingsassayet beskrevet ovenfor og i eksemplene
(f.eks. ELISA). Nar V. CDR-sekvenser blandes og matches, bgr CDR1-, CDR2-
og/eller CDR3-sekvensen fra en saerlig Vy-sekvens erstattes med strukturelt
lignende CDR-sekvens(er). Nar V, CDR-sekvenser blandes og matches, bgr
likeledes CDR1-, CDR2- og/eller CDR3-sekvensen fra en seerlig V -sekvens
erstattes med strukturelt lignende CDR-sekvens(er). Det vil uten videre veere
apenbart for fagmannen at hittil ukjente V- og V.-sekvenser kan dannes ved
substituering av én eller flere Vy og/eller V. CDR-regionsekvenser med
strukturelt lignende sekvenser fra CDR-sekvensene vist heri for monoklonale

antistoffer ifglge den foreliggende oppfinnelsen.

Et isolert monoklonalt antistoff, eller en antigenbindingsregion derav, har: en
CDR1 i tungkjedens variable region omfattende en aminosyresekvens valgt fra
gruppen bestaende av SEQ ID NO: 1-11; en CDR2 i tungkjedens variable region
omfattende en aminosyresekvens valgt fra gruppen bestaende av SEQ ID NO:
12-22; en CDR3 i tungkjedens variable region omfattende en aminosyresekvens
valgt fra gruppen bestdende av SEQ ID NO: 23-33; en CDR1 i lettkjedens
variable region omfattende en aminosyresekvens valgt fra gruppen bestdende av
SEQ ID NO: 34-44; en CDR2 i lettkjedens variable region omfattende en
aminosyresekvens valgt fra gruppen bestdende av SEQ ID NO: 45-55; og en
CDR3 i lettkjedens variable region omfattende en aminosyresekvens valgt fra
gruppen bestdende av SEQ ID NO: 56-66; hvori antistoffet spesifikt binder

sklerostin.

I en viss utfgrelsesform omfatter antistoffet: en CDR1 i tungkjedens variable
region med SEQ ID NO: 3; en CDR2 i tungkjedens variable region med SEQ ID
NO: 14; en CDR3 i tungkjedens variable region med SEQ ID NO: 25; en CDR1 i
lettkjedens variable region med SEQ ID NO: 36; en CDR2 i lettkjedens variable
region med SEQ ID NO: 47; og en CDR3 i lettkjedens variable region med SEQ
ID NO: 58.
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I en viss utfgrelsesform omfatter antistoffet: en CDR1 i tungkjedens variable
region med SEQ ID NO: 4; en CDR2 i tungkjedens variable region med SEQ ID
NO: 15; en CDR3 i tungkjedens variable region med SEQ ID NO: 26; en CDR1 i
lettkjedens variable region med SEQ ID NO: 37; en CDR2 i lettkjedens variable
region med SEQ ID NO: 48; og en CDR3 i lettkjedens variable region med SEQ
ID NO: 59.

I en viss utfgrelsesform omfatter antistoffet: en CDR1 i tungkjedens variable
region med SEQ ID NO: 5; en CDR2 i tungkjedens variable region med SEQ ID
NO: 16; en CDR3 i tungkjedens variable region med SEQ ID NO: 27; en CDR1 i
lettkjedens variable region med SEQ ID NO: 38; en CDR2 i lettkjedens variable
region med SEQ ID NO: 49; og en CDR3 i lettkjedens variable region med SEQ
ID NO: 60.

I en viss utfgrelsesform omfatter antistoffet: en CDR1 i tungkjedens variable
region med SEQ ID NO: 6; en CDR2 i tungkjedens variable region med SEQ ID
NO: 17; en CDR3 i tungkjedens variable region med SEQ ID NO: 28; en CDR1 i
lettkjedens variable region med SEQ ID NO: 39; en CDR2 i lettkjedens variable
region med SEQ ID NO: 50; og en CDR3 i lettkjedens variable region med SEQ
ID NO: 61.

I en viss utfgrelsesform omfatter antistoffet: en CDR1 i tungkjedens variable
region med SEQ ID NO: 7; en CDR2 i tungkjedens variable region med SEQ ID
NO: 18; en CDR3 i tungkjedens variable region med SEQ ID NO: 29; en CDR1 i
lettkjedens variable region med SEQ ID NO: 40; en CDR2 i lettkjedens variable
region med SEQ ID NO: 51; og en CDR3 i lettkjedens variable region med SEQ
ID NO: 62.

I en viss utfgrelsesform omfatter antistoffet: en CDR1 i tungkjedens variable
region med SEQ ID NO: 8; en CDR2 i tungkjedens variable region med SEQ ID
NO: 19; en CDR3 i tungkjedens variable region med SEQ ID NO: 30; en CDR1 i
lettkjedens variable region med SEQ ID NO: 41; en CDR2 i lettkjedens variable
region med SEQ ID NO: 52; og en CDR3 i lettkjedens variable region med SEQ
ID NO: 63.
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I en viss utfgrelsesform omfatter antistoffet: en CDR1 i tungkjedens variable
region med SEQ ID NO: 9; en CDR2 i tungkjedens variable region med SEQ ID
NO: 20; en CDR3 i tungkjedens variable region med SEQ ID NO: 31; en CDR1 i
lettkjedens variable region med SEQ ID NO: 42; en CDR2 i lettkjedens variable
region med SEQ ID NO: 53; og en CDR3 i lettkjedens variable region med SEQ
ID NO: 64.

I en viss utfgrelsesform omfatter antistoffet: en CDR1 i tungkjedens variable
region med SEQ ID NO: 10; en CDR2 i tungkjedens variable region med SEQ ID
NO: 21; en CDR3 i tungkjedens variable region med SEQ ID NO: 32; en CDR1 i
lettkjedens variable region med SEQ ID NO: 43; en CDR2 i lettkjedens variable
region med SEQ ID NO: 54; og en CDR3 i lettkjedens variable region med SEQ
ID NO: 65.

I en viss utfgrelsesform omfatter antistoffet: en CDR1 i tungkjedens variable
region med SEQ ID NO: 11; en CDR2 i tungkjedens variable region med SEQ ID
NO: 22; en CDR3 i tungkjedens variable region med SEQ ID NO: 33; en CDR1 i
lettkjedens variable region med SEQ ID NO: 44; en CDR2 i lettkjedens variable
region med SEQ ID NO: 55; og en CDR3 i lettkjedens variable region med SEQ
ID NO: 66.

Et humant antistoff omfatter som anvendt heri tung- eller lettkjedens variable
regioner eller tung- eller lettkjeder av full lengde som er "produktet av" eller
"avledet fra" en seerlig kjgnnscellesekvens hvis antistoffets variable regioner eller
kjeder av full lengde oppnds fra et system som anvender humane
kjgnnscelleimmunglobulingener. Slike systemer inkluderer immunisering av en
transgen mus som baerer humane immunglobulingener med antigenet av
interesse eller screening av et humant immunglobulingenbibliotek vist pa fag
med antigenet av interesse. Et humant antistoff som er "produktet av" eller
"avledet fra" en human kjgnnscelleimmunglobulinsekvens, kan identifiseres som
sadant ved 8 sammenligne aminosyresekvensen av det humane antistoffet mot
aminosyresekvensene av humane kjgnnscelleimmunglobuliner og seleksjon av
den humane kjgnnscelleimmunglobulinsekvensen som i sekvens er naermest

(dvs. stgrst % identitet) sekvensen i det humane antistoffet. Et humant antistoff

som er "produktet av eller "avledet fra en seerlig  human
kjgnnscelleimmunglobulinsekvens, kan inneholde aminosyreforskjeller

sammenlignet med kjgnnscellesekvensen, pa grunn av for eksempel naturlig
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forekommende somatiske mutasjoner eller bevisst introduksjon av stedsrettet
mutasjon. Et valgt humant antistoff er imidlertid typisk minst 90 % identisk i
aminosyresekvens med en aminosyresekvens som er kodet av et humant
kjgnnscelleimmunglobulingen, og inneholder aminosyrerester som identifiserer
det humane antistoffet som humant ved sammenligning med
kjgnnscelleimmunglobulinaminosyresekvensene av andre arter (f.eks. murine
kjgnnscellesekvenser). I visse tilfeller kan et humant antistoff veere minst 60 %,
70 %, 80 %, 90 % eller minst 95 %, eller ogsd minst 96 %, 97 %, 98 % eller
99 % identisk i aminosyresekvens med aminosyresekvensen som er kodet av
kjgnnscelleimmunglobulingenet. Et humant antistoff avledet fra en sarlig human
kjgnnscellesekvens vil typisk vise hgyst 10 aminosyreforskjeller fra
aminosyresekvensen som er kodet av det humane
kjgnnscelleimmunglobulingenet. I visse tilfeller kan det humane antistoffet vise
hoyst 5, eller ogsa hgyst 4, 3, 2 eller 1 aminosyreforskjell fra
aminosyresekvensen som er kodet av kjgnnscelleimmunglobulingenet. I noen
utfgrelsesformer er kjgnnscelleimmunglobulinaminosyresekvenser valgt fra dem
omfattende de variable tungkjedesekvensene bestaende av henholdsvis SEQ ID
NO:67-68, og de variable lettkjedesekvensene bestaende av henholdsvis SEQ ID
NO:78-79.

Homologe antistoffer

I enda en annen utfgrelsesform har et beskrevet antistoff tung- og
lettkjedeaminosyresekvenser av full lengde; tung- og
lettkjedenukleotidsekvenser av full lengde, tung- og lettkjedenukleotidsekvenser
i den variable regionen eller tung- og lettkjedeaminosyresekvenser i den variable
regionen som er homologe med aminosyre- og nukleotidsekvensene i
antistoffene beskrevet heri, og hvori antistoffene bevarer de gnskede

funksjonelle egenskapene til antistoffene mot sklerostin ifglge oppfinnelsen.

Beskrivelsen tilveiebringer for eksempel et isolert monoklonalt antistoff (eller et
funksjonelt protein omfattende en antigenbindingsporsjon derav) omfattende en
variabel region i tungkjeden og en variabel region i lettkjeden, hvori:
tungkjedens variable region omfatter en aminosyresekvens som er minst 80 %
identisk med en aminosyresekvens valgt fra gruppen bestdende av SEQ ID NO:

67-77; lettkjedens variable region omfatter en aminosyresekvens som er minst
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80 % identisk med en aminosyresekvens valgt fra gruppen bestdende av SEQ ID
NO: 78-88; antistoffet binder spesifikt til sklerostin, og antistoffet viser minst én
av fglgende funksjonelle egenskaper: antistoffet blokkerer den inhiberende
effekten av sklerostin i et cellebasert wnt-signaleringsassay, antistoffet blokkerer
inhiberende effekt av sklerostin i et cellebasert mineraliseringsassay eller
blokkerer inhiberende effekt av sklerostin i Smadl-fosforyleringsassay eller
antistoffet inhiberer binding av sklerostin til LRP-6 eller antistoffet gker

bendannelse og -masse og -densitet.

I et ytterligere eksempel tilveiebringer beskrivelsen et isolert monoklonalt
antistoff, (eller et funksjonelt protein omfattende en antigenbindingsporsjon
derav) omfattende en tungkjede av full lengde og en lettkjede av full lengde,
hvori: tungkjeden av full lengde omfatter en aminosyresekvens som er minst
80 % identisk med en aminosyresekvens valgt fra gruppen bestdende av SEQ ID
NO 111-121; lettkjeden av full lengde omfatter en aminosyresekvens som er
minst 80 % identisk med en aminosyresekvens valgt fra gruppen bestdende av
SEQ ID NO 122-132; antistoffet binder spesifikt til sklerostin og antistoffet viser
minst én av fglgende funksjonelle egenskaper: antistoffet blokkerer den
inhiberende effekten av sklerostin i et cellebasert wnt-signaleringsassay,
antistoffet blokkerer inhiberende effekt av sklerostin i et cellebasert
mineraliseringsassay eller blokkerer inhiberende effekt av sklerostin i Smadl-
fosforyleringsassay eller antistoffet inhiberer binding av sklerostin til LRP-6 eller

antistoffet gker bendannelse og -masse og -densitet.

I et annet eksempel tilveiebringer beskrivelsen et isolert monoklonalt antistoff
(eller et funksjonelt protein omfattende en antigenbindingsporsjon derav)
omfattende en tungkjede av full lengde og en lettkjede av full lengde, hvori:
tungkjeden av full lengde kodes av en nukleotidsekvens som er minst 80 %
identisk med en nukleotidsekvens valgt fra gruppen bestaende av SEQ ID NO
133-143; lettkjeden av full lengde omfatter en nukleotidsekvens som er minst
80 % identisk med en nukleotidsekvens valgt fra gruppen bestdende av SEQ ID
NO 144-154; antistoffet binder spesifikt til sklerostin og antistoffet viser minst
én av fglgende funksjonelle egenskaper: antistoffet blokkerer den inhiberende
effekten av sklerostin i et cellebasert wnt-signaleringsassay, antistoffet blokkerer
inhiberende effekt av sklerostin i et cellebasert mineraliseringsassay eller

blokkerer inhiberende effekt av sklerostin i Smadl-fosforyleringsassay eller
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antistoffet inhiberer binding av sklerostin til LRP-6 eller antistoffet gker

bendannelse og -masse og -densitet.

I forskjellige utfgrelsesformer kan antistoffet vise én eller flere, to eller flere eller
tre av de funksjonelle egenskapene drgftet ovenfor. Antistoffet kan vaere for

eksempel et humant antistoff, et humanisert antistoff eller et kimaert antistoff.

I andre utfgrelsesformer kan Vy- og/eller V -aminosyresekvensene vaere 50 %,
60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % eller 99 % identisk med
sekvensene anfgrt ovenfor. I andre utfgrelsesformer kan Vy-og/eller V.-
aminosyresekvensene vaere identiske bortsett fra en aminosyresubstitusjon i
hgyst 1, 2, 3, 4 eller 5 aminosyreposisjoner. Et antistoff som har Vy- og V.-
regioner som har hgy (dvs. 80 % eller stgrre) identitet med V- og V -regionene
med henholdsvis SEQ ID NO 67-77 og SEQ ID NO 78-88, kan oppnas ved
mutagenese (f.eks. stedsrettet eller PCR-mediert mutagenese) av
nukleinsyremolekyler som koder for henholdsvis SEQ ID NO: 89-99 og 100-110,
etterfulgt av testing av det kodede endrede antistoffet for tilbakeholdt funksjon
(dvs. funksjonene anfgrt ovenfor) ved anvendelse av de funksjonelle assayene

beskrevet heri.

I andre utfgrelsesformer kan aminosyresekvensene i tung- og/eller lettkjeden av
full lengde veere 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % eller
99 % identisk med sekvensene anfgrt ovenfor. Et antistoff som har en tungkjede
av full lengde og en lettkjede av full lengde som har hagy (dvs. 80 % eller stgrre)
identitet med henholdsvis tungkjedene av full lengde med en av SEQ ID NO
111-121 og lettkjeder av full lengde med en av SEQ ID NO 122-132, kan
oppnds ved mutagenese (f.eks. stedsrettet eller PCR-mediert mutagenese) av
nukleinsyremolekyler som koder for henholdsvis SEQ ID NO 133-143 og SEQ ID
NO 144-154, etterfulgt av testing av det kodede endrede antistoffet for bevart
funksjon (dvs. funksjonene anfgrt ovenfor) ved anvendelse av det funksjonelle

assayet beskrevet heri.

I andre utfgrelsesformer kan nukleotidsekvensene i tung- og/eller lettkjeden av
full lengde vaere 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % eller 99 %

identisk med sekvensene anfgrt ovenfor.
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I andre utfgrelsesformer kan nukleotidsekvensene i tung- og/eller lettkjedens
variable regioner veere 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % eller

99 % identisk med sekvensene anfgrt ovenfor.

Prosentidentiteten mellom de to sekvensene er som anvendt heri en funksjon av
antallet av identiske posisjoner delt mellom sekvensene (dvs. % identitet =
antall av identiske posisjoner / totalt antall av posisjoner x 100), idet det tas
hensyn til antallet gap og lengden av hvert gap, som ma introduseres for optimal
sammenstilling av de to sekvensene. Sammenligningen av sekvenser og
bestemmelsen av prosentvis identitet mellom to sekvenser kan oppnds ved
anvendelse av en matematisk algoritme, som beskrevet i de ikke-begrensende

eksemplene nedenfor.

Den prosentvise identiteten mellom to aminosyresekvenser kan bestemmes ved
anvendelse av algoritmen i E. Meyers and W. Miller (Comput. Appl. Biosci.,
4:11-17, 1988) som er inkorporert i ALIGN-programmet (versjon 2.0), ved
anvendelse av en PAM120 vektresttabell, en gaplengdestraff pa 12 og en
gapstraff pa 4. Den prosentvise identiteten mellom to aminosyresekvenser kan i
tilegg bestemmes ved anvendelse av Needleman and Wunsch (J. Mol, Biol.
48:444-453, 1970)-algoritmen som er inkorporert i GAP-programmet i GCG-
programvarepakken (tilgjengelig pa http://www.gcg.com), ved anvendelse av
enten en Blossom 62-matrise eller en PAM250-matrise, og en gapvekt pa 16, 14,
12, 10, 8, 6 eller 4 og en lengdevekt pa 1, 2, 3, 4, 5 eller 6.

Proteinsekvensene ifglge den foreliggende oppfinnelsen kan i tillegg eller
alternativt ytterligere anvendes som en "sgkesekvens" for @ utfgre et sgk mot
offentlige databaser for eksempel for @ identifisere relaterte sekvenser. Slike sgk
kan utfgres ved anvendelse av XBLAST-programmet (versjon 2.0) fra Altschul, et
al., 1990 J.Mol. Biol. 215:403-10. BLAST-proteinsgk kan utfgres med XBLAST-
programmet, score = 50, ordlengde = 3 for @ oppna aminosyresekvenser som er
homologe med antistoffmolekylene ifglge oppfinnelsen. For & oppna gappede
sammenstillinger for sammenligningsformal kan Gapped BLAST benyttes som
beskrevet i Altschul et al., 1997 Nucleic Acid Res. 25(17):3389-3402. Ved
anvendelse av BLAST- og Gapped BLAST-programmer kan det anvendes
standardparametere av de respektive programmer (f.eks. XBLAST og NBLAST).

Se http:www.ncbi.nhn.nih.gov.
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Antistoffer med konservative modifiseringer

I visse utfgrelsesformer har et beskrevet antistoff en variabel region i
tungkjeden omfattende CDR1-, CDR2- og CDR3-sekvenser og en variabel region
i lettkjeden omfattende CDR1-, CDR2- og CDR3-sekvenser, hvori én eller flere
av disse CDR-sekvensene har spesifiserte aminosyresekvenser basert pa
antistoffene beskrevet heri eller konservative modifiseringer derav, og hvori
antistoffene bevarer de gnskede funksjonelle egenskapene til antistoffer mot
sklerostin ifglge oppfinnelsen. Beskrivelsen tilveiebringer fglgelig et isolert
monoklonalt antistoff, eller et funksjonelt protein omfattende en
antigenbindingsporsjon derav, bestdende av en tungkjedes variable region
omfattende CDR1-, CDR2- og CDR3-sekvenser og en lettkjedes variable region
omfattende CDR1-, CDR2- 0og CDR3-sekvenser, hvori: CDR1-
aminosyresekvensene i tungkjedens variable region er valgt fra gruppen
bestdende av SEQ ID NO:1-11, og konservative modifiseringer derav; CDR2-
aminosyresekvensene i tungkjedens variable region er valgt fra gruppen
bestdende av SEQ ID NO: 12-22, og konservative modifiseringer derav; CDR3-
aminosyresekvensene i tungkjedens variable region er valgt fra gruppen
bestdende av SEQ ID NO: 23-33, og konservative modifiseringer derav; CDR1-
aminosyresekvensene i lettkjedens variable regioner er valgt fra gruppen
bestdende av SEQ ID NO: 34-44, og konservative modifiseringer derav; CDR2-
aminosyresekvensene i lettkjedens variable regioner er valgt fra gruppen
bestdende av SEQ ID NO: 45-55, og konservative modifiseringer derav; CDR3-
aminosyresekvensene i lettkjedens variable regioner er valgt fra gruppen
bestdende av SEQ ID NO: 56-66, og konservative modifiseringer derav;
antistoffet binder spesifikt til sklerostin, og antistoffet viser minst én av fglgende
funksjonelle egenskaper: antistoffet blokkerer den inhiberende effekten av
sklerostin i et cellebasert wnt-signaleringsassay, antistoffet blokkerer
inhiberende effekt av sklerostin i et cellebasert mineraliseringsassay eller
blokkerer inhiberende effekt av sklerostin i Smad1l-fosforyleringsassay eller
antistoffet inhiberer binding av sklerostin til LRP-6 eller antistoffet gker

bendannelse og -masse og -densitet.

I forskjellige utfgrelsesformer kan antistoffet vise én eller flere, to eller flere eller
tre eller flere av de funksjonelle egenskapene anfgrt og drgftet ovenfor. Slik
antistoffer kan vaere for eksempel humane antistoffer, humaniserte antistoffer

eller kimaere antistoffer.
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I andre utfgrelsesformer har et beskrevet antistoff optimalisert for ekspresjon i
en pattedyrcelle en tungkjedesekvens av full lengde og en lettkjedesekvens av
full lengde, hvori én eller flere av disse sekvensene har spesifiserte
aminosyresekvenser basert pa antistoffene beskrevet heri eller konservative
modifiseringer derav, og hvori antistoffene bevarer de gnskede funksjonelle
egenskapene til antistoffene mot sklerostin ifglge oppfinnelsen. Beskrivelsen
tilveiebringer fglgelig et isolert monoklonalt antistoff optimalisert for ekspresjon i
en pattedyrcelle bestdende av en tungkjede av full lengde og en lettkjede av full
lengde hvori: tungkjeden av full lengde har aminosyresekvenser valgt fra
gruppen av SEQ ID NO: 111-121, og konservative modifiseringer derav; og
lettkjeden av full lengde har aminosyresekvenser valgt fra gruppen av SEQ ID
NO: 122-132, og konservative modifiseringer derav; antistoffet binder spesifikt
til sklerostin, og antistoffet viser minst én av fglgende funksjonelle egenskaper:
antistoffet blokkerer den inhiberende effekten av sklerostin i et cellebasert wnt-
signaleringsassay, antistoffet blokkerer den inhiberende effekten av sklerostin i
et cellebasert mineraliseringsassay eller blokkerer den inhiberende effekten av
sklerostin i Smadl-fosforyleringsassay eller antistoffet inhiberer binding av

sklerostin til LRP-6, eller antistoffet gker bendannelse og -masse og -densitet.

I forskjellige utfgrelsesformer kan antistoffet vise én eller flere, to eller flere eller
tre eller flere av de funksjonelle egenskapene anfgrt og drgftet ovenfor. Slik
antistoffer kan veaere for eksempel humane antistoffer, humaniserte antistoffer

eller kimeaere antistoffer.

Betegnelsen "konservative sekvensmodifiseringer" er som anvendt heri ment &
bety aminosyremodifiseringer som ikke signifikant pavirker eller endrer
bindingsegenskapene til antistoffet inneholdende aminosyresekvensen. Slike
konservative modifiseringer inkluderer aminosyresubstitusjoner, -addisjoner og -
delesjoner. Modifikasjoner kan introduseres i et antistoff ifglge oppfinnelsen ved
kjente standardteknikker, slik som stedsrettet mutagenese og PCR-mediert

mutagenese.

Konservative aminosyresubstitusjoner er dem i hvilke aminosyreresten erstattes
med en aminosyrerest som har en lignende sidekjede. Familier av
aminosyrerester som har lignende sidekjeder, er definert i teknikken. Disse

familiene inkluderer aminosyrer med basiske sidekjeder (f.eks. lysin, arginin,
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histidin), sure sidekjeder (f.eks. asparginsyre, glutaminsyre), uladde polare
sidekjeder (f.eks. glycin, asparagin, glutamin, serin, treonin, tyrosin, cystein,
tryptofan), ikke-polare sidekjeder (f.eks. alanin, valin, leucin, isoleucin, prolin,
fenylalanin, metionin), beta-forgrenede sidekjeder (f.eks. treonin, valin,
isoleucin) og aromatiske sidekjeder (f.eks. tyrosin, fenylalanin, tryptofan,
histidin). En eller flere aminosyrerester innenfor CDR-regionene av et antistoff
ifglge oppfinnelsen kan erstattes med andre aminosyrerester fra samme
sidekjedefamilie, og det endrede antistoffet kan testes for bevart funksjon ved

anvendelse av de funksjonelle assayene beskrevet heri.

Antistoffer som binder til samme epitop som antistoffer mot sklerostin
ifglge oppfinnelsen

I en annen utfgrelsesform tilveiebringer beskrivelsen antistoffer som binder til
samme epitop som de forskjellige spesifikke antistoffene mot sklerostin
beskrevet heri. Det er faktisk overraskende blitt funnet at alle antistoffene

beskrevet i eksemplene er i stand til a:

(i) blokkere den inhiberende effekten av sklerostin i et cellebasert wnt-

signaleringsassay;

(ii) blokkere den inhiberende effekten i et cellebasert mineraliseringsassay;
(iii) inhibere binding av sklerostin til LRP-6; og

(iv) gke bendannelse, masse og densitet,

binde samme epitop i sklerostin med hgy affinitet, idet epitopen er en
konformasjonell epitop som inkluderer aminosyrer fra bdde SEQ ID NO:156 og
SEQ ID NO:157. Uten 8 veere bundet av noen som helst spesifikk modell foreslas
det her at aminosyresekvensene SEQ ID NO:156 og SEQ ID NO:157 avgrenser
én konformasjonell epitopregion i sklerostinpolypeptidet som gjenkjennes av de

beskrevne antistoffene.

Ytterligere antistoffer kan derfor identifiseres basert pd@ deres evne til a
krysskonkurrere (f.eks. til kompetitivt 8 inhibere bindingen av, pa en statistisk
signifikant mate) med andre antistoffer ifglge oppfinnelsen i standard
sklerostinbindingsassayer. Et testantistoffs evne til @ inhibere bindingen av
antistoffer ifglge den foreliggende beskrivelsen til humant sklerostin viser at

testantistoffet kan konkurrere med det antistoffet om binding til humant
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sklerostin; et slikt antistoff kan ifglge ikke-begrensende teori binde til samme
eller en relatert (f.eks. en strukturelt lignende eller romlig proksimal) epitop pa
humant sklerostin som antistoffet med hvilket det konkurrerer. I en viss
utfgrelsesform er antistoffet som binder til samme epitop pa humant sklerostin
som antistoffene ifglge den foreliggende oppfinnelsen, et humant monoklonalt
antistoff. Slike humane monoklonale antistoffer kan fremstilles og isoleres som

beskrevet i eksemplene.

Konstruerte og modifiserte antistoffer

Et antistoff ifglge oppfinnelsen kan videre fremstilles ved anvendelse av et
antistoff som har én eller flere av VH- og/eller VL-sekvensene vist heri som
utgangsmateriale for @ konstruere et modifisert antistoff, hvilket modifisert
antistoff kan ha endrede egenskaper fra utgangsantistoffet. Et antistoff kan veaere
konstruert ved modifisering av én eller flere rester innenfor én eller begge
variable regioner (dvs. VH og/eller VL), f.eks. innenfor én eller flere CDR-
regioner og/eller innenfor én eller flere strukturregioner. Et antistoff kan i tillegg
eller alternativt konstrueres ved modifisering av rester innenfor de konstante

regionene, f.eks. for & endre antistoffets effektorfunksjoner.

En type konstruksjon av variabel region som kan utfgres, er CDR-poding.
Antistoffer interagerer med malantigener hovedsakelig gjennom aminosyrerester
som er lokalisert i de seks tung- og lettkjedens komplementaritetsbestemmende
regionene (CDR-er). Av denne grunn er aminosyresekvensene innenfor CDR-ene
mer ulike mellom individuelle antistoffer enn sekvenser utenfor CDR-ene. Siden
CDR-sekvenser er ansvarlige for de fleste antistoff-antigen-interaksjoner, er det
mulig 8 uttrykke rekombinante antistoffer som etterligner egenskapene til
spesifikt naturlig forekommende antistoffer, ved 3 konstruere
ekspresjonsvektorer som inkluderer CDR-sekvenser fra det spesifikke naturlig
forekommende antistoffet podet pa struktursekvenser fra et annet antistoff med
andre egenskaper (se for eksempel Riechmann, L. et al., 1998 Nature 332:323-
327; Jones, P. et al., 1986 Nature 321:522-525; Queen, C. et al., 1989 Proc.
Natl. Acad. Se USA 86:10029-10033; US-patentnr. 5,225,539 av Winter og US-
patentnr. 5,530,101; 5,585,089; 5,693,762 og 6,180,370 av Queen et al.)
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En annen utfgrelsesform ifglge beskrivelsen vedrgrer fglgelig et isolert
monoklonalt antistoff, eller et funksjonelt protein omfattende en
antigenbindingsporsjon derav, omfattende en tungkjedes variable region
omfattende henholdsvis CDR1-sekvenser som har en aminosyresekvens valgt fra
gruppen bestdende av SEQ ID NO: 1-11; CDR2-sekvenser som har en
aminosyresekvens valgt fra gruppen bestdende av SEQ ID NO: 12-22; CDR3-
sekvenser som har en aminosyresekvens valgt fra gruppen bestdende av SEQ ID
NO: 23-33; og en lettkjedes variable region som har henholdsvis CDR1-
sekvenser som har en aminosyresekvens valgt fra gruppen bestdende av SEQ ID
NO: 34-44; CDR2-sekvenser som har en aminosyresekvens valgt fra gruppen
bestdende av SEQ ID NO: 45-55; og CDR3-sekvenser bestdende av en
aminosyresekvens valgt fra gruppen bestdende av SEQ ID NO: 56-66. Slike
antistoffer inneholder sdledes Vjy og V. CDR-sekvensene i monoklonale
antistoffer, men kan likevel inneholde andre struktursekvenser enn disse

antistoffene.

Slike struktursekvenser kan oppnas fra offentlig DNA-databaser eller publiserte
referanser som inkluderer kjgnnscelleantistoffgensekvenser. Kjgnnscelle-DNA-
sekvenser for humane gener i tung- og lettkjedens variable region finnes for
eksempel i databasen for humane kjgnnscellesekvenser "VBase" (tilgjengelig pa
Internett p& www.mrc-cpe.cam.ac.uk/vbase), samt i Kabat, E. A., et al., 1991
Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5. utgave, U.S. Department of
Health and Human Services, NIH publikasjon nr. 91-3242; Tomlinson, I. M., et
al., 1992 J. fol. Biol. 227:776-798; og Cox, J. P. L. et al., 1994 Eur. J Immunol.
24:827-836.

Et eksempel pa struktursekvenser for anvendelse i de beskrevne antistoffene er
dem som ligner strukturelt pa struktursekvensene anvendt av valgte antistoffer
ifslge oppfinnelsen, f.eks. konsensussekvenser og/eller struktursekvenser
anvendt av monoklonale antistoffer ifglge oppfinnelsen. Vy CDR1-, 2- og -3-
sekvensene, og V. CDR1-, 2- og -3-sekvensene, kan podes pa strukturregionene
som har identisk sekvens med den funnet i kjgnnscelleimmunglobulingenet fra
hvilket struktursekvensen er avledet, eller CDR-sekvensene kan podes pa
strukturregioner som inneholder én eller flere mutasjoner sammenlignet med
kjgnnscellesekvensene. Det er for eksempel funnet at i visse tilfeller er det

gunstig @ mutere rester innenfor strukturregionene for & opprettholde eller
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forbedre antistoffets antigenbindingsevne (se for eksempel US-patentnr.
5,530,101; 5,585,089; 5,693,762 og 6,180,370 av Queen et al).

En annen type modifisering av variabel region er @ mutere aminosyrerester
innenfor Vy og/eller V. CDR1-, CDR2- og/eller CDR3-regionene for derved a
forbedre én eller flere bindingsegenskaper (f.eks. affiniteten) ved antistoffet av
interesse, kjent som "affinitetsmodning". Stedsrettet mutagenese eller PCR-
mediert mutagenese kan utfgres for & introdusere mutasjonen(e)e og effekten
pd antistoffbinding, eller en annen funksjonell egenskap av interesse, kan
evalueres i in vitro- eller in vivo-assayer som beskrevet heri og tilveiebrakt i
eksemplene. Konservative modifiseringer (som drgftet ovenfor) kan
introduseres. Mutasjonene kan vare aminosyresubstitusjoner, -addisjoner eller -
delesjoner. Typisk endres videre ikke mer enn én, to, tre, fire eller fem rester

innenfor en CDR-region.

I en annen utfgrelsesform tilveiebringer beskrivelsen fglgelig isolerte
monoklonale antistoffer mot sklerostin, eller et funksjonelt protein omfattende
en antigenbindingsporsjon derav, bestdende av en tungkjedes variable region
som har: en Vy CDR1-region bestdende av en aminosyresekvens valgt fra
gruppen som har SEQ ID NO: 1-11 eller en aminosyresekvens som har én, to,
tre, fire eller fem aminosyresubstitusjoner, -delesjoner eller -addisjoner
sammenlignet med SEQ ID NO: 1-11; en Vy CDR2-region som har en
aminosyresekvens valgt fra gruppen bestdende av SEQ ID NO: 12-22, eller en
aminosyresekvens som har én, to, tre, fire eller fem aminosyresubstitusjoner, -
delesjoner eller -addisjoner sammenlignet med SEQ ID NO: 12-22; en V4 CDR3-
region som har en aminosyresekvens valgt fra gruppen bestdende av SEQ ID
NO: 23-33, eller en aminosyresekvens som har én, to, tre, fire eller fem
aminosyresubstitusjoner, -delesjoner eller -addisjoner sammenlignet med SEQ
ID NO: 23-33; en V. CDR1l-region som har en aminosyresekvens valgt fra
gruppen bestdende av SEQ ID NO: 34-44, eller en aminosyresekvens som har
én, to, tre, fire eller fem aminosyresubstitusjoner, -delesjoner eller -addisjoner
sammenlignet med SEQ ID NO: 34-44; en V_ CDR2-region som har en
aminosyresekvens valgt fra gruppen bestdende av SEQ ID NO: 45-55, eller en
aminosyresekvens som har én, to, tre, fire eller fem aminosyresubstitusjoner, -
delesjoner eller -addisjoner sammenlignet med SEQ ID NO: 45-55; og en V,
CDR3-region som har en aminosyresekvens valgt fra gruppen bestdende av SEQ

ID NO: 56-66, eller en aminosyresekvens som har én, to, tre, fire eller fem
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aminosyresubstitusjoner, -delesjoner eller -addisjoner sammenlignet med SEQ
ID NO: 56-66.

Struktur- eller Fc-konstruksjon

Konstruerte antistoffer beskrevet heri inkluderer dem i hvilke modifiseringer er
foretatt pa strukturrester innenfor V, og/eller V,, f.eks. for & forbedre antistoffets
egenskaper. Slike strukturmodifiseringer er typisk fremstilt for @ redusere
antistoffets immunogenisitet. En fremgangsmate er for eksempel 3
"tilbakemutere" én eller flere strukturrester til den tilsvarende
kjennscellesekvensen. Et antistoff som har gjennomgatt somatisk mutasjon, kan
nermere  bestemt inneholde  strukturrester som skiller seg fra
kjgnnscellesekvensen fra hvilken antistoffet er avledet. Slike rester kan
identifiseres ved sammenligning av  antistoffstruktursekvensene med
kjennscellesekvensene fra hvilke antistoffet er avledet. For & returnere
strukturregionsekvensene til deres kjgnnscellekonfigurasjon kan de somatiske
mutasjonene "tilbakemuteres" til kjgnnscellesekvensen ved for eksempel

stedsrettet mutagenese eller PCR-mediert mutagenese.

En annen type strukturmodifisering involverer mutasjon av én eller flere rester
innenfor strukturregionen, eller ogsa innenfor én eller flere CDR-regioner, for a
fierne T-celle-epitoper for derved & redusere antistoffets potensielle
immunogenisitet. Denne fremgangsmaten betegnes ogsd "deimmunisering" og

er naermere beskrevet i US-publikasjonsnr. 20030153043 av Carr et al.

Antistoffer beskrevet heri kan i tillegg eller alternativt til modifiseringer foretatt
innenfor struktur- eller CDR-regionene konstrueres for a inkludere modifiseringer
innenfor Fc-regionen, typisk for & endre én eller flere funksjonelle egenskaper
ved antistoffet, slik som halveringstid i serum, komplementfiksering, Fc-
reseptorbinding og/eller antigenavhengig cellulaer cytotoksisitet. Et beskrevet
antistoff kan videre vaere kjemisk modifisert (f.eks. én eller flere kjemiske
enheter kan vaere bundet til antistoffet) eller vaere modifisert for 8 endre dets
glykosylering, igjen for 8@ endre én eller flere funksjonelle egenskaper ved
antistoffet. Hver av disse utfgrelsesformene beskrives naermere nedenfor.

Nummereringen av rester i Fc-regionen er den for Kabats EU-indeks.
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I én utfgrelsesform modifiseres hengselregionen i CH1 slik at antallet av
cysteinrester i hengselregionen endres, f.eks. gkes eller reduseres. Denne
fremgangsmaten er naermere beskrevet i US-patentnr. 5,677,425 av Bodmer et
al. Antallet av cysteinrester i hengselregionen av CH1 endres for eksempel for a
lette sammenstillingen av lett- og tungkjedene eller for & gke eller redusere

antistoffets stabilitet.

I en annen utfgrelsesform muteres et antistoffs Fc-hengselregion for 8 redusere
antistoffets biologiske halveringstid. En eller flere aminosyremutasjoner
introduseres naarmere bestemt i Fc-hengselfragmentets CH2-CH3-
domenegrensesnittregion slik at antistoffet har svekket stafylokokkylprotein A
(SpA)-binding i forhold til nativ Fc-hengseldomene-SpA-binding. Denne

fremgangsmaten er naermere beskrevet i US-patentnr. 6,165,745 av Ward et al.

I en annen utfgrelsesform modifiseres antistoffet for & gke dets biologiske
halveringstid. Forskjellige tilnaerminger er mulig. En eller flere av fglgende
mutasjoner kan for eksempel introduseres: T252L, T254S, T256F, som beskrevet
i US-patentnr. 6,277,375 av Ward. For & gke den biologiske halveringstiden kan
antistoffet alternativt endres innenfor CH1- eller CL-regionen for & inneholde en
redningsreseptorbindingsepitop tatt fra to slgyfer av et CH2-domene av en Fc-
region av et IgG, som beskrevet i US-patentnr. 5,869,046 og 6,121,022 av

Presta et al.

I enda andre utfgrelsesformer endres Fc-regionen ved erstatning av minst én
aminosyrerest med en annen aminosyrerest for a endre antistoffets
effektorfunksjoner. En eller flere aminosyrer kan for eksempel erstattes med en
annen aminosyrerest slik at antistoffet har en endret affinitet for en
effektorligand, men bevarer parental-antistoffets antigenbindende evne.
Effektorliganden for hvilken affiniteten endres, kan veere for eksempel en Fc-
reseptor eller Cl-komponenten av komplementet. Denne fremgangsmaten er
narmere beskrevet i US-patentnr. 5,624,821 og 5,648,260, begge av Winter et

al.

I en annen utfgrelsesform kan én eller flere aminosyrer valgt fra aminosyrerester
erstattes med en annen aminosyrerest slik at antistoffet har endret C1g-binding

og/eller redusert eller fjernet komplementavhengig cytotoksisitet (CDC). Denne
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fremgangsmaten er narmere beskrevet i US-patentnr. 6,194,551 av Idusogie et

al.

I en annen utfgrelsesform endres én eller flere aminosyrerester for derved &
endre antistoffets evne til 3 fiksere komplementet. Denne fremgangsmaten er
narmere beskrevet i PCT-publikasjon WO 94/29351 av Bodmer et al.

I enda en annen utfgrelsesform modifiseres Fc-regionen for & gke antistoffets
evne til 3 mediere antistoffavhengig cellulaer cytotoksisitet (ADCC) og/eller for 3
gke antistoffets affinitet for en Fcy-reseptor ved modifisering av én eller flere
aminosyrer. Denne fremgangsmaten er narmere beskrevet i PCT-publikasjon
WO 00/42072 av Presta. Bindingsstedene pa humant IgG1l for FcyRI, FcyRII,
FcyRIII og FcRn er videre kartlagt, og varianter med forbedret binding er
beskrevet (se Shields, R.L. et al., 2001 J. Biol. Chen. 276:6591-6604).

I enda en annen utfgrelsesform modifiseres glykosyleringen av et antistoff. Et
aglykosylert antistoff kan for eksempel fremstilles (dvs. antistoffet mangler
glykosylering). Glykosylering kan endres for eksempel for & gke antistoffets
affinitet for "antigen". Slike karbohydratmodifiseringer kan oppnas ved for
eksempel endring av ett eller flere glykosyleringssteder innenfor
antistoffsekvensen. Det kan for eksempel fremstilles én eller flere
aminosyresubstitusjoner som resulterer i eliminering av én eller flere av den
variable regionens strukturglykosyleringssteder for derved & eliminere
glykosylering pa stedet. Slik aglykosylering kan gke antistoffets affinitet for
antigen. En slik fremgangsmate er narmere beskrevet i US-patentnr. 5,714,350
og 6,350,861 av Co et al.

Det kan i tillegg eller alternativt fremstilles et antistoff som har en endret type
av glykosylering, slik som et hypofukosylert antistoff som har reduserte mengder
av fukosylrester, eller et antistoff som har gkte halverende GlcNac-strukturer.
Slike endrede glykosyleringsmgnstre er vist & gke antistoffenes ADCC-evne.
Slike karbohydratmodifiseringer kan oppnds ved for eksempel ekspresjon av
antistoffet i en vertscelle med endret glykosyleringsmaskineri. Celler med endret
glykosyleringsmaskineri er beskrevet i teknikken og kan anvendes som
vertsceller i hvilke rekombinante antistoffer uttrykkes for derved & produsere et
antistoff med endret glykosylering. EP 1,176,195 av Hang et al. beskriver for
eksempel en cellelinje med et funksjonelt forstyrret FUT8-gen, som koder for en

fukosyltransferase, slik at antistoffer uttrykt i en slik cellelinje viser
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hypofukosylering. PCT-publikasjon WO 03/035835 av Presta beskriver en variant
av CHO-cellelinje, Lecl3-celler, med redusert evne til & binde fukose til Asn(297)-
bundne karbohydrater, hvilket ogsa resulterer i hypofukosylering av antistoffer
uttrykt i den vertscellen (se ogsa Shields, R.L. et al., 2002 J. Biol. Chem.
277:26733-26740). PCT-publikasjon WO 99/54342 av Umana et al. beskriver
cellelinjer konstruert for @ uttrykke glykoproteinmodifisering av
glykosyltransferaser (f.eks. beta(1,4)-N-acetylglukosaminyltransferase III
(GnTIII)) slik at antistoffer uttrykt i de konstruerte cellelinjene viser gkte todelte
GlcNac-strukturer som resulterer i gkt ADCC-aktivitet av antistoffene (se ogsa
Umana et al., 1999 Nat. Biotech. 17:176-180).

En annen modifisering av antistoffene heri som er betraktet, er pegylering. Et
antistoff kan pegyleres for eksempel for @ gke antistoffets biologiske (f.eks.
serum) halveringstid. For & pegylere et antistoff reageres typisk antistoffet, eller
et fragment derav, med polyetylenglykol (PEG), slik som en reaktiv ester eller et
aldehydderivat av PEG, under betingelser i hvilke én eller flere PEG-grupper blir
bundet til antistoffet eller antistoffragmentet. Pegyleringen kan utfgres ved en
acyleringsreaksjon eller en alkyleringsreaksjon med et reaktivt PEG-molekyl
(eller en analog reaktiv vannlgselig polymer). Betegnelsen "polyetylenglykol" er
som anvendt heri ment @ omfatte hvilke som helst av formene av PEG som er
anvendt for 38 derivatisere andre proteiner, slik som mono-(C1-C10)-alkoksy-
eller aryloksy-polyetylenglykol eller polyetylenglykol-maleimid. I visse
utfgrelsesformer er antistoffet som skal pegyleres, et aglykosylert antistoff.
Fremgangsmater for pegylering av proteiner er kjent i teknikken og kan
anvendes pa antistoffene ifglge oppfinnelsen. Se for eksempel EP 0 154 316 av
Nishimura et al. og EP 0 401 384 av Ishikawa et al.

En annen modifisering av antistoffene som er betraktet, er et konjugat eller en
proteinfusjon av minst den antigenbindende regionen av antistoffet ifglge
oppfinnelsen til serumprotein, slik som humant serumalbumin eller et fragment
derav for & gke det resulterende molekylets halveringstid. Slik tilnaerming er for
eksempel beskrevet i Ballance et al. EP0322094.

En annen mulighet er en fusjon av minst den antigenbindende regionen av
antistoffet til proteiner i stand til a8 binde til serumproteiner, slik som humant
serumalbumin, for & gke det resulterende molekylets halveringstid. Slik

fremgangsmate er for eksempel beskrevet i Nygren et al., EP 0 486 525.
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Fremgangsmater for konstruksjon av endrede antistoffer

Som drgftet ovenfor kan antistoffene mot sklerostin som har Vy- og V.-
sekvenser eller tung- og lettkjedesekvenser av full lengde vist heri, anvendes for
& danne nye antistoffer mot sklerostin ved modifisering av tungkjede- og/eller
lettkjedesekvensene av full lengde, Vy- og/eller V_ -sekvensene eller de konstante
regionene bundet dertil. I et annet aspekt anvendes sdledes det strukturelle
trekket ved et antistoff mot sklerostin ifglge oppfinnelsen for 3 danne strukturelt
relaterte antistoffer mot sklerostin som bevarer minst én funksjonell egenskap
ved antistoffene ifglge oppfinnelsen, slik som binding til humant sklerostin og
ogsd inhibering av én eller flere funksjonelle egenskaper ved sklerostin (f.eks.

reseptorbinding, forebygging eller forbedring av osteolyse).

En eller flere CDR-regioner av de beskrevne antistoffene, eller mutasjoner derav,
kan for eksempel kombineres rekombinant med kjente strukturregioner og/eller
andre CDR-er for & danne ytterligere rekombinant konstruerte antistoffer mot
sklerostin ifglge oppfinnelsen, som drgftet ovenfor. Andre typer av
modifiseringer  inkluderer dem  beskrevet i det forrige avsnittet.
Utgangsmaterialet for konstruksjonsfremgangsmaten er én eller flere av Vy-
og/eller V -sekvensene tilveiebrakt heri, eller én eller flere CDR-regioner derav.
For @ danne det konstruerte antistoffet er det ikke ngdvendig faktisk a fremstille
(dvs. uttrykke som et protein) et antistoff som har én eller flere av V4- og/eller
V. -sekvensene tilveiebrakt heri, eller én eller flere CDR-regioner derav.
Informasjonen inneholdt i sekvensen(e) anvendes i stedet som utgangsmateriale
for & danne "andre generasjons" sekvens(er) avledet fra opprinnelig sekvens(er),
og deretter fremstilles "andre generasjons" sekvensen(e) og uttrykkes som et

protein.

I en annen utfgrelsesform tilveiebringer beskrivelsen fglgelig en fremgangsmate
for fremstilling av et antistoff mot sklerostin bestdende av: en antistoffsekvens i
tungkjedens variable region som har en CDR1-sekvens valgt fra gruppen
bestdende av SEQ ID NO: 1-11, en CDR2-sekvens valgt fra gruppen bestaende
av SEQ ID NO: 12-22 og/eller en CDR3-sekvens valgt fra gruppen bestdende av
SEQ ID NO: 23-33; og en antistoffsekvens i lettkjedens variable region som har
en CDR1-sekvens valgt fra gruppen bestdende av SEQ ID NO: 34-44, en CDR2-
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sekvens valgt fra gruppen bestdende av SEQ ID NO: 45-55 og/eller en CDR3-
sekvens valgt fra gruppen bestaende av SEQ ID NO: 56-66; endring av minst én
aminosyrerest innenfor antistoffsekvensen i tungkjedens variable region og/eller
antistoffsekvensen i lettkjedens variable region for & danne minst én endret
antistoffsekvens; og ekspresjon av den endrede antistoffsekvensen som et

protein.

I en annen utfgrelsesform tilveiebringer beskrivelsen fglgelig en fremgangsmate
for fremstilling av et antistoff mot sklerostin optimalisert for ekspresjon i en
pattedyrcelle bestdende av: en antistoffsekvens i tungkjeden av full lengde som
har en sekvens valgt fra gruppen av SEQ ID NO: 111-121; og en
antistoffsekvens i lettkjeden av full lengde som har en sekvens valgt fra gruppen
av 122-132; endring av minst én aminosyrerest innenfor antistoffsekvensen i
tungkjeden av full lengde og/eller antistoffsekvensen i lettkjeden av full lengde
for 8 danne minst én endret antistoffsekvens; og ekspresjon av den endrede

antistoffsekvensen som et protein.

Den endrede antistoffsekvensen kan ogsd fremstilles ved screening av
antistoffbiblioteker som har fikserte CDR3-sekvenser valgt blant gruppen
bestaende av SEQ ID NO:23-33 eller minimale vesentlige bindingsdeterminanter
som beskrevet i US20050255552 og mangfold p& CDR1- og CDR2-sekvenser.
Screeningen kan utfgres ifglge hvilken som helst screeningteknologi egnet for

screening av antistoffer fra antistoffbiblioteker, slik som fagvisningsteknologi.

Standardteknikker i molekyleer biologi kan anvendes for a fremstille og uttrykke
den endrede antistoffsekvensen. Antistoffet kodet av endret
antistoffsekvensen(er) er ett som bevarer én av, noen av eller alle de
funksjonelle egenskapene ved antistoffene mot sklerostin beskrevet heri, hvilke
funksjonelle egenskaper inkluderer, men ikke er begrenset til, spesifikk binding
til humant sklerostin; og antistoffet viser minst én av fglgende funksjonelle
egenskaper: antistoffet blokkerer den inhiberende effekten av sklerostin i et
cellebasert wnt-signaleringsassay, antistoffet blokkerer inhiberende effekt av
sklerostin i et cellebasert mineraliseringsassay eller blokkerer inhiberende effekt
av sklerostin i Smadl-fosforyleringsassay eller antistoffet inhiberer binding av

sklerostin til LRP-6 eller antistoffet gker bendannelse og -masse og -densitet.



10

15

20

25

30

35

NO/EP2203478

37

Det endrede antistoffet kan vise én eller flere, to eller flere eller tre eller flere av

de funksjonelle egenskapene drgftet ovenfor.

De funksjonelle egenskapene ved de endrede antistoffene kan vurderes ved
anvendelse av standardassay som er tilgjengelige i teknikken og/eller beskrevet

heri, slik som dem anfgrt i eksemplene (f.eks. ELISA).

I visse utfgrelsesformer av fremgangsmatene for konstruksjon av antistoffer kan
mutasjoner introduseres tilfeldig eller selektivt langs hele eller deler av en
kodingssekvens for antistoff mot sklerostin, og de resulterende modifiserte
antistoffene mot sklerostin kan screenes for bindingsaktivitet og/eller andre
funksjonelle egenskaper som beskrevet heri. Mutasjonsfremgangsmater er
beskrevet i teknikken. PCT-publikasjon WO 02/092780 av Short beskriver for
eksempel fremgangsmater for opprettelse og screening av antistoffmutasjoner
ved anvendelse av metningsmutagenese, syntetisk ligeringssammenstilling eller
en kombinasjon derav. PCT-publikasjon WO 03/074679 av Lazar et al. beskriver
alternativt fremgangsmater for anvendelse av datascreeningsfremgangsmater

for @ optimalisere fysiokjemiske egenskaper ved antistoffene.

Nukleinsyremolekyler som koder for antistoffer ifglge oppfinnelsen

Et annet aspekt ved oppfinnelsen vedrgrer nukleinsyremolekyler som koder for
antistoffet ifglge oppfinnelsen. Eksempel p& parental-nukleotidsekvenser i
lettkjeden av full lengde er vist i SEQ ID NO 144-145. Eksempel p& parental-
nukleotidsekvenser i tungkjeden av full lengde er vist i SEQ ID NO 133-134.
Eksempel pa nukleotidsekvenser i lettkjeden av full lengde optimalisert for
ekspresjon i en pattedyrcelle er vist i SEQ ID NO: 146-154. Eksempel pd
nukleotidsekvenser i tungkjeden av full lengde optimalisert for ekspresjon i en
pattedyrcelle er vist i SEQ ID NO: 135-143.

Nukleinsyrene kan veaere til stede i hele celler, i et cellelysat eller kan vaere
nukleinsyrer i en delvis renset eller i det vesentlige ren form. En nukleinsyre er
"isolert" eller "gjort i det vesentlige ren" nar den er renset vekk fra andre
cellulzere komponenter eller andre kontaminanter, f.eks. andre cellulzere
nukleinsyrer eller proteiner ved standardteknikker, inkludert alkali/SDS-

behandling, CsCl-banding, kolonnekromatografi, agarosegelelektroforese og
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andre som er velkjent i teknikken. Se F. Ausubel, et al., ed. 1987 Current
Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing and Wiley Interscience, New
York. En nukleinsyre ifglge oppfinnelsen kan vaere for eksempel DNA eller RNA
og kan, men ikke ngdvendigvis, inneholde introniske sekvenser. I en
utfgrelsesform er nukleinsyren et cDNA-molekyl. Nukleinsyren kan veaere til stede

i en vektor, slik som en fagvisningsvektor, eller i en rekombinant plasmidvektor.

Nukleinsyrene ifglge oppfinnelsen kan oppnds ved anvendelse av
standardteknikker i molekyleer biologi. For antistoffer som uttrykkes av
hybridomer (f.eks. hybridomer fremstilt fra transgene mus som bzerer humane
immunglobulingener som beskrevet naermere nedenfor), kan cDNA-er som koder
for antistoffets lett- og tungkjeder fremstilt av hybridomet, oppnas ved standard
PCR-amplifikasjon eller cDNA-kloningsteknikker. For antistoffer oppnadd fra et
immunglobulingenbibliotek (f.eks. ved anvendelse av fagvisningsteknikker) kan
nukleinsyre som koder for antistoffet, gjenvinnes fra forskjellige fagkloner som

er medlemmer av biblioteket.

Nar DNA-fragmenter som koder for Vy- og V.-segmenter oppnas, kan disse DNA-
fragmentene manipuleres ytterligere ved standard rekombinante DNA-teknikker,
for eksempel for & konvertere de variable regiongenene til antistoffkjedegener av
full lengde, til Fab-fragmentgener eller til et scFv-gen. I disse manipulasjonene
er Vi -en eller Vy-en som koder for DNA-fragmentet, operativt bundet til et annet
DNA-molekyl, eller til et fragment som koder for et annet protein, slik som et
antistoffs konstante region eller en fleksibel binding. Betegnelsen "operativt
bundet" er som anvendt i denne sammenhengen ment & bety at de to DNA-
fragmentene er bundet pa en funksjonell mate, f.eks. slik at
aminosyresekvensene kodet av de to DNA-fragmentene forblir i rammen, eller

slik at proteinet uttrykkes under kontroll av en gnsket promoter.

Det isolerte DNA-et som koder for Vy-regionen, kan konverteres til et
tungkjedegen av full lengde ved operativt @ binde Vy-en som koder for DNA-et til
et annet DNA-molekyl som koder for tungkjedens konstante regioner (CH1, CH2
og CH3). Sekvensene av humane gener i tungkjedens konstante region er kjent i
teknikken (se f.eks. Kabat, E. A., et al., 1991 Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5. utgave, U.S. Department of Health and Human
Services, NIH publikasjon nr. 91-3242), og DNA-fragmenter omfattende disse

regionene kan oppnas ved standard PCR-amplifikasjon. Tungkjedens konstante
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region kan veere en konstant region i IgG1, 1gG2, IgG3, 1gG4, IgA, IgE, IgM eller
IgD. Tungkjedens konstante region er foretrukket valgt blant IgG2-isotypene.
For et Fab-fragment-tungkjedegen kan Vy-en som koder for DNA-et, veere
operativt bundet til et annet DNA-molekyl som koder for bare den konstante

regionen i tungkjedens CH1.

Det isolerte DNA-et som koder for V_-regionen, kan konverteres til et
lettkjedegen av full lengde (samt til et Fab-lettkjedegen) ved operativt @ binde
V. -en som koder for DNA-et til et annet DNA-molekyl som koder for lettkjedens
konstante region, CL. Sekvensene av humane gener i lettkjedens konstante
region er kjent i teknikken (se for eksempel Kabat, E. A., et al., 1991 Sequences
of Proteins of Immunological Interest, 5. utgave, U.S. Department of Health and
Human Services, NIH publikasjon nr. 91-3242), og DNA-fragmenter omfattende
disse regionene kan oppnas ved standard PCR-amplifikasjon. Lettkjedens

konstant region kan vare en kappa- eller en lambda-konstant region.

For & danne et scFv-gen bindes Vy og V. som koder for DNA-fragmenter,
operativt til et annet fragment som koder for en fleksibel binding, f.eks. som
koder for aminosyresekvensen (Gly4 -Ser)s, slik at Vy4- og V.-sekvensene kan
uttrykkes som et tilgrensende enkeltkjedet protein, med V.- og Vy-regionene
bundet av den fleksible bindingen (se for eksempel Bird et al., 1988 Science
242:423-426; Huston et al., 1988 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883;
McCafferty et al., 1990 Nature 348:552-554).

Generering av monoklonale antistoffer ifglge oppfinnelsen

Monoklonale antistoffer (mAb-er) kan produseres ved en rekke teknikker,
inkludert konvensjonell metode for monoklonale antistoffer, f.eks. den standard
somatiske cellehybridiseringsteknikken i Kohler og Milstein, 1975 Nature 256:
495. Mange teknikker for produksjon av monoklonalt antistoff kan benyttes,

f.eks. viral eller onkogen transformasjon av B-lymfocytter.

Et dyresystem for fremstiling av hybridomer er det murine systemet.
Hybridomproduksjon hos mus er en veletablert prosedyre.

Immuniseringsprotokoller og teknikker for isolering av immuniserte splenocytter
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for fusjon er kjent i teknikken. Fusjonspartnere (f.eks. murine myelomceller) og

fusjonsprosedyrer er ogsa kjent.

Kimaere eller humaniserte antistoffer kan fremstilles basert pa sekvensen i et
murint monoklonalt antistoff fremstilt som beskrevet ovenfor. DNA som koder
for tung- og lettkjede-immunglobuliner, kan oppnas fra det murine hybridomet
av interesse og konstrueres for 8 inneholde ikke-murine (f.eks. humane)
immunglobulinsekvenser ved anvendelse av standardteknikker i molekylaer
biologi. For & danne et kimaert antistoff kan de murine variable regionene for
eksempel veere bundet til humane konstante regioner ved anvendelse av
fremgangsmater som er kjent i teknikken (se for eksempel US-patentnr.
4,816,567 av Cabilly et al.). For @ danne et humanisert antistoff kan de murine
CDR-regionene innsettes i en human struktur ved anvendelse av
fremgangsmater som er kjent i teknikken. Se for eksempel US-patentnr.
5225539 av Winter og US-patentnr. 5530101; 5585089; 5693762 og 6180370

av Queen et al.

I en viss utfgrelsesform er antistoffene ifglge oppfinnelsen humane monoklonale
antistoffer. Slike humane monoklonale antistoffer rettet mot sklerostin kan
genereres ved anvendelse av transgene eller transkromosome mus som er
bzerere av deler av det humane immunsystemet i stedet for musesystemet.
Disse transgene og transkromosome musene inkluderer mus betegnet heri
henholdsvis HUMAb-mus og KM-mus, og betegnes sammen heri "humane Ig-

mus

HuMAb mouse® (Medarex, Inc.) inneholder humant immunglobulingen-miniloci
som koder for ikke-rearrangerte humane tung- (4 og Vy) og kK-
lettkjedeimmunglobulinsekvenser, sammen med malrettede mutasjoner som
inaktiverer endogene p- og k-kjede-loki (se for eksempel Lonberg, et al., 1994
Nature 368(6474): 856-859). Musene viser fglgelig redusert ekspresjon av
murint IgM eller k, og som respons pa immunisering gjennomgar de introduserte
humane transgenene i tung- og lettkjeden klassebytte og somatisk mutasjon for
a generere humant monoklonalt IgGk med hgy affinitet (Lonberg, N. et al., 1994
ovenfor; gjennomgatt i Lonberg, N., 1994 Handbook of Experimental
Pharmacology 113:49-101; Lonberg, N. and Huszar, D., 1995 Intern. Rev.
Immunol.13: 65-93, og Harding, F. and Lonberg, N., 1995 Ann. N. Y. Acad. Sci.

764:536-546). Fremstillingen og anvendelsen av HuMAb-mus, og de genomiske
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modifiseringene baret av slike mus, er beskrevet nsermere i Taylor, L. et al.,
1992 Nucleic Acids Research 20:6287-6295; Chen, J. et al., 1993 International
Immunology 5: 647-656; Tuaillon et al., 1993 Proc. Natl. Acad. Sci. USA
94:3720-3724; Choi et al., 1993 Nature Genetics 4:117-123; Chen, J. et al.,
1993 EMBO J. 12: 821-830; Tuaillon et al., 1994 J. Immunol. 152:2912-2920;
Taylor, L. et al., 1994 International Immunology 579-591; og Fishwild, D. et al.,
1996 Nature Biotechnology 14: 845-851. Se ogsd US-patentnr. 5,545,806;
5,569,825; 5,625,126; 5,633,425; 5,789,650; 5,877,397; 5,661,016;
5,814,318; 5,874,299; og 5,770,429; alle av Lonberg og Kay; US-patentnr.
5,545,807 av Surani et al.; PCT-publikasjonsnr. WO 92/103918, WO 93/12227,
WO 94/25585, WO 97/113852, WO 98/24884 og WO 99/45962, alle av Lonberg
og Kay; og PCT-publikasjonsnr. WO 01/14424 av Korman et al.

I en annen utfgrelsesform kan humane antistoffer ifglge oppfinnelsen dyrkes ved
anvendelse av en mus som er beaerer av humane immunglobulinsekvenser pa
transgener og transkromosomer slik som en mus som er baerer av et menneskes
tungkjedetransgen og et menneskes lettkjedetranskromosom. Slike mus, heri
betegnet "KM-mus", er naermere beskrevet i PCT-publikasjon WO 02/43478 av
Ishida et al.

Alternative transgene dyresystemer som uttrykker humane immunglobulingener,
er enda videre tilgjengelige i teknikken og kan anvendes for & dyrke antistoffer
mot sklerostin ifglge oppfinnelsen. Et alternativt transgent system betegnet
Xenomouse (Abgenix, Inc.) kan for eksempel anvendes. Slike mus er beskrevet i
for eksempel US-patentnr. 5,939,598; 6,075,181; 6,114,598; 6,150,584 og
6,162,963 av Kucherlapati et al.

Alternative  transkromosomiske dyresystemer som uttrykker humane
immunglobulingener, er dessuten tilgjengelige i teknikken og kan anvendes for &
dyrke antistoffer mot sklerostin ifglge oppfinnelsen. Det kan for eksempel
anvendes mus som er beaerer av badde et humant tungkjedetranskromosom og et
humant lettkjedetrankromosom, betegnet "TC-mus"; slike mus er beskrevet i
Tomizuka et al., 2000 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:722-727. Kyr som baerer
humane tung- og lettkjedetranskromosomer, er videre beskrevet i teknikken
(Kuroiwa et al., 2002 Nature Biotechnology 20:889-894) og kan anvendes for &

dyrke antistoffer mot sklerostin ifglge oppfinnelsen.
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Humane monoklonale antistoffer ifglge oppfinnelsen kan ogsa fremstilles ved
anvendelse av fagvisningsfremgangsmater for screeningbiblioteker av humane
immunglobulingener. Slike fagvisningsfremgangsmater for isolering av humane
antistoffer er etablert i teknikken eller beskrevet i eksemplene nedenfor. Se for
eksempel: US-patentnr. 5,223,409; 5,403,484; og 5,571,698 av Ladner et al.;
US-patentnr. 5,427,908 og 5,580,717 av Dower et al.; US-patentnr. 5,969,108
og 6,172,197 av McCafferty et al.; og US-patentnr. 5,885,793; 6,521,404;
6,544,731; 6,555,313; 6,582,915 og 6,593,081 av Griffiths et al.

Humane monoklonale antistoffer ifglge oppfinnelsen kan ogsa fremstilles ved
anvendelse av SCID-mus hvori humane immunceller rekonstitueres slik at en
human antistoffrespons kan genereres ved immunisering. Slike mus beskrives i
for eksempel US-patentnr. 5,476,996 og 5,698,767 av Wilson et al.

Generering av__hybridomer som_ produserer humane monoklonale

antistoffer

For 8 generere hybridomer som produserer humane monoklonale antistoffer
ifglge oppfinnelsen, kan splenocytter og/eller lymfeknuteceller fra immuniserte
mus isoleres og fusjoneres til en egnet udgdeliggjort cellelinje, slik som en murin
myelomcellelinje. De resulterende hybridomene kan screenes for produksjon av
antigenspesifikke antistoffer. Enkelte cellesuspensjoner av lymfocytter i milt fra
immuniserte mus kan for eksempel fusjoneres til én sjettedel av antallet av
P3X63-Ag8.653 ikke-utskillende murine myelomceller (ATCC, CRL 1580) med
50 % PEG. Celler plasseres ved ca. 2 x 145 i flatbunnede mikrotiterplater,
etterfulgt av en to ukers inkubering i selektivt medium inneholdende 20 %
klonfosterserum, 18 % "653" kondisjonert medium, 5 % origen (IGEN), 4 mM L-
glutamin, 1 mM natriumpyruvat, 5 mM HEPES, 0,055 mM 2-merkaptoetanol,
50 enheter/ml penicillin, 50 mg/ml streptomycin, 50 mg/ml gentamycin og 1X
HAT (Sigma; HAT tilsettes 24 timer etter fusjonen). Etter ca. to uker kan celler
dyrkes i medium i hvilket HAT er erstattet med HT. Individuelle brgnner kan
deretter screenes ved ELISA for humane monoklonale IgM- og IgG-antistoffer.
N&r omfattende hybridomvekst forekommer, kan medium vanligvis observeres
etter 10-14 dager. De antistoffutskillende hybridomene kan plasseres p& nytt og
screenes igjen, og hvis de monoklonale antistoffene fremdeles er positive for

humant IgG, kan de subklones minst to ganger ved begrensende fortynning. De
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stabile subklonene kan deretter dyrkes in vitro for & generere sma mengder av

antistoff i vevskulturmedium for karakterisering.

For @ rense humane monoklonale antistoffer kan valgte hybridomer dyrkes i to-
liters spinnerkolber for monoklonal antistoffrensing. Supernatanter kan filtreres
og konsentreres fgr affinitetskromatografi med protein A-sefarose (Pharmacia,
Piscataway, N.J.). Eluert IgG kan kontrolleres ved gelelektroforese og
hoyytelsesvaeskekromatografi for & sikre renhet. Bufferlgsningen kan byttes til
PBS, og konsentrasjonen kan bestemmes ved OD,g, ved anvendelse av 1,43
ekstinksjonskoeffisient. De monoklonale antistoffene kan alikvoteres og

oppbevares ved -80 °C.

Generering av transfektomer som produserer monoklonale antistoffer

Antistoffer ifglge oppfinnelsen kan ogsd produseres i et vertscelletransfektom
ved anvendelse av for eksempel en kombinasjon av rekombinante DNA-
teknikker og gentransfeksjonsfremgangsmater som er velkjent i teknikken
(f.eks. Morrison, S. (1985) Science 229:1202).

For & uttrykke antistoffene, eller antistoffragmenter derav, kan DNA-er som
koder for partielle lett- og tungkjeder eller lett- og tungkjeder av full lengde, for
eksempel oppnas ved standardteknikker i molekyleer biologi (f.eks. PCR-
amplifikasjon eller cDNA-kloning ved anvendelse av et hybridom som uttrykker
antistoffet av interesse), og DNA-ene kan innsettes i ekspresjonsvektorer slik at
genene er operativt bundet til transkripsjonale og translasjonale
kontrollsekvenser. Betegnelsen "operativt bundet" er i denne sammenhengen
ment 8 bety at et antistoffgen ligeres i en vektor slik at transkripsjonale og
translasjonale kontrollsekvenser i vektoren tjener deres tiltenkte funksjon for
regulering av transkripsjon og translasjon av antistoffgenet.
Ekspresjonsvektoren og ekspresjonskontrollsekvensene er valgt & veere
kompatible med den anvendte ekspresjonsvertscellen. Antistoffets lettkjedegen
og antistoffets tungkjedegen kan vaere innsatt i separat vektor, eller mer typisk
innsettes begge gener i samme ekspresjonsvektor. Antistoffgenene innsettes i
ekspresjonsvektoren ved standard fremgangsmater (f.eks. ligering av
komplementeere restriksjonssteder pa antistoffgenfragmentet og vektoren, eller

stump endeligering hvis ingen restriksjonssteder er til stede). Lett- og
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tungkjedens variable regioner i antistoffene beskrevet heri kan anvendes for a
danne antistoffgener av full lengde av hvilken som helst antistoffisotype ved a
innsette dem i ekspresjonsvektorer som allerede koder for tung- og lettkjedens
konstante regioner av den gnskede isotypen, slik at Vy-segmentet er operativt
bundet til CH-segmentene i vektoren og V,-segmentet er operativt bundet til CL-
segmentet i vektoren. Den rekombinante ekspresjonsvektoren kan i tillegg eller
alternativt kode for et signalpeptid som letter sekresjon av antistoffkjeden fra en
vertscelle. Antistoffkjedegenet kan vaere klonet i vektoren slik at signalpeptidet
bindes i rammen til antistoffkjedegenets aminoterminal. Signalpeptidet kan vaere
et immunglobulinsignalpeptid eller et heterologt signalpeptid (dvs. et

signalpeptid fra et ikke-immunglobulinprotein).

I tillegg til antistoffkjedegenene barer de rekombinante ekspresjonsvektorene
ifglge oppfinnelsen regulerende sekvenser som kontrollerer ekspresjonen av
antistoffkjedegenene i en vertscelle. Betegnelsen "regulerende sekvens" er
beregnet pa a inkludere promotere, enhancere og andre
ekspresjonsreguleringselementer (f.eks. polyadenylasjonssignaler) som regulerer
transkripsjonen eller translasjonen av antistoffkjedegenene. Slike regulerende
sekvenser er for eksempel beskrevet i Goeddel (Gene Expression Technology.
Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA 1990). Fagmannen
vil forstd at utformingen av ekspresjonsvektoren, inkludert seleksjonen av
regulerende sekvenser, kan avhenge av slike faktorer som valget av vertscellen
som skal transformeres, gnsket ekspresjonsniva osv. Regulerende sekvenser for
mammalsk vertscelleekspresjon inkluderer virale elementer som styrer hgye
nivder av proteinekspresjon i pattedyrceller, slik som promotere og/eller
enhancere avledet fra cytomegalovirus (CMV), simianvirus 40 (SV40),
adenovirus (f.eks. AAMLP (adenovirus major late promoter)) og polyoma. Ikke-
virale regulerende sekvenser kan alternativt anvendes, slik som
ubiquitinpromoteren eller  P-globinpromoteren. Regulerende elementer
sammensatt av sekvenser fra forskjellige kilder, slik som SRa-promotersystemet,
som enda videre inneholder sekvenser fra den tidlige SV40-promoteren og den
lange terminale repetisjonen av humant T-celleleukemivirus type 1 (Takebe, Y.
et al., 1988 Mol. Cell. Biol. 8:466-472).

I tillegg til antistoffkjedegenene og de regulerende sekvensene kan de
rekombinante ekspresjonsvektorene ifglge oppfinnelsen baere ytterligere

sekvenser, slik som sekvenser som regulerer replikasjon av vektoren i
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vertscellene (f.eks. replikasjonsoriginer) og valgbare markgrgener. Det valgbare
markgrgenet letter seleksjon av vertsceller hvori vektoren er introdusert (se for
eksempel US- patentnr. 4,399,216, 4,634,665 og 5,179,017, alle av Axel et al.).
Typisk gir det valgbare markgrgenet resistens overfor for eksempel legemiddel,
slik som G418, hygromycin eller metotreksat, pa en vertscelle hvori vektoren er
blitt introdusert. Valgbare markgrgener inkluderer dihydrofolatreduktase
(DHFR)-genet (for anvendelse i dhfr- vertsceller med metotreksatseleksjon/-

amplifikasjon) og neogenet (for G418-seleksjon).

For ekspresjon av lett- og tungkjedene tranfekteres ekspresjonsvektorene som
koder for tung- og lettkjedene i en vertscelle ved standardteknikker. De
forskjellige formene av betegnelsen "transfeksjon" er 8 ment & omfatte en lang
rekke teknikker vanligvis anvendt for introduksjon av eksogent DNA i en
prokaryotisk eller eukaryotisk vertscelle, f.eks. elektroporering,
kalsiumfosfatutfelling, DEAE-dekstrantransfeksjon og lignende. Det er teoretisk
mulig & uttrykke antistoffene ifslge oppfinnelsen i enten prokaryotiske eller
eukaryotiske vertsceller. Ekspresjon av antistoffer i eukaryotiske celler, saerlig
mammalske vertsceller, drgftes siden slike eukaryotiske celler, og seerlig
pattedyrceller, er mer sannsynlige enn prokaryotiske celler for 8 sammenstille og
utskille et riktig foldet og immunologisk aktivt antistoff. Prokaryotisk ekspresjon
av antistoffgener er rapportert a8 vaere ineffektivt for produksjon av hgyt utbytte
av aktivt antistoff (Boss, M. A. and Wood, C. R., 1985 Immunology Today 6:12-
13).

Mammalske vertsceller for ekspresjon av de rekombinante antistoffene ifglge
oppfinnelsen inkluderer eggstokkcelle fra kinesisk hamster (CHO-celler)
(inkludert dhfr-CHO-celler, beskrevet i Urlaub and Chasin, 1980 Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 77:4216-4220 anvendt med en DH FR-valgbar markgr, f.eks. som
beskrevet i R.J. Kaufman and P.A. Sharp, 1982 Mol. Biol. 159:601-621, NSO-
myelomceller, COS-celler og SP2-celler. For anvendelse med NSO-myelomceller
er et annet ekspresjonssystem saerlig GS-genekspresjonssystemet vist i WO
87/04462, WO 89/01036 og EP 338,841. Nar rekombinante ekspresjonsvektorer
som koder for antistoffgener, introduseres inn i pattedyrvertsceller, produseres
antistoffene ved dyrking av vertscellene i en tilstrekkelig periode til @ gi mulighet
for ekspresjon av antistoffet i vertscellene eller sekresjon av antistoffet i
kulturmediet hvor vertscellene dyrkes. Antistoffer kan gjenvinnes fra

kulturmediet ved anvendelse av standard proteinrensingsfremgangsmater.
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Bispesifikke molekyler

I et annet aspekt inneholder den foreliggende beskrivelsen bispesifikke eller
multispesifikke molekyler omfattende et antistoff mot sklerostin, eller et
fragment derav, ifglge oppfinnelsen. Et antistoff ifglge oppfinnelsen, eller
antigenbindende regioner derav, kan vare avledet fra eller bundet til et annet
funksjonelt molekyl, f.eks. et annet peptid eller protein (f.eks. et annet antistoff
eller en ligand for en reseptor) for & generere et bispesifikt molekyl som binder
til minst to forskjellige bindingssteder eller malmolekyler. Antistoffet ifslge
oppfinnelsen kan faktisk veere avledet fra eller bundet til mer enn ett annet
funksjonelt molekyl for 8 generere multispesifikke molekyler som binder til mer
enn to forskjellige bindingssteder og/eller malmolekyler; slike multispesifikke
molekyler er ogsd ment & vaere omfattet av betegnelsen "bispesifikt moleky!"
som anvendt heri. For & danne et bispesifikt molekyl kan et antistoff ifglge
oppfinnelsen vaere funksjonelt bundet (f.eks. ved kjemisk binding, genetisk
fusjon, ikke-kovalent forbindelse eller pd annen mate) til ett eller flere andre
bindingsmolekyler, slik som et annet antistoff, antistoffragment, peptid eller

bindingsmimetikum, slik at et bispesifikt molekyl blir resultatet.

Den foreliggende beskrivelsen inkluderer fglgelig bispesifikke molekyler
omfattende minst én fgrste bindingsspesifisitet for sklerostin og en andre
bindingsspesifisitet for en andre malepitop. Den andre malepitopen er for
eksempel en annen sklerostinepitop som er forskjellig fra den fgrste
malepitopen. Et annet eksempel er et bispesifikt molekyl omfattende minst én
fgrste bindingsspesifisitet for sklerostin og en andre bindingsspesifisitet for en
epitop i Dkk-1. Et annet eksempel er et bispesifikt molekyl omfattende minst én
fgrste bindingsspesifisitet for sklerostin og en andre bindingsspesifisitet for en
epitop i LRP4.

For beskrivelsen i hvilken det bispesifikke molekylet er multispesifikt kan
molekylet i tillegg videre inkludere en tredje bindingsspesifisitet, i tillegg til den

forst og andre malepitopen.

I én utfgrelsesform omfatter de bispesifikke molekylene som en

bindingsspesifisitet minst ett antistoff, eller et antistoffragment derav, inkludert
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for eksempel en Fab, Fab', F(ab"),, Fv eller en enkeltkjedet Fv. Antistoffet kan
ogsa veere en lettkjede- eller tungkjede-dimer, eller hvilket som helst minimalt
fragment derav, slik som en Fv eller en enkeltkjedet konstruksjon som beskrevet
i Ladner et al. US-patentnr. 4,946,778.

Andre antistoffer som kan benyttes i slike bispesifikke molekyler, er murine,

kimaere og humaniserte monoklonale antistoffer.

Bispesifikke molekyler kan fremstilles ved konjugering av komponentens
bindingsspesifisiteter, ved anvendelse av fremgangsmater som er kjent i
teknikken. Hver bindingsspesifisitet for det bispesifikke molekylet kan for
eksempel genereres separat og deretter konjugeres til den andre. Nar
bindingsspesifisitetene er proteiner eller peptider, kan en rekke bindings- eller
kryssbindingsmiddel anvendes for kovalent konjugering. Eksempel pa
kryssbindingsmiddel inkluderer protein A, karbodiimid, N-sukkinimidyl-S-acetyl-
tioacetat (SATA), 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzosyre) (DTNB), o-fenylendimaleimid
(oPDM), N-sukkinimidyl-3-(2-pyridylditio)propionat (SPDP) og sulfosukkinimidyl
4-(N-maleimidometyl)syklohaksan-I-karboksylat (sulfo-SMCQC) (se for
eksempelKarpovsky et al., 1984 J. Exp. Med. 160:1686; Liu, MA et al., 1985
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:8648). Andre fremgangsmater inkluderer dem
beskrevet i Paulus, 1985 Behring Ins, Mitt. nr. 78,118-132; Brennan et al., 1985
Science 229:81-83, og Glennie et al., 1987 J. Immunol. 139: 2367-2375.
Konjugeringsmiddel er SATA og sulfo-SMCC, begge tilgjengelig fra Pierce
Chemical Co. (Rockford, IL).

Nar bindingsspesifisitetene er antistoffer, kan de konjugeres ved
sulfhydrylbinding av de C-terminale hengselregionene i de to tungkjedene. I en
seerlig utfgrelsesform modifiseres hengselregionen til 8 inneholde et ulikt antall

av sulfhydrylrester, f.eks én, fgr konjugering.

Begge bindingsspesifisitetene kan alternativt veere kodet i samme vektor og
uttrykt og sammenstilt i samme vertscelle. Denne fremgangsmaten er szerlig
nyttig hvor det bispesifikke molekylet er et mAb x mAb-, mAb x Fab-, Fab x
F(ab'),- eller ligand x Fab-fusjonsprotein. Et bispesifikt molekyl kan veere et
enkeltkjedet molekyl omfattende ett enkeltkjedet antistoff og en
bindingsdeterminant, eller et enkeltkjedet bispesifikt molekyl omfattende to

bindingsdeterminanter. Bispesifikke molekyler kan omfatte minst to
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enkeltkjedede molekyler. Fremgangsmater for fremstilling av bispesifikke
molekyler er for eksempel beskrevet i US-patenthummer 5,260,203; US-
patentnummer 5,455,030; US-patentnummer 4,881,175; US-patenthnummer
5,132,405; US-patentnummer 5,091,513; US-patenthummer 5,476,786; US-
patentnummer 5,013,653; US-patentnummer 5,258,498; og US-patentnummer
5,482,858.

Binding av de bispesifikke molekylene til deres spesifikke mal kan bekreftes ved
for eksempel enzymbundet immunsorbentassay (ELISA), radioimmunassay
(REA), FACS-analyse, bioassay (f.eks. vekstinhibering) eller Western blot-assay.
Hvert av disse assayene detekterer generelt neervaeret av protein-antistoff-
komplekser av seerlig interesse ved benyttelse av et merket reagens (f.eks. et

antistoff) spesifikt for komplekset av interesse.

Multivalente antistoffer

I et annet aspekt tilveiebringer den foreliggende beskrivelsen multivalente
forbindelser omfattende minst to identiske eller forskjellige antigenbindende
porsjoner av antistoffene ifglge oppfinnelsen som binder til sklerostin. I og med
den trimere arten av sklerostin tilveiebringer slike forbindelser foretrukket minst
tre eller fire antigenbindende porsjoner av antistoffet. De antigenbindende
porsjonene kan sammenbindes via proteinfusjon eller kovalent eller ikke-
kovalent binding. Fremgangsmater for binding er alternativt beskrevet for de
bispesifikke molekylene. Tetravalente forbindelser kan oppnds for eksempel ved
kryssbinding av antistoffer fra antistoffene ifglge oppfinnelsen med et antistoff
som binder til de konstante regionene av antistoffene ifglge oppfinnelsen, f.eks.

Fc- eller hengselregionen.
Trimeriseringsdomene er for eksempel beskrevet i Borean patent EP 1 012

280B1. Pentameriseringsmoduler er for eksempel beskrevet i PCT/EP97/05897
(W098/18943).

Farmasgytiske sammensetninger
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I et annet aspekt tilveiebringer den foreliggende oppfinnelsen en
sammensetning, f.eks. en farmasgytisk sammensetning, inneholdende ett eller
en kombinasjon av monoklonale antistoffer, eller antigenbindende regioner
derav, ifglge den foreliggende oppfinnelsen, formulert sammen med en
farmasgytisk akseptabel baerer. Slike sammensetninger kan inkludere ett eller en
kombinasjon av (f.eks. to eller flere forskjellige) antistoffer, eller
immunkonjugater eller bispesifikke molekyler ifglge oppfinnelsen. En
farmasgytisk sammensetning ifglge oppfinnelsen kan for eksempel omfatte en
kombinasjon av antistoffer som binder til forskjellige epitoper pa malantigenet,

eller som har komplementzere aktiviteter.

Farmasgytiske sammensetninger ifglge oppfinnelsen ogsa kan administreres i
kombinasjonsbehandling, dvs. kombinert med andre middel.
Kombinasjonsbehandlingen kan for eksempel inkludere et antistoff mot
sklerostin ifglge den foreliggende oppfinnelsen kombinert med minst ett annet
antiflogistikum eller antiosteoporotikum. Eksempel pa terapeutiske middel som
kan anvendes i kombinasjonsbehandling beskrives naarmere nedenfor i avsnittet
om anvendelser av antistoffene ifglge oppfinnelsen. Sammensetningene er

foretrukket formulert ved fysiologisk pH.

"Farmasgytisk akseptabel baerer" inkluderer som anvendt heri hvilket som helst
Igsemiddel, dispersjonsmedium, overtrekk, antibakterielt og antifungalt middel,
isotonisk og absorpsjonsforsinkende middel og lignende som er fysiologisk
kompatible. Bzereren bgr vaere egnet til intravengs, intramuskulaer, subkutan,
parenteral, spinal eller epidermal administrering (f.eks. ved injeksjon eller
infusjon). Avhengig av administreringsveien kan den aktive forbindelsen, dvs.
antistoffet, immunkonjugatet eller det bispesifikke molekylet, overtrekkes i et
materiale for & beskytte forbindelsen fra pavirkning av syrer og andre naturlige

betingelser som kan inaktivere forbindelsen.

De farmasgytiske forbindelsene ifglge oppfinnelsen kan inkludere ett eller flere
farmasgytisk akseptable salter. Et "farmasgytisk akseptabelt salt" betyr et salt
som bevarer den parentale forbindelsens gnskede biologiske aktivitet og ikke
overfgrer eventuelle ugnskede toksikologiske effekter (se for eksempel Berge,
S.M., et al., 1977 J. Pharm. Sci. 66:1-19). Eksempel pa slike salter inkluderer
syreaddisjonssalter og baseaddisjonssalter. Syreaddisjonssalter inkluderer dem

avledet fra ikke-toksiske uorganiske syrer, slik som saltsyrer, salpetersyrer,
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fosforsyrer, svovelsyrer, hydrobromsyrer, hydrojodsyrer, fosfor og lignende,
samt fra ikke-toksiske organiske syrer slik som alifatiske mono- og
dikarboksylsyrer, fenylsubstituerte alkanoiske syrer, hydroksyalkanoiske syrer,
aromatiske syrer, alifatiske og aromatiske sulfonsyrer og lignende.
Baseaddisjonssalter inkluderer dem avledet fra jordalkalimetaller, slik som
natrium, kalium, magnesium, kalsium og lignende, samt fra ikke-toksiske
organiske aminer, slik som N,N'-dibenzyletylendiamin, N-metylglukamin,

klorprokain, kolin, dietanolamin, etylendiamin og prokain.

En farmasgytisk sammensetning ifglge oppfinnelsen kan ogsd inkludere en
farmasgytisk akseptabel antioksidant. Eksempel pa farmasgytisk akseptable
antioksidanter inkluderer: vannlgselige antioksidanter, slik som askorbinsyre,
cysteinhydroklorid, natriumbisulfat, natriummetabisulfitt, natriumsulfitt og
lignende; oljelgselige antioksidanter, slik som askorbylpalmitat, butylert
hydroksyanisol (BHA), butylert hydroksytoluen (BHT), lecitin, propylgallat, alfa-
tokoferol og lignende; og metallkelaterende middel, slik som sitronsyre,

etylendiamintetraeddiksyre (EDTA), sorbitol, vinsyre og fosforsyre.

Eksempel pd egnede vandige og ikke-vandige bserere som kan benyttes i de
farmasgytiske sammensetningene ifglge oppfinnelsen, inkluderer vann, etanol,
polyoler (slik som glyserol, propylenglykol, polyetylenglykol og lignende) og
egnede blandinger derav, vegetabilske oljer, slik som olivenolje, og injiserbare
organiske estere, slik som etyloleat. Riktig fluiditet kan for eksempel
opprettholdes ved anvendelse av overtrekkingsmaterialer, slik som lecitin, ved
opprettholdelse av den ngdvendige partikkelstgrrelsen ved dispersjoner og ved

anvendelse av surfaktanter.

Disse sammensetningene kan ogsa inneholde adjuvanser slik som
konserveringsmiddel, fuktemiddel, emulgeringsmiddel og dispersjonsmiddel.
Forebygging av neerveer av mikroorganismer kan sikres bade ved
steriliseringsprosedyrer, ovenfor, og ved inklusjon av forskjellige antibakterielle
og antifungale middel, f.eks. paraben, klorbutanol, fenolsorbinsyre. Det kan ogsa
veere gnskelig a inkludere isotoniske middel, slik som sukkerarter, natriumklorid
og lignende, i sammensetningene. Forlenget absorpsjon av den injiserbare
farmasgytiske formen kan i tillegg tilveiebringes ved inklusjon av middel som

forsinker absorpsjon, slik som aluminiummonostearat og gelatin.
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Farmasgytisk akseptable baerere inkluderer sterile vandige lgsninger eller
dispersjoner og sterile pulvere for den provisoriske fremstillingen av sterile
injiserbare Igsninger eller dispersjon. Anvendelsen av slikt medium og slike
middel for farmasgytisk aktive stoffer er kjent i teknikken. Unntatt sa lenge et
konvensjonelt medium eller middel er inkompatibelt med den aktive
forbindelsen, betraktes anvendelse derav i de farmasgytiske sammensetningene
ifslge oppfinnelsen. Supplerende aktive forbindelser kan ogsa inkorporeres i

sammensetningene.

Terapeutiske sammensetninger ma typisk vaere sterile og stabile under
betingelsene for produksjon og oppbevaring. Sammensetningen kan formuleres
som en lgsning, mikroemulsjon, liposom eller annen ordnet struktur egnet til hgy
legemiddelkonsentrasjon. Baereren kan veere et Igsemiddel eller
dispersjonsmedium inneholdende for eksempel vann, etanol, polyol (f.eks.
glyserol, propylenglykol og flytende polyetylenglykol) og egnede blandinger
derav. Riktig fluiditet kan for eksempel opprettholdes ved anvendelse av et
overtrekk, slik som lecitin, ved opprettholdelse av den ngdvendige
partikkelstgrrelsen ved dispersjon og ved anvendelse av surfaktant. I mange
tilfeller er det mulig & inkludere isotoniske middel, f.eks. sukkerarter,
polyalkoholer slik som mannitol, sorbitol eller natriumklorid, i sammensetningen.
Forlenget absorpsjon av de injiserbare sammensetningene kan tilveiebringes ved
& inkludere i sammensetningen et middel som forsinker absorpsjon, f.eks.

monostearatsalter og gelatin.

Sterile injiserbare lgsninger kan fremstilles ved inkorporering av den aktive
forbindelsen i ngdvendig mengde i et egnet lgsemiddel med én eller en
kombinasjon av ingredienser nevnt ovenfor etter behov, etterfulgt av
steriliseringsmikrofiltrering. Dispersjoner fremstilles generelt ved inkorporering
av den aktive forbindelsen i en steril vehikkel som inneholder et basisk
dispersjonsmedium og de ngdvendige andre ingrediensene fra dem nevnt
ovenfor. Ved sterile pulvere for fremstilling av sterile injiserbare lgsninger er
fremgangsmatene for fremstilling vakuumtgrking og frysetgrking (lyofilisering)
som gir et pulver av den aktive ingrediensen pluss eventuell ytterligere gnsket

ingrediens fra en tidligere sterilfiltrert Igsning derav.

Mengden av aktiv ingrediens som kan kombineres med et baerermateriale for &

produsere en enkelt doseringsform, vil variere avhengig av individet som
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behandles, og den sezerlige administreringsmaten. Mengden av aktiv ingrediens
som kan kombineres med et beerermateriale for @ produsere en enkelt
doseringsform, vil generelt vaere den mengden av sammensetningen som
produserer en terapeutisk effekt. Av hundre prosent vil generelt denne mengden
veere i omradet fra ca. 0,01 prosent til ca. 99 prosent av aktiv ingrediens, fra ca.
0,1 prosent til ca. 70 prosent eller fra ca. 1 prosent til ca. 30 prosent av aktiv

ingrediens i kombinasjon med en farmasgytisk akseptabel beerer.

Doseringsregimene justeres for a tilveiebringe optimal gnsket respons (f.eks. en
terapeutisk respons). En enkelt bolus kan for eksempel administreres, flere delte
doser kan administreres over tid, eller dosen kan reduseres eller gkes
proporsjonalt etter behov i henhold til den terapeutiske situasjonen. Det er
spesielt fordelaktig @ danne parenterale sammensetninger i doseringsenhetsform
for @ lette administrering og doseringsensartethet. Doseringsenhetsform betyr
som anvendt heri fysisk adskilte enheter som er egnet som enhetsdoser for
individene som skal behandles; hver enhet inneholder en forhandsbestemt
kvantitet av aktiv forbindelse beregnet for @ produsere den gnskede terapeutiske
effekten i forbindelse med den ngdvendige farmasgytiske baereren. Beskrivelsen
for doseringsenhetsformer ifglge oppfinnelsen er styrt og direkte avhengig av de
unike karakteristikkene ved den aktive forbindelsen og den saerlige terapeutiske
effekten som skal oppnds, og begrensningene som finnes i teknikken for
tilknytning av en slik aktiv forbindelse for behandling av sensitivitet hos

individer.

For administrering av antistoffet er doseringen fra ca. 0,0001 til 100 mg/kg, og
vanligere 0,01 til 5 mg/kg, av vertens kroppsvekt. Doseringer kan for eksempel
vaere 0,3 mg/kg kroppsvekt, 1 mg/kg kroppsvekt, 3 mg/kg kroppsvekt, 5 mg/kg
kroppsvekt eller 10 mg/kg kroppsvekt eller innenfor omradet av 1-10 mg/kg. Ett
eksempel pa behandlingsregime omfatter administrering én gang per uke, én
gang annenhver uke, én gang hver tredje uke, én gang hver fjerde uke, én gang
hver maned, én gang hver 3. maned eller én gang hver 3. til 6. maned.
Doseringsregimer for et antistoff mot sklerostin ifglge oppfinnelsen inkluderer
1 mg/kg kroppsvekt eller 3 mg/kg kroppsvekt ved intravengs administrering,
idet antistoffet bestemmes ved anvendelse av ett av fglgende doseringsskjema:
hver fjerde uke med seks doseringer, deretter hver tredje maned; hver tredje
uke; 3 mg/kg kroppsvekt én gang etterfulgt av 1 mg/kg kroppsvekt hver tredje

uke.
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I noen fremgangsmater administreres to eller flere monoklonale antistoffer med
forskjellige bindingsspesifisiteter samtidig eller suksessivt, i hvilket tilfelle
doseringen av hvert administrert antistoff faller innenfor de indikerte omradene.
Antistoff administreres vanligvis flere ganger. Intervaller mellom enkelte
doseringer kan vare for eksempel ukentlig, manedlig, hver tredje maned eller
arlig. Intervaller kan ogsd veere uregelmessige som indikert ved maling av
blodnivaer av antistoff mot malantigenet hos pasienten. I noen fremgangsmater
justeres doseringen for 8 oppnd en plasmaantistoffkonsentrasjon pa ca. 1-

1000 pg/ml og i noen fremgangsmater ca. 25-300 pg/ml.

Antistoff kan alternativt administreres som en formulering for vedvarende
frisetting, i hvilket tilfelle mindre hyppig administrering kreves. Dosering og
frekvens varierer avhengig av antistoffets halveringstid hos pasienten. Humane
antistoffer viser generelt den lengste halveringstiden, etterfulgt av humaniserte
antistoffer, kimeere antistoffer og ikke-humane antistoffer.
Administreringsdoseringen og -frekvensen kan variere avhengig av hvorvidt
behandlingen er profylaktisk eller terapeutisk. I profylaktiske anvendelser
administreres en relativt lav dosering ved relativt sjeldne intervaller over en lang
tidsperiode. Noen pasienter fortsetter & motta behandling resten av livet. I
terapeutiske anvendelser er en relativt hgy dosering ved relativt korte intervaller
tidvis ngdvendig inntil progresjon av sykdommen reduseres eller avsluttes, eller
inntil pasienten viser partiell eller komplett forbedring av sykdomssymptomene.

Pasienten kan deretter fa administrert et profylaktisk regime.

Faktiske doseringsnivder av de aktive ingrediensene i de farmasgytiske
sammensetningene ifslge den foreliggende oppfinnelsen kan varieres for & oppna
en mengde av den aktive ingrediensen som er virkningsfull for @ oppna den
gnskede terapeutiske responsen for en saerlig pasient, sammensetning og
administreringsmate, uten & vaere toksisk for pasienten. Det valgte
doseringsnivaet vil avhenge av en rekke farmakokinetiske faktorer, inkludert
aktiviteten av de sarlige sammensetningene ifglge den foreliggende
oppfinnelsen som benyttes, eller esteren, saltet eller amidet derav,
administreringsveien, administreringstiden, utskillelsesraten for den saerlige
forbindelsen som benyttes, behandlingsvarigheten, andre legemiddel,
forbindelser og/eller materialer anvendt i kombinasjon med de saerlige

sammensetningene som benyttes, alder, kjgnn, vekt, tilstand, allmennhelse og
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tidligere medisinske historie hos pasienten som behandles, og lignende faktorer

som er velkjent i teknikken.

En "terapeutisk virkningsfull dosering" av et antistoff mot sklerostin ifglge
oppfinnelsen kan resultere i en reduksjon i alvorlighetsgraden av
sykdomssymptomene, en gkning i frekvens og varighet av sykdomssymptomfrie
perioder eller en forebygging av svekkelse eller ufgrhet pa grunn av

sykdommen.

En sammensetning ifglge den foreliggende oppfinnelsen kan administreres ved
én eller flere administreringsveier ved anvendelse av én eller flere av en rekke
fremgangsmater som er kjent i teknikken. Fagmannen vil forstd at
administreringsmaten og/eller -veien vil variere avhengig av de gnskede
resultatene. Administreringsveier for antistoffer ifglge oppfinnelsen inkluderer
intravengse, intramuskulaere, intradermale, intraperitoneale, subkutane, spinale
eller andre parenterale administreringsveier, f.eks. ved injeksjon eller infusjon.
Betegnelsen "parenteral administrering" betyr som anvendt heri andre
administreringsmater enn enteral og topisk administrering, vanligvis ved
injeksjon, og inkluderer, uten begrensning, intravengs, intramuskulaer,
intraarterial, intratekal, intrakapsulaer, intraorbital, intrakardial, intradermal,
intraperitoneal, transtrakeal, subkutan, subkutikulzer, intraartikulaer,
subkapsulaer, subaraknoid, intraspinal, epidural og intrastemal injeksjon og

infusjon.

Et antistoff ifglge oppfinnelsen kan alternativt administreres ved en ikke-
parenteral vei, slik som en topisk, epidermal eller mukosal administreringsvei,

f.eks. intranasalt, oralt, vaginalt, rektalt, sublingvalt eller topisk.

De aktive forbindelsene kan fremstilles med baerere som vil beskytte
forbindelsen mot hurtig frisetting, slik som en formulering med kontrollert
frisetting, inkludert implantater, transdermale patcher og mikroinnkapslede
administreringssystemer. Det kan anvendes biologisk nedbrytbare,
biokompatible polymerer, slik som etylenevinylacetat, polyanhydrider,
polyglykolsyre, kollagen, polyortoestere og polymelkesyre. Mange
fremgangsmater for fremstilling av slik formuleringer er patentert eller generelt
kjent for fagmannen. Se for eksempel Sustained and Controlled Release Drug

Delivery Systems, J.R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., New York, 1978.
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Terapeutiske sammensetninger kan administreres med medisinsk innretninger
som er kjent i teknikken. I én utfgrelsesform kan for eksempel en terapeutisk
sammensetning ifglge oppfinnelsen administreres med en nalelgs hypodermisk
injeksjonsinnretning, slik som innretningene vist i US-patentnr. 5,399,163;
5,383,851; 5,312,335; 5,064,413; 4,941,880; 4,790,824 eller 4,596,556.
Eksempel pa velkjente implantater og moduler som er nyttige i den foreliggende
oppfinnelsen, inkluderer: US-patentnr. 4,487,603, som viser en implanterbar
mikroinfusjonspumpe for administrering av medikament ved en kontrollert rate;
US-patentnr. 4,486,194, som viser en terapeutisk innretning for administrering
av medikamenter gjennom huden; US-patentnr. 4,447,233, som viser en
medikamentinfusjonspumpe for administrering av medikament ved en presis
infusjonsrate;  US-patentnr. 4,447,224, som viser en implanterbar
infusjonsanordning med variabel stremning for kontinuerlig
legemiddeladministrering; US-patentnr. 4,439,196, som viser et osmotisk
legemiddeladministreringssystem som har multikammerkompartmenter; og US-
patentnr. 4,475,196, som viser et osmotisk legemiddeladministreringssystem.
Mange andre slike implantater, administreringssystemer og moduler er kjent for

fagmannen.

I visse utfgrelsesformer kan de humane monoklonale antistoffene ifglge
oppfinnelsen formuleres for & sikre riktig fordeling in vivo. Blod-hjerne-barrieren
(BBB) ekskluderer for eksempel mange svaert hydrofile forbindelser. For & sikre
at de terapeutiske forbindelsene ifglge oppfinnelsen krysser BBB (om gnsket),
kan de formuleres for eksempel i liposomer. Fremgangsmater for produksjon av
liposomer er for eksempel beskrevet i US-patentnr. 4,522,811; 5,374,548; og
5,399,331. Liposomene kan omfatte én eller flere enheter som er selektivt
transportert i spesifikke celler eller organer, hvilket saledes forbedrer malrettet
legemiddeladministrering (se f.eks. V.V. Ranade, 1989 J]. Cline Pharmacol.
29:685). Eksempel pd@ malrettende enheter inkluderer folat eller biotin (se f.eks.
US-patentnr. 5,416,016 av Low et al.); mannosider (Umezawa et al., 1988
Biochem. Biophys. Res. Commun. 153:1038); antistoffer (P.G. Bloeman et al.,
1995 FEBS Lett. 357:140; M. Owais et al., 1995 Antimicrob. Agents Chernother.
39:180); surfaktantprotein A-reseptor (Briscoe et al., 1995 Am. J.
Physiol.1233:134); s. 120 (Schreier et al., 1994 J. Biol. Chem. 269:9090); se
ogsa K. Keinanen; M.L. Laukkanen, 1994 FEBSLett. 346:123; J.J. Killion; I.J.
Fidler, 1994 Immunomethods 4:273.
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Anvendelser og fremgangsmater for oppfinnelsen

Antistoffene ifglge den foreliggende oppfinnelsen har diagnostiske og
terapeutiske formal in vitro og in vivo. Disse molekylene kan for eksempel
administreres til celler i kultur, f.eks. in vitro eller in vivo, eller hos et individ,
f.eks. in vivo, for & behandle, forebygge eller diagnostisere en rekke lidelser.
Betegnelsen "individ" skal som anvendt heri inkludere humane og ikke-humane
dyr. Ikke-humane dyr inkluderer alle virveldyr, f.eks. pattedyr og ikke-pattedyr,
slik som ikke-humane primater, sauer, hunder, katter, kyr, hester, kyllinger,
amfibier og reptiler.

Fremgangsmatene er szrlig egnet til behandling, forebygging eller
diagnostisering av sklerostinrelaterte lidelser og/eller uheldige

benmineraldensitetslidelser, f.eks. osteoporose.

Oppfinnelsen tilveiebringer ogsa fremgangsmater for gkning av mineralinnholdet
og/eller mineraldensiteten i ben. Sammensetninger ifglge den foreliggende
oppfinnelsen kan ogs% veere nyttige for forbedring av utfall i ortopediske
prosedyrer, dentale prosedyrer, implantatkirurgi, ledderstatning, benpoding,
benkosmetisk  kirurgi og benreparasjon slik som frakturtilheling,
pseudoartrosetilheling, forsinket frakturtilheling og ansiktsrekonstruksjon. En
eller flere sammensetninger kan administreres fgr, under og/eller etter

prosedyren, erstatningen, podingen, kirurgien eller reparasjonen.

"En sklerostinrelatert lidelse" inkluderer som anvendt heri lidelser i hvilke
benmineraldensiteten (BMD) er unormal og/eller patologisk lav i forhold til friske
individer. Lidelser karakterisert ved lav BMD og/eller benskjgrhet inkluderer,
men er ikke begrenset til, primaer og sekundazer osteoporose, osteopeni,
osteomalasi, osteogenesis imperfecta (OI), avaskuleer nekrose (osteonekrose),
frakturer og implantattilheling (dentale implantater og hofteimplantater), bentap
pa grunn av andre lidelser (f.eks. assosiert med HIV-infeksjon, cancere eller
artritt). Andre "sklerostinrelaterte lidelser" inkluderer, men er ikke begrenset til,
revmatoid artritt, artrose, artritt og dannelsen og/eller naervaeret av osteolytiske

lesjoner.
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"En sklerostinrelatert lidelse" inkluderer som anvendt heri tilstander assosiert
med eller karakterisert ved uheldige sklerostinnivaer. Disse inkluderer cancere
og osteoporotiske tilstander (f.eks. osteoporose eller osteopeni), idet noen
overlapper med "sklerostinrelaterte lidelser" som definert heri.
Sklerostinrelaterte cancere kan inkludere myelom (f.eks. multippelt myelom med
osteolytiske lesjoner), brystcancer, tykktarmscancer, melanom, hepatocellulaer
cancer, epitelcancer, spisergrscancer, hjernecancer, lungecancer, prostatacancer

eller bukspyttkjertelcancer samt eventuelle metastaser derav.

En "sklerostinrelatert lidelse" kan ogsa inkludere renale og kardiovaskulaere
tilstander, minst pa grunn av sklerostins ekspresjon i nyren og
kardiovaskulaturen. Lidelsene inkluderer, men er ikke begrenset til, slike
nyrelidelser som glomeruleere sykdommer (f.eks. akutt og kronisk
glomerulonefritt, hurtig progressiv glomerulonefritt, nefrotisk syndrom, fokal
proliferativ glomerulonefritt, glomerulzere lesjoner assosiert med systemisk
sykdom, slik som systemisk lupus erythematosus, Goodpastures syndrom,
multippelt myelom, diabetes, polycystisk nyresykdom, neoplasi, sigdcellesykdom
og kroniske inflammatoriske sykdommer), tubulzere sykdommer (f.eks. akutt
tubuleer nekrose og akutt nyresvikt, polycystisk nyresykdom, medulleer
svampnyre, medulleer cystisk sykdom, nefrogen diabetes og renal tubulaer
acidose), tubulointerstitielle sykdommer (f.eks. pyelonefritt, legemiddel- og
toksinindusert  tubulointerstitiell nefritt, hyperkalsemisk nefropati og
hypokalemisk nefropati), akutt og hurtig progressiv nyresvikt, kronisk nyresvikt,
nefrolitiasis, gikt, vaskuleere sykdommer (f.eks. hypertensjon og nefrosklerose,
mikroangiopatisk hemolytisk anemi, ateroembolisk nyresykdom, diffus kortikal
nekrose og nyreinfarkt) eller tumorer (f.eks. nyrecellekarsinom og

nefroblastom).

Lidelsene inkluderer ogsd, men er ikke begrenset til, slike kardiovaskulaere
lidelser som iskemisk hjertesykdom (f.eks. hjertekrampe, myokardinfarkt og
kronisk iskemisk hjertesykdom), hypertensiv hjertesykdom, pulmonal
hjertesykdom, valvulaer hjertesykdom (f.eks. revmatisk feber og revmatisk
hjertesykdom, endokarditt, mitralklaffprolaps og aortaklaffstenose), medfgdt
hjertesykdom (f.eks. valvulzere og vaskulare obstruktive lesjoner, atrial eller
ventrikulzaer septal defekt og apen ductus arteriosus), eller myokardial sykdom

(f.eks. myokarditt, kongestiv kardiomyopati og hypertrofisk kardiomyopati).
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N3r antistoffer mot sklerostin administreres sammen med et annet middel, kan
de to administreres i hvilken som helst rekkefglge (dvs. suksessivt) eller

samtidig.

Ifglge en ytterligere utfgrelsesform av oppfinnelsen kan antistoffene ifglge
oppfinnelsen benyttes som adjunkt eller adjuvans til annen behandling, f.eks. en
behandling ved anvendelse av en benresorpsjonsinhibitor, f.eks. slik som i
osteoporosebehandling, szerlig en behandling som benytter kalsium, et kalsitonin
eller en analog eller et derivat derav, f.eks. kalsitonin, kalsilytika, kalsimimetika
fra laks, al eller menneske (f.eks. cinacalcet), et steroidhormon, f.eks. et
gstrogen, en partiell gstrogenagonist eller gstrogen-gestagen-kombinasjon, en
SERM (selektiv gstrogenreseptormodulator), f.eks. raloksifen, lasofoksifen,
bazedoksifen, arzoxifene, FC1271, tibolon (Livial ®), en SARM (selektiv
androgenreseptormodulator), et RANKL-antistoff (slik som denosumab), en
katepsin K-inhibitor, vitamin D eller en analog derav eller PTH, et PTH-fragment
eller et PTH-derivat, f.eks. PTH (1-84) (slik som Preos™), PTH (1-34) (slik som
Forteo™), PTH (1-36), PTH (1-38), PTH (1-31)NH2 eller PTS 893. Ifglge en
annen utfgrelsesform kan antistoffene ifglge oppfinnelsen benyttes i kombinasjon
med andre navarende osteoporosebehandlingsfremgangsmater, inkludert
bisfosfonater (f.eks. Fosamax (alendronat), Actonel” (risedronatnatrium),
Bonviva (ibandronsyre), Zometa  (zoledronsyre), Aclasta”/Reclast”
(zoledronsyre), olpadronat, neridronat, skelid, bonefos), statiner, anabole

steroider, lantanum og strontiumsalter og natriumfluorid.

I én spesifikk utfgrelsesform kan antistoffene ifglge oppfinnelsen administreres i
kombinasjon med et LRP4-moduleringsmiddel, dvs. et middel som modulerer

ekspresjonen eller aktivitet av LRP4, f.eks. et LRP4-ngytraliserende antistoff.

I en annen spesifikk utfgrelsesform kan antistoffer ifglge oppfinnelsen
administreres i kombinasjon med et DKK1-moduleringsmiddel, dvs. et middel
som forstyrrer eller ngytraliserer Dkk-1-mediert antagonisme for Wnt-

signalering, f.eks. et DKK1-ngytraliserende antistoff.

Oppfinnelsen tilveiebringer saledes ogsa anvendelsen av et antistoff eller
funksjonelt protein ifglge oppfinnelsen og (i) zoledronsyre, (ii) et anti-DKK1-
antistoff, (iii) alendronat, (iv) et anti-LRP4-antistoff, (v) hPTH og/eller (vi)

paratyroidhormonfrisettende middel (kalsilytika) i produksjonen av et
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medikament for behandling av en patologisk lidelse som medieres av sklerostin,

eller som er assosiert med et gkt niva av sklerostin.

I en annen utfgrelsesform tilveiebringer oppfinnelsen anvendelsen av et antistoff
eller funksjonelt protein ifglge oppfinnelsen i produksjonen av et medikament for
behandling av en patologisk lidelse som medieres av sklerostin, eller som er
assosiert med et gkt nivd av sklerostin, hvori medikamentet anvendes i
kombinasjon med (i) zoledronsyre, (ii) et anti-DKK1-antistoff, (iii) alendronat,
(iv) et anti-LRP4-antistoff, (v) hPTH og/eller (vi) paratyroidhormonfrisettende
middel (kalsilytika).

I en annen utfgrelsesform tilveiebringer oppfinnelsen anvendelsen av (i)
zoledronsyre, (ii) et anti-DKK1-antistoff, (iii) alendronat, (iv) et anti-LRP4-
antistoff, (v) hPTH og/eller (vi) paratyroidhormonfrisettende middel (kalsilytika) i
produksjonen av et medikament for behandling av en patologisk lidelse som
medieres av sklerostin, eller som er assosiert med et gkt nivd av sklerostin,
hvori medikamentet anvendes i kombinasjon med et antistoff eller funksjonelt

protein ifglge oppfinnelsen.

I en annen utfgrelsesform tilveiebringer oppfinnelsen anvendelsen av et antistoff
eller funksjonelt protein ifglge oppfinnelsen i produksjonen av et medikament for
behandling av en patologisk lidelse som medieres av sklerostin, eller som er
assosiert med et gkt niva av sklerostin, hvori pasienten pa forhand har fatt
administrert (i) zoledronsyre, (ii) et anti-DKK1-antistoff, (iii) alendronat, (iv) et
anti-LRP4-antistoff, (v) hPTH og/eller (vi) paratyroidhormonfrisettende middel
(kalsilytika).

I en annen utfgrelsesform tilveiebringer oppfinnelsen anvendelsen av (i)
zoledronsyre, (ii) et anti-DKK1-antistoff, (iii) alendronat, (iv) et anti-LRP4-
antistoff, (v) hPTH og/eller (vi) paratyroidhormonfrisettende middel (kalsilytika) i
produksjonen av et medikament for behandling av en patologisk lidelse som
medieres av sklerostin, eller som er assosiert med et gkt nivd av sklerostin,
hvori pasienten pa forhand har fatt administrert et antistoff eller funksjonelt

protein ifglge oppfinnelsen.

I én utfgrelsesform av kombinasjonene anfgrt ovenfor er hPTH hPTH(1-34).
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I én utfgrelsesform kan antistoffene ifslge oppfinnelsen anvendes for 8 detektere
nivaer av sklerostin, eller nivder av celler som inneholder sklerostin. Dette kan
for eksempel oppnas ved kontaktering av en prgve (slik som en in vitro-prgve)
og en kontrollprgve med antistoffet mot sklerostin under betingelser som gir
mulighet for dannelse av et kompleks mellom antistoffet og sklerostinet. Hvilke
som helst komplekser dannet mellom antistoffet og sklerostinet detekteres og
sammenlignes i prgven og kontrollen. Standard detekteringsfremgangsmater
som er velkjent i teknikken, slik som ELISA og strgmningscytometiske assayer,
kan for eksempel utfgres ved anvendelse av sammensetningene ifglge

oppfinnelsen.

I ett aspekt tilveiebringer oppfinnelsen fglgelig videre fremgangsmater for
detektering av naerveeret av sklerostin (f.eks. humant sklerostinantigen) i en
prgve eller maling av mengden av sklerostin omfattende kontaktering av prgven,
og en kontrollprgave, med et antistoff ifglge oppfinnelsen, eller en
antigenbindingsregion derav, som spesifikt binder til sklerostin, under
betingelser som gir mulighet for dannelse av et kompleks mellom antistoffet eller
porsjonen derav og sklerostin. Dannelsen av et kompleks detekteres deretter,
hvori en forskjell i kompleksdannelse mellom prgven og kontrollprgven indikerer

naerveaer av sklerostin i prgven

Innenfor omfanget av oppfinnelsen er ogsa kit bestdende av sammensetningene
(f.eks. antistoffer, humane antistoffer og bispesifikke molekyler) ifglge
oppfinnelsen og bruksanvisningen. Kitet kan videre inneholde minst ett
ytterligere reagens, eller ett eller flere ytterligere antistoffer ifglge oppfinnelsen
(f.eks. et antistoff som har en komplementeaer aktivitet som binder til en epitop
pa@ malantigenet som er distinktivt fra det forste antistoffet). Slike kit kan for
eksempel omfatte et antistoff eller funksjonelt protein ifglge oppfinnelsen og én
eller flere av (i) zoledronsyre, (ii) et anti-DKK1-antistoff, (iii) alendronat, (iv) et
anti-LRP4-antistoff, (v) hPTH og (vi) paratyroidhormonfrisettende middel
(kalsilytika). Kit inkluderer typisk en etikett som indikerer den tiltenkte
anvendelsen av kitets innhold. Betegnelsen etikett inkluderer hvilken som helst
skrift, eller registrert materiale levert pa eller med kitet, eller som pa annen

mate folger med kitet.

Oppfinnelsen som er fullstendig beskrevet, er ytterligere illustrert ved falgende

eksempel og krav, som er illustrerende og ikke ment & veere ytterligere
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begrensende. Fagmannen vil forsta eller vaere i stand ved anvendelse av bare
rutinemessig eksperimentering & finne atskillige ekvivalenter til de spesifikke
prosedyrene beskrevet heri. Slike ekvivalenter er innenfor omfanget av den

foreliggende oppfinnelsen og kravene.

Eksempel:

Funksjonelle assayer

ALKALISK FOSFATASEASSAY (ALP)

Celler

MC3T3 1b-celler er en klon av MC3T3-JP-celler som uttrykker OSE2-luc. Denne
klonen ble oppnadd etter stabil transfeksjon av MC3T3-JP (MC3T3-E1 murin
osteoblast, japansk klon, Jp; en gave fra dr. T. Kokkubo, Novartis, Japan) ved
anvendelse av 8x-OSE2wt-mOG2luc i pcDNA3.1+.

Kulturmedium

MC3T3-1b-celler ble rutinemessig dyrket i minimalt essensielt medium alfa
(MEMa; Invitrogen, kat.nr. 22561-021) supplert med 10 % kalvefosterserum
(FCS; Amimed kat.nr. 2-01F100-1), 2 mM L-glutamin (Gibco kat.nr. 25030-024),
50 IU penicillin/50 pg/ml streptomycin (Amimed kat.nr. 4-01F00-H) og 10 mM
Hepes (Gibco kat.nr. 15630-056) og 0,75 mg/ml G418 (Gibco kat.nr. 10131-
027) (vedlikeholdskulturmedium).

Stamlgsninger

10 mM askorbinsyre (Wako Pure Chemical kat.nr. 013-12061) i DMEM-LG, 14 nM
BMP-2 (R&D kat.nr. 355-BM-010) i 5mM eddiksyre og 0,1 % bovint
serumalbumin (BSA, Sigma kat.nr. A-8806); 1 M B-glyserofosfat (Sigma kat.nr.
G9891) i Tyrodes lgsning; Tyrodes lgsning: 9,72 g Tyrodes salt (Sigma kat.nr.
T2145) og 1 g NaHCO3 i 11 H,0, ALP substratbuffer: 25 mM glycin og 0,5 mM
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MgCL2, pH 10,5; ALP-substratlgsning: 5 mg p-nitrofenylfosfat (Sigma 104-
substrat, Sigma kat.nr. 50942-200TAB) i 3,75 ml ALP substratbuffer, pH 10,5;
1 mM p-nitrofenol (Sigma kat.nr. 104-1) i ALP-substratigsning.

Assay

For ALP-assayet ble MC3T3 1b-celler dyrket i assaykulturmedium (tilsvarende
vedlikeholdskulturmediet i fravaer av G418). MC3T3 1 b ble utsddd i 200 pl ved 3
x 10% celler/ml hvis induksjon startet 72 h senere, eller 2 x 10* celler/ml hvis
induksjon startet 96 h senere. Platene ble inkubert i 72 h eller 96 h ved 37 °C og
5 % CO, fgr induksjonen ble startet ved anvendelse av komplett medium (ved
supplering av kulturmediet med 10 mM b-glysero-fosfat (bGP) og 50 uM
askorbinsyre (AA)). Antistoffene som skal testes, ble fortynnet med komplett
medium. Antistoffet sammen med BMP-2 (0,7 nM) og sklerostin (50 nM) ble
tilsatt i bronnene (triplikat) i et sluttvolum pa 200 pl komplett medium. P& hver
plate ble 4 interne kontroller inkludert i triplikat: en Igsemiddelkontroll (BSA),
BMP-2-kontroll (0,7 nM), BMP-2 + sklerostin (BMP-2 (0,7 nM) og sklerostin
(50 nM)) og en sklerostinkontroll (50 nM). Platene ble inkubert i enda 72 h ved
37 °C og 5 % CO,. Da induksjonsperioden var ferdig, ble assayet avsluttet ved
fjerning av mediet og tilsetning av 150 pyl ALP-substratlgsning (nylagt) i hver
brgnn. Platene ble inkubert i 3-30 min. 100 pl 1 M NaOH ble tilsatt for 8 stoppe
reaksjonen, og platene ble ristet pd en platerister. OD ble lest mot en blank ved
405 nm, og ALP-aktivitet ble beregnet i nmol/min. 50 nM sklerostin ble anvendt
for @ oppna minst 70 % inhibering av BMP-2-indusert ALP-produksjon [0,7 nM
BMP-2].

WNT-ASSAY

Dette assayet ble etablert for testing av antistoffer basert pa sklerostins evne til

& inhibere Wnt1-mediert induksjon av STF reportergen.

Transfeksjon av HEK293-celler
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P& dag 1 ble HEK293-celler utsadd ved 1,3-1,4 x 10° celler per brgnn (i 0,5 ml
volum) pa en 24-brgnners poly-D-lysinplate (BD-BioCoat nr. 356414) i DMEM
(Gibco, kat.nr. 61965-026) inneholdende 10 % kalvefosterserum (FCS) ,1 % L-
glutamin (Gibco, kat.nr. 25030.024), 1 % ikke-essensielle aminosyrer (Gibco,
kat.nr. 11140) uten antibiotika. Transfeksjon ble utfgrt pa dag 2 med
lipofektamin 2000 (Invitrogen, kat.nr. 11668-019). For hver brgnn som skal
transfekteres ble fglgende mengde av plasmider tilsatt til et sluttvolum pa 50 pl
OptiMEM®1 (Gibco, kat.nr. 31985-047): for kontrollbrgnner (pcDNA3+, 480 ng;
SuperTopFlash (STF) 20 ng; phRL-CMV, 0,5 ng) og for Wntl-behandlingsbrgnner
(pcDNA-wntl, 20 ng; pcDNA3+, 460 ng; SuperTopFlash (STF) 20 ng; phRL-
CMV, 0,5 ng).

I et andre glass ble 1,6 pl lipofektamin 2000 fortynnet i 50 pl OptiMEM®I og
inkubert ved romtemperatur i 5 minutter. Innholdet i de to glassene ble deretter
blandet ved tilsetning av innholdet fra lipidglasset i DNA-glasset og inkubert i 30
minutter ved romtemperatur for 8 gi mulighet for DNA-lipidkompleksdannelse.
DNA-lipidkomplekset (100 ul) ble deretter jevnt tilsatt til breanner og inkubert
ved 37 °Ci 5 % CO, i 5 timer. Da den 5 timer lange inkuberingen var ferdig, var

cellene klare for behandling med testreagenser, slik som SOST, antistoffer osv.

Fastsld SOST-doseavhengig inhibering

For a fastsld doseinhiberingskurven ble en serie av to gangers fortynninger av
rhSOST i DMEM inneholdende 10 % FCS, 1 % L-glutamin og 1 % ikke-
essensielle aminosyrer uten antibiotika fremstilt, idet det ble startet ved 160 nM.
Konsentrasjonen av stam-rhSOST var 260 pg/ml i DMEM med 1 % FCS. Hver
tilstand ble rutinemessig testet i duplikater. 1 ml medium for hver tilstand ble
derfor fremstilt, og 450 ul ble tilsatt per brgnn etter fjerning av medium
inneholdende transfeksjonsblanding fra brgnner. Behandlingstiden var 18-20
timer. Da inkuberingen var ferdig, ble luciferaseassay utfgrt som angitt

nedenfor.

Test av anti-SOST-antistoffer
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Antistoffer ble forhandsblandet med SOST fgr tilsetning til cellene. For dette
formalet ble det fremstilt DMEM-medium (10 % FCS ,1 % L-glutamin og 1 %
ikke-essensielle aminosyrer uten antibiotika) med 20 til 30 nM av rhSOST.
Forskjellige fortynninger av testede antistoffer ble deretter tilsatt i det SOST-
holdige mediet i henhold til forsgksmetoden. Disse blandingene ble fremstilt 40
minutter fgr behandlingen. Hver tilstand ble rutinemessig testet i duplikater. For
& gjgre dette ble det fremstilt 1 ml medium for hver tilstand, og 450 pl ble tilsatt
per brgnn etter fjerning av medium inneholdende transfeksjonblanding fra
brgnner. Behandlingstiden var 18-20 timer. Da inkuberingen var ferdig, ble

luciferaseassay utfgrt som angitt nedenfor.

Luciferaseassay

Da inkuberingen var ferdig, ble medium fjernet, og 300 pl av 1X passiv
lysebuffer (Promega, kat.nr. E194A) ble tilsatt i lyseceller. Luciferaseaktivitet ble
deretter malt ved anvendelse av Dual-Glo Luciferase System (Promega, kat.nr.
E2940) med 30 pl lysater i duplikater. Assayet ble utfgrt ifglge Kitets
medfglgende bruksanvisning. 30 pl Dual-Glo-luciferase (ildflueluciferase; for
STF) og 30pul Dual-Glo Stop- og Glo (Renilla-luciferase; for
transfeksjonseffektivitetskontroll)-substrater ble typisk anvendt. Luminescerende

signaler ble malt med Mithras LB940-instrument (Berthold Technologies).

Databeregning

Forholdet mellom ildflue- og Renilla-luciferaser ble beregnet. Sluttresultatene

uttrykkes ved 3 sette verdien av Wnt1 uten SOST som 1.

MINERALISERINGSASSAY

Celler

MC3T3 1b-celler er en klon av MC3T3-JP-celler som uttrykker OSE2-luc. Denne
klonen ble oppnadd etter stabil transfeksjon av MC3T3-JP (MC3T3-E1 murin
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osteoblast, japansk klon, Jp; en gave fra dr. T. Kokkubo, Novartis, Japan) ved
anvendelse av 8x-OSE2wt-mOG2luc i pcDNA3.1+.

Kulturmedium

MC3T3-1 b-celler ble rutinemessig dyrket i minimalt essensielt medium alfa
(MEMa; Invitrogen, kat.nr. 22561-021) supplert med 10 % kalvefosterserum
(FCS; Amimed kat.nr. 2-01F100-I), 2 mM L-glutamin (Gibco kat.nr. 25030-024),
50 IU penicillin/50 pg/ml streptomycin (Amimed kat.nr. 4-01F00-H) og 10 mM
Hepes (Gibco kat.nr. 15630-056) og 0,75 mg/ml G418 (Gibco kat.nr. 10131-
027) (vedlikeholdskulturmedium).

Mineraliseringsassay

Matriseassosiert kalsium avleiret i brgnner ble bestemt i MC3T3-1b-celler ved
anvendelse av kalsiumkitet (Axon Lab, kat.nr. AXON0012). Celler ble utsddd ved
6 x 103 celler/brgnn eller 2 x 103 celler/brgnn for & forbedre cellemottagelighet i
96-brgnners plater i 100 pl assaykulturmedium (vedlikeholdskulturmedium uten
G418) og inkubert i 3 dager for & nd konfluens. Assaykulturmedium ble deretter
endret, og forbindelser som skal testes, tilsatt sammen med 10 mM b-glysero-
fosfat (bGP; Sigma kat.nr. G9891) og 50 pM askorbinsyre (AA; Wako Pure
Chemical kat.nr. 013-12061). Fgr deres tilsetning til cellene ble sklerostin og
Fab-ene som skal testes, preinkubert i en separat plate i 2h ved
romtemperatur; imens ble assayets 96-brgnners plater gitt 2,1 eller 2,8 nM
BMP-2 (R&D Systems, kat.nr. 355-BM-010) fgr de mottok sklerostin-Fab-
blandingen. Celler ble inkubert i 14 dager, og assaymedium ble erstattet hver 3-
4 dag. Da inkuberingen var ferdig, ble celler kort vasket to ganger med 200 pl
PBS/brgnn, 50 ul 0,5 M HCI ble tilsatt i hver brgnn, og plater ble fryst ved -20 °C
i minst 24 h. P& det egnede tidspunktet ble platene tint ved romtemperatur i 2
timer, og 10 pl av hver brgnn ble overfgrt i en ny 96-brgnners plate.
Kalsiumarbeidslgsning (1:5) ble deretter tilsatt (200 upl), og 5-30 minutter

senere ble plater avlest ved 595 nm pa en mikroplateleser.

Absorbansen ble translatert i pg av kalsium ifglge en standardkurve,

kontrollbrgnn (askorbinsyre og beta-glyserofosfat)-verdi ble trukket fra hver
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databrgnn, og sluttresultater ble uttrykt som % av BMP-2-indusert

mineralisering.

SMAD1-FOSFORYLERING WESTERN

Materiale

MC3T3-E1 murin osteoblast, (japansk klon, gave fra dr. T. Kokkubo, Novartis,
Japan) C3H10T1/2-celler (mouse embryo mesenchymal; ATCC, kat.nr.: CCL-
226)

SCL non-glycosylated, E. coli derived (Novartis, PSU5257)
15N SCL non-glycosylated, E. coli derived (Novartis, PSU11274)
hSOST-APP, glycosylated, HEK-EBNA derived (Novartis, BTP11100)

rhSCL, glycosylated, mouse myeloma cells derived (R&D Systems, kat.nr.: 1406-
ST/CF)

anti hSOST antibody (R&D Systems, kat.nr.: AF1406)
PhosphoSafe Extraction Reagent (Novagen, kat. nr.: 71296-3)
Protease Inhibitor Cocktail Set III (Calbiochem, kat. nr.: 539134)

NuPAGE Novex Tris-Acetate Gel 7% 1.5mm, 15 wells (Invitrogen, kat. nr.:
EA03585)

Tris-Acetate SDS Running Buffer 20x (Invitrogen, kat. nr.: LA0041)
NuPAGE Antioxidant (Invitrogen, kat. nr.: NPOOO5)

Immobilon-P Transfer Membrane 0.45um (Millipore, kat. nr.: IPVH00010)
Wattman chromatography paper (Merck, kat. nr.: 3587600)

XCell SureLock Mini-Cell and XCell II Blot Module (Invitrogen)

VersaMax microplate reader (Bucher)

Cellekultur og ekstraksjon

MC3T3-E1- og C3H10T1/2-celler ble rutinemessig dyrket i henholdsvis minimalt
essensielt medium alfa (MEMa; Invitrogen, kat.nr. 22561-021) eller i DMEM med
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hagy glukose (Invitrogen, kat.nr. 41965-039). Alt kulturmedium ble supplert med
10 % kalvefosterserum (FCS; BioConcept kat.nr. 2-01F10-I, lot. Z04459P),
2 mM L-glutamin (Invitrogen kat.nr. 25030-024), 50 IU penicillin/50 ug/ml
streptomycin (Invitrogen kat.nr. 15140-122) og 10 mM Hepes (Invitrogen
kat.nr. 15630-056) (vedlikeholdskulturmedium)

Celler ble utsadd i vedlikeholdskulturmedium i 6-brgnners plater (3 ml/brgnn) og
dyrket til konfluens (med 1,4 x 10° MC3T3-1b celler/brgnn, konfluens ble nadd
pd dag 3; med 1,0 x 10° C3H10T1/2 celler/brgnn ble konfluens nadd pa dag 3).
Etter serumnedbryting over natten i kulturmedium inneholdende 1 % FBS ble
mediet erstattet med ferskt medium supplert med 1% FBS, BMP-6 (R&D
Systems, kat.nr. 507-BP) og stoffene som skal testes. Fgr deres tilsetning til
cellene ble BMP-6 og stoffene som skal testes, preinkubert i 1h ved
romtemperatur, som det var blitt beskrevet for en phospho-Smad 1/3/5 i
C3H10T1/2 (Winkler, EMBO 1J., 2003, 22(23):6267-76). Ved testing av
antistoffer mot sklerostin ble disse preinkubert med sklerostin over natten ved
4 °C fgr de ble inkubert med 0,2 nM BMP-6 i 1 h ved romtemperatur og til slutt
tilsatt til konfluente celler. Etter den egnede behandlingstiden ble cellene vasket
med 2 ml iskald PBS. 100 ul/brgnn PhosphoSafe-ekstraksjonsreagens og 1:200
fortynnet proteaseinhibitorblanding ble deretter tilsatt til cellene, som deretter
ble inkubert pa is i 5 min. Cellene ble skrapt av brgnnene og overfgrt til et
mikrofugeglass. Celleekstraktet ble oppbevart pa is i 15 min, avbrutt av et
vortekser-trinn hvert 5. min. Deretter ble celleekstraktet sentrifugert i 5 min ved
16 000 g og 4 °C. Supernatanten ble til slutt overfgrt i et nytt mikrofugeglass for

proteinbestemmelse.

Proteinkonsentrasjon i cellelysat ble bestemt ved anvendelse av BCA-
proteinassaykitet ifglge produsentens bruksanvisning. BSA ble anvendt som
standard. For denaturering ble cellelysatet fortynnet 1:2 med Laemmli-buffer
(Bio-Rad, kat.nr. 161-0737, inneholdende p-merkaptoetanol (1:20, Merck,
kat.nr. 1.12006) nylig tilsatt) og kokt i 5 min ved 95 °C. Etter kjgling ble

prgvene oppbevart ved -20 °C inntil videre anvendelse.

Western blot
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Smad (H-465)-antistoff (Santa Cruz, kat.nr.: sc-7153) er et polyklonalt IgG fra
kanin, dyrket mot aminosyrene 1-465 som representerer Smad1l av full lengde
av human opprinnelse. Det bgr gjenkjenne Smadl, Smad2, Smad3, Smad5 og
Smad8 fra menneske, rotte og mus. Fosfo-Smadl (Ser463/465)/Smad>5
(Ser463/465)/Smad8 (Ser426/428)-antistoff (Cell Signalling, kat.nr. 9511) er et
polyklonalt IgG fra kanin, dyrket mot et syntetisk fosfo-peptid tilsvarende rester
som omgir Ser463/465 av humant mad5. Det bgr detektere endogene nivaer av
Smad1 bare ndr det fosforyleres dobbelt ved serin 463 og serin 465 samt Smad5
og Smad8 bare ndr det fosforyleres ved de tilsvarende stedene fra menneske,
mus, rotte, mink og xenopous-frosk. Antistoffet kryssreagerer ikke med andre

Smad-relaterte proteiner.

XCell SureLock Mini Cell-systemet (Invitrogen) ble fremstilt ifalge produsentens
bruksanvisning. Proteinprgvene (2 ug for en Smad, 5 ug for en Phospho-Smad
Western-analyse) ble lastet i likt sluttvolum pa@ en 7 % NuPAGE Novex Tris-
acetatgel i 1x rennende buffer. Det ble anvendt SeeBlue Plus2 forhandsfarget
standard (10 pl, 1:10; Invitrogen, kat.nr. LC5925) og MagicMark XP Western
proteinstandard (10 pl, 1:100; (Invitrogen, kat.nr.; LC5602) som
molekylvektsmarkgrer. Gelen ble kjgrt i 75 min med konstant spenning (150 V).

Blottingputer og filterpapir ble dynket i 700 ml 1x NuPAGE-overfgringsbuffer. En
PVDF-overfgringsmembran ble fgrst dynket i 30 s i metanol og deretter overfgrt
til 1x NuPAGE-overfgringsbuffer (Invitrogen, kat.nr. NPO006, overfgringsbuffer:
Metanol 10:1 nylig fremstilt). Gelkassettplatene ble separert med en gelkniv, ett
forhdndsdynket filterpapir ble plassert pa toppen av gelen, og alle fangede
luftbobler ble forsiktig fjernet. Platen ble snudd opp ned pa plastfolie, og etter
fierning av platen ble den forhandsdynkede overfgringsmembranen plassert pa
gelen og eventuelle luftbobler ble fijernet. Et andre forhandsdynket filterpapir ble
plassert pa toppen, og eventuelle luftbobler ble fjernet. To dynkede blottingputer
ble plassert i katodekjernen i Cell II-blottingmodulen. Gel/membran-sandwichen
ble forsiktig lgftet opp og plassert pa blottingputene (med gelen naermest
katodekjernen). Til slutt ble 3 forhdndsdynkede blottingputer plassert pa
membransammenstillingen, og anodekjernen ble tilsatt pa& toppen.
Blottingsmodulen ble skjgvet inn i f@ringsskinnene pa det lavere
bufferkammeret, og kilen ble I3st i posisjon ifglge produsentens bruksanvisning.
Blottingsmodulen ble fylt med 1x NuPAGE-overfgringsbuffer inntil gel-

/membransammenstillingen var dekket. De ytre bufferkamrene ble fylt med
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650 ml deionisert vann, og proteinoverfgringen til PVYDF-membranen ble utfgrt

med konstant spenning (30 V) i 2 timer.

Etter blottingen ble membranen fgrst vasket i 10 min i 0,05 % Tween 20 i PBS
og deretter blokkert under forsiktig risting i 1 time i 25 ml SuperBlock T20-
blokkeringsbuffer ved romtemperatur. Det primare antistoffet (fosfo-Smad
1/5/8 eller Smad (H-465)) ble tilsatt til membranen i en 1:1000 fortynning i
SuperBlock T20 blokkeringsbuffer (Pierce, kat.nr. 37516), og membranen ble
inkubert over natten ved 4 °C under risting. Membranen ble deretter vasket 3
ganger i 10 min med 0,05 % Tween 20 (Fluka, kat.nr. 93773) i PBS fgr den ble
inkubert med det RP-konjugerte sekundaere antistoffet (1:1000 i SuperBlock
T20-blokkeringsbuffer) i 60 min ved romtemperatur under risting. Minst 3
vasketrinn pa@ 10 min hver ble utfgrt far membranen ble inkubert i 5 min med
SuperSignal West Femto Substrate Working Solution (Pierce, kat.nr. 34095).
Membranen ble til slutt plassert i en plastiomme og avbildet med Fluor-S
Multiimager (Bio-Rad) og kamera. En optimal eksponeringstid pa 1 til 2 min ble

bestemt ved sammenligning av bilder tatt mellom 30 s og 5 min.

Dataanalyse

Kjemiluminescensaktivitetene ble malt ved anvendelse av Quantity One (Bio-
Rad), og ECso-verdier ble beregnet ved anvendelse av XLfit4-programvare. Hvert

fosfo-Smad-signal ble normalisert ved dets tilsvarende totale Smad-signal.

LRP6 / SKLEROSTIN-ELISA

96-brgnners ikke-behandlede mikrotiterplater ble overtrukket med 100 pl/brgnn
LRP6/Fc (1 pg/ml, R&D Systems, kat.nr. 1505-LR) fortynnet i PBS. Som kontroll
for ikke-spesifikk binding (NSB) ble noen brgnner fylt med 100 ul/brgnn PBS.
Platene ble dekket med plastfiim og inkubert over natten ved romtemperatur.
Etter overtrekkingen ble platene vasket 3 ganger med 200 pl/brgnn 0,05 %
Tween 20 (Fluka, kat.nr. 93773) i PBS, og brgnner ble blokkert i 1 h ved 37 °C
ved tilsetning av 300 pl/brgnn SuperBlock blokkeringsbuffer (Pierce, kat.nr.
37535) i TBS. Etter inkubering ble blokkeringslgsningen fjernet, og 100 pl/brgnn
sklerostin (E.coli-avledet, Novartis; 1-1000 ng/ml,) fortynnet i 1 % BSA i PBS
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ble tilsatt. Platene ble inkubert i 2 h ved romtemperatur fgr de ble vasket 3
ganger med 200 pl/brgnn 0,05 % Tween 20 i PBS. Deretter ble det tilsatt
100 pl/brgnn antistoff mot anti-sklerostin (1 ug/ml) fortynnet i 1 % BSA i PBS,
og plater ble inkubert i 2 h ved romtemperatur fgr de ble vasket 3 ganger med
200 pl/brgnn 0,05 % Tween 20 i PBS. Til slutt ble det tilsatt 100 pl/brgnn ALP-
konjugert anti-geit-IgG Ab (1:5000; Sigma kat.nr. A-7888) fortynnet i 1 % BSA
(Sigma kat. nr.:A-7888) i PBS i 1 h ved RT, og platene ble deretter vasket 3
ganger med 200 pl/brgnn 0,05 % Tween 20 i PBS. For @ bestemme ALP ble
100 ul/brgnn ALP-substrat (Sigma, kat.nr.. S0942)-lgsning (1 tablett per 5 ml
dietanolaminsubstratbuffer 1x; Pierce, kat.nr. 34064) tilsatt til platene i 90 min

og optisk densitet malt ved 405 nm.

LRP4-OVEREKSPRESJON I HEK293-CELLER

HEK293-celler (ATCC kat.nr. CRL-1573) ble rutinemessig dyrket i DMEM/F12
(Invitrogen kat.nr. 21331-020) supplert med 10 % FCS (BioConcept kat.nr. 2-
01F10-I, lot. Z04459P), 2 mM L-glutamin (Invitrogen kat.nr. 25030-024),
100 IU penicillin/100 pg/ml streptomycin (Invitrogen kat.nr. 15140-122) og
10 mM HEPES (Invitrogen kat.nr. 15630-056). Hek293-celler ble utsddd ved 5 x
10* celler/brgnn i poly-D-lysin 48-brgnners plateformat og inkubert i 24 h fgr
transfeksjonen ble utfgrt med Lipofectamine 2000 (Invitrogen kat.nr. 11668-
019). For hver brgnn som skal transfekteres, ble fglgende mengde av plasmider
tilsatt til et sluttvolum pa 25 pl OptiMEM®I (Gibco, kat.nr. 31985-047) og
blandet forsiktig: for kontrollbrgnner (pmaxGFP, 62,5 ng, pcDNA3+, 125 ng;
SuperTopFlash (STF) 62,5 ng; SV40-drivende Renilla-luciferaseplasmid, 0,75 ng)
og for Wntl-behandlingsbrgnner (pmaxGFP, 62,5 ng, pcDNA-wntl, 62,5 ng;
pcDNA3+, 62,5 ng; SuperTopFlash (STF) 62,5 ng; SV40-drivende Renilla-
luciferaseplasmid, 0,75 ng) og for LRP4-Wntl-behandlingsbrgnner (pcDNA3+-
LRP4, 62,5 ng, pcDNA3+-wntl, 62,5 ng; pcDNA3+, 62,5 ng; SuperTopFlash
(STF) 62,5 ng; SV40-drivende Renilla-luciferaseplasmid, 0,75 ng). I et andre
glass ble 0,8 ul av Lipofectamine 2000 fortynnet til et sluttvolum pa 25
OptiMEM®I og inkubert ved romtemperatur i 5 minutter. Innholdet i de to
glassene ble deretter blandet ved tilsetning av innholdet fra lipidglasset i DNA-
glasset og inkubert i 30 minutter ved romtemperatur for 8 gi mulighet for DNA-
lipidkompleksdannelse. DNA-lipidkomplekset (50 pl) ble deretter jevnt tilsatt i
brgnner og inkubert ved 37°C i 5% CO, i 5 timer. Da den 5 timer lange
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inkuberingen var ferdig, var cellene klare for en 20 h behandling med
testreagenser, slik som SOST, DKK1 (R&D kat.nr. 1096-DK), antistoffer osv.
Luciferaseassayet ble utfgrt som beskrevet under "Wnt-assay", men med

tilsetning av 150 pl passiv lysebuffer i stedet.

LRP4-OVEREKSPRESJON I C28A2-CELLER

C28a2-celler (fra Mary Goldring, Harvard Institutes of Medicine, Boston, MA,
USA) ble dyrket i samme medium som HEK293 (se ovenfor), bortsett fra at
HEPES ikke var til stede og et supplement av ikke-essensielle aminosyrer (Gibco
kat.nr. 11140) ble tilsatt. C28a2-celler ble utsadd ved 1x10° celler/brgnn i et 24-
brgnners plateformat i antibiotikumfritt kulturmedium og inkubert over natten
fgr transfeksjonen ble utfgrt med Lipofectamine 2000 (Invitrogen kat.nr. 11668-
019). For hver brgnn som skal transfekteres, ble fglgende mengde av plasmider
(600 ng/brgnn totalt) tilsatt i et sluttvolum p& 50 pl OptiMEM®I (Gibco, kat.nr.
31985-047) og blandet forsiktig: for kontrollbrganner (SuperTopFlash (STF)
100 ng; SV40-drivende Renilla-luciferaseplasmid, 2 nhg og pcDNA3+, 500 ng for
& kompensere) og for Wnt1-behandlingsbrgnner (pcDNA-wnti-plasmid, 100 ng;
LRP5-plasmid, 100 ng; SuperTopFlash (STF) 100 ng; SV40-drivende Renilla-
luciferaseplasmid, 2ng og pcDNA3+, 300ng) og for LRP4-Wntl-
behandlingsbrgnner (pcDNA-wntl-plasmid, 100 ng; LRP5-plasmid, 100 ng;
LRP4-plasmid, 100 ng; SuperTopFlash (STF) 100 ng SV40-drivende Renilla-
luciferaseplasmid, 2 ng og pcDNA3+, 200 ng). I et andre glass ble 1,6 pl
lipofektamin 2000 fortynnet i 48,4 ul OptiMEM®I og inkubert ved romtemperatur
i 5 minutter. Innholdet i de to glassene ble deretter blandet ved tilsetning av
innholdet fra lipidglasset i DNA-glasset og inkubert i 30 minutter ved
romtemperatur for 8 gi mulighet for DNA-lipidkompleksdannelse. DNA-
lipidkomplekset (100 ul) ble deretter jevnt tilsatt i brgnner og inkubert ved 37 °C
i 5% CO, i 2 timer. Da den 2 timer lange inkuberingen var ferdig, ble
transfeksjonsmedium erstattet med 450 pl/brgnn antibiotikumfritt medium, og
cellene ble inkubert i 24 h. Celler ble deretter behandlet i 20 h med
testreagenser, slik som SOST eller DKK1 (R&D kat.nr. 1096-DK).

Luciferaseassayet ble utfgrt som beskrevet under "Wnt-assay".

LRP4-KNOCKDOWN i HEK293-CELLER
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Wntl/STF/Renilla Hek293-celler (et stabilt klon utgitt fra den stabile
transfeksjonen av Hek293-celler (ATCC kat.nr. CRL-1573)) med Wntl-
ekspresjonsplasmid, SuperTopFlash-reporterplasmid og et SV40-drivende
Renilla-luciferaseplasmid) ble rutinemessig dyrket i DMEM 4500 g/l glukose
(Invitrogen kat.nr. 41965-035) supplert med 10 % FCS (Amimed kat.nr. 2-
0F100-I), 2 mM L-glutamin (Invitrogen kat.nr. 25030-081), 100 IU/ml
penicillin/100 pug/ml streptomycin (Gibco kat.nr. 15140-163), 6 ug/ml puromycin
(Invitrogen kat.nr. ant-pr-1), 150 ug/ml zeocin (Invitrogen kat.nr. 45-0430) og
150 pg/ml hygromycin (Invitrogen kat.nr. 10687-010). Seleksjonsantibiotika ble
utelatt under knockdownforsgk. Celler ble utsddd ved 0,6 x 10° celler/brgnn i
poly-D-lysin 24-brgnners plateformat og fikk binde over natten fgr utfgrelse av
transfeksjonen av LRP4 siRNA-er med HiPerFect (Qiagen kat.nr. 301707). Sens-

og antisenssekvensene av det anvendte LRP4 siRNA var som fglger: LRP4a:

TAAATTATCATAAAGTCCTAA / AGGACTTTATGATAATTTATT; (SEQ ID
NO:160/161) LRP4b: ATAGTGGTTAAATAACTCCAG / GGAGTTATTTAACCACTATTT,;
(SEQ ID NO:162/163) LRP4c:
TAAATTCTCGTGATGTGCCAT / GGCACATCACGAGAATTTATT; (SEQ ID
NO:164/165) LRP4d:
TTTCTTATAGCACAGCTGGTT / CCAGCTGTGCTATAAGAAATT,; (SEQ ID
NO:166/167) LRP4e:

TAGACCTTTCCATCCACGCTG / GCGTGGATGGAAAGGTCTATT; (SEQ 10 NO-
er:168/169). For hver brgnn som skal transfekteres, ble det fremstilt to
eppendorf-rgr: Det fgrste inneholdt 0,2 yl av en 20 nM stamlgsning av én av
LRP4 siRNA eller 0,1 pl av en 20 nM stamlgsning av to forskjellige LRP4 siRNA-er
(den siste totale konsentrasjonen i siRNA/brgnn er 6,6 nM) og 50 pl Optimem,
og det andre inneholdt 3 pl HiPerFect og 47 ul Optimem. Innholdet i det andre
glasset ble tilsatt i det fgrste, blandet kort pa vortekser og etterlatt i 10 minutter
ved romtemperatur. 100 pl av denne blandingen ble deretter tilsatt i den
respektive brgnnen, og celler ble inkubert ved 37 °C under 5 % CO, i 30 timer.
Deretter ble transfeksjonblandingen fjernet og erstattet med ferskt
antibiotikumfritt kulturmedium (450 pl/brgnn) og inkubert i nye 24 timer. Fgr
SOST- eller DKK1l-behandling ble medium fjernet, erstattet med ferskt
antibiotikumfritt kulturmedium inneholdende egnet fortynning av SOST eller
DKK1 (R&D kat.nr. 1096-DK), og celler ble inkubert i 20 timer ved 37 °C under
5 % CO,. Luciferasebestemmelse ble deretter utfgrt som beskrevet under "Wnt-

assay".
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Dyremodeller

Atte m&neder gamle OF1/IC-hunnmus (n = 16/gruppe, Charles River, Frankrike)
fikk to ganger ukentlig intravengst administrert antistoff mot sklerostin
ANTISTOFF A (25 mg/kg, h/mlgG2a) (MOR05813) eller kontrollantistoff (anti-PC-
h/mlgG2a). Kontrollgrupper mottok enten daglig subkutant 100 mikrog/kg
PTH(1-34) eller PBS-vehikkel. Behandlingen varte i 2,5 uker for alle dyr.
Halvparten av dyrene (n = 8 / gruppe) ble avlivet pa dette tidspunktet for
histomorfometrisk analyse. Behandlingen fortsatte for resten av dyrene (n = 8 /

gruppe) i opptil 5 uker.

Dyrenes tibiale benmasse og geometri ble malt ved initiering av behandlingen
ved perifer kvantitativ computertomografi (pQCT) og mikrocomputertomografi
(microCT). Dyr ble jevnt fordelt i grupper ifglge kroppsvekt og tibial total
benmineraldensitet som malt ved pQCT. Endringer i benmineraldensitet, -masse
og -geometri ble evaluert etter 2,5 og 5 uker av behandlingen. Kroppsvekt ble
overvaket ukentlig. Dyr som ble avlivet etter 2,5 ukers behandling, fikk
administrert to fluorokrometiketter for markering av benmineralisering 10 og 3
dager fgr nekropsi. Blod ble tatt ved nekropsi. DEXA-malinger ble utfgrt ved
obduksjon pa eksidert tibia, femur og lendevirvel. Benet ble fiksert, dehydrert og
integrert for mikrotomseksjonering og histomorfometrisk analyse av

bendannelsesdynamikk.

BEHANDLINGSPROTOKOLL

Kontrollantistoff: anti-PC-h/mlgG2a,

konsentrasjon: 2,5 mg/ml, administreringsvolum: 10 ml/kg
Vehikkel: 50 mM citrat, 140 mM NaCl

Antistoff mot sklerostin: anti-SOST-MOR05813, h/mlgG2a,
2,45 mg/ml, administreringsvolum: 10 mi/kg

Vehikkel: 50 mM citrat, 140 mM NaCl

hPTH (1-34) (Bachem, Bubendorf, Sveits) 100 pg/kg
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Vehikkel: PBS+BSA 0,1 %

BEHANDLINGSGRUPPER:

1 isotypekontroll iv. = anti-PC-mlgG2a

2 |anti-SOST-MORO05813 iv.

3 |vehikkelkontroll sc. = PBS+BSA 0,1 %

4 |hPTH(1-34) sc.

VEDLIKEHOLDSBETINGELSER

Dyr ble huset i grupper pa fire til fem dyr ved 25 °C med en 12:12 h syklus med
lys og mgrke. De ble matet et standard laboratoriumkosthold inneholdende
0,8 % fosfor og 0,75 % kalsium (NAFAG 3893.0.25, Kliba, Basel, Sveits). Mat og

vann ble tilveiebrakt ad libitum.

ERKLARING OM DYREVELFERD

Dyreforsgk ble utfgrt ifglge gjeldende regelverk i den sveitsiske kantonen Basel
by.

FREMGANGSMATER

PERIFER KVANTITATIV COMPUTERTOMOGRAFI (pQCT)

Dyrene ble plassert i en lateral posisjon under inhaleringsnarkose (Isofluran,

2,5 %). Det venstre benet ble strukket og fiksert i denne posisjonen.

Tverrsnittlig benmasse, densitet og geometri ble overvaket i den proksimale
tibiametafysen pa hgyde med midfibulahodet og 1,8 mm distalt for den
proksimale enden av tibia som detektert i scout-skanningen ved anvendelse av
en tilpasset Stratec-Norland XCT-2000 utstyrt med et Oxford 50 AM-
rgntgenglass og en kollimator med 0,5 mm diameter. Fglgende konfigurasjon ble

valgt for malingene: vokselstgrrelse: 0,1 x 0,1 x 0,5 mm; skanningshastighet:
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scout-riss 10 mm/s; sluttskanning 3 mm/s, 1 blokk, konturmodus 1, rivemodus
2; kortikal terskel: 610 mg/cm3, indre terskel: 610 mg/cm3.

MIKROCOMPUTERTOMOGRAFI (microCT)

Dyrene ble plassert i en lateral posisjon under inhaleringsnarkose (Isofluran,

2,5 %). Det venstre benet ble strukket og fiksert i denne posisjonen.

Spongigs benstruktur ble evaluert i den venstre proksimale tibiametafysen ved
anvendelse av en Scanco vivaCT20 (Scanco Medical AG, Sveits). De ikke-
isometriske vokslene hadde en dimensjon pa 10,5 x 10,5 x 10,5 pym. Fra de
tverrsnittlige bildene ble det spongigse benkompartmentet avgrenset fra
kortikalt ben ved sporing av dets kontur. I alle de andre skivene ble grenser
interpolert basert pa sporingen for & definere volumet av interesse. 143 skiver
innenfor omradet av det sekundaere spongiosa (starter nedenfor de laterale
nedre kantene av vekstplaten) ble evaluert. Det ble anvendt en terskelverdi p

370 for den tredimensjonale evalueringen av strukturelle parametere.

DEXA-SKANNING

Ex vivo DEXA-malinger ble utfgrt pa venstre tibia, venstre femur og lendevirvel
1-4. Etanol (70 %) ble anvendt for blgtvevsimulering. Malingene ble utfgrt ved
anvendelse av et alminnelig Hologic QDR-1000-instrument tilpasset for malinger
av sma dyr. Det ble anvendt en kollimator med 0,9 cm diameter og ultrahgy

opplgsningsmodus (linjeavstand 0,0254 cm, opplgsning 0,0127 cm).

FLUORKROMMERKING:

Alizarin (20 mg/kg, subkutant, alizarinkomplekson, Merck, Dietikon, Sveits) ble
en 10 dager fgr nekropsi

Calcein (30 mg/kg, subkutant, Fluka, Buchs, Sveits) - 3 dager fgr nekropsi

HISTOLOGI OG HISTOMORFOMETRI
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Etter disseksjon ble hgyre femur og lendevirvel fem og seks plassert i 24 h i
Karnovskys fiksativ, dehydrert i etanol ved 4 °C og integrert i resin
(metylmetakrylat). Ved anvendelse av en Microtome 2050 Supercut (Reichert
Jung, Arnsberg, Tyskland) ble et sett av 5 um tykke ikke-sammenhengende
mikrotomsnitt skaret i midtfrontalplanet for evaluering av
fluorokrometikettbasert bendannelse. Snittene ble undersgkt ved anvendelse av
et Leica DM-mikroskop (Leica, Heerbrugg, Sveits) utstyrt med et kamera (SONY
DXC-950P, Tokyo, Japan) og tilpasset Quantimet 600-programvaren (Leica,
Cambridge, Storbritannia). Det ble tatt prgve av én seksjon per dyr.
Mikroskopiske bilder av prgvene ble digitalisert og evaluert halvautomatisk pa
skjermen. Benperimeter, enkelt og dobbeltmerket benperimeter og bredde
mellom etiketter ble malt (X200 forstgrrelse). Mineraliserte perimeterverdier
(prosent), mineralapposisjonsrater (mikrometer/dag) (korrigert for snitthelling i
det spongigse benkompartmentet) og daglige bendannelsesrateverdier (daglig
bendannelsesrate/benperimeter [mikrometer/dag]) ble beregnet. Alle
parametere ble evaluert i det sekundzere spongiosa av den distale
femurmetafysen og i én lendevirvel. Et annet sett av seksjoner ble farget med
tartratresistent syrefosfatase (TRAP). Osteoklastisk overflate per benoverflate

(%) ble evaluert i det sekundeaere spongiosa:

STATISTISK ANALYSE

Resultater uttrykkes som gjennomsnittlig +/-SEM. Statistisk analyse ble utfgrt
ved anvendelse av Students t-test (to-halet; uparet). Behandling (antistoff mot
sklerostin eller hPTH(1-34) ble testet for forskjell med kontroll (kontrollantistoff
eller PBS), *, + p< 0,05, **, ++ p < 0,01.

Affinitetsbestemmelse

Affinitetsbestemmelse av valgte anti-humane sklerostin-Fab-er ved
anvendelse av overflateplasmonresonans (Biacore)
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De kinetiske konstantene ko, 0g k¢ ble bestemt med seriefortynninger av den
respektive Fab-bindingen til kovalent immobilisert antigensklerostin ved
anvendelse av BIAcore 3000-instrumentet (BIAcore, Uppsala, Sverige). For
kovalent  antigenimmobiliseringsstandard EDC-NHS ble det anvendt
aminbindingskjemi. Kinetiske malinger ble utfgrt i PBS (136 mM NaCl, 2,7 mM
KCI, 10 mM Na,HPO,4, 1,76 mM KH,PO, pH 7,4) ved en strgmningsrate pé’u
20 yl/min ved anvendelse av Fab-konsentrasjonsomrdde fra 1,5-500 nM.
Injeksjonstid for hver konsentrasjon var 1 min, etterfulgt av 3 min
dissosiasjonsfase. For regenerering ble det anvendt 2 x 5yl 10 mM glycin pH
1,5. Alle sensogrammer ble tilpasset ved anvendelse av BIA-

evalueringsprogramvare 3.1 (BIAcore).

Elektrokjemiluminescens (BioVeris)-basert bindingsanalyse for madling

av affiniteten til sklerostinbindende Fab i lysater

For maling av affiniteten av sklerostinbindende antistoffragmenter i E. coli-
lysater (BEL-ekstrakter) ble binding analysert pa en BioVeris M-384 SERIES®-
arbeidsstasjon (BioVeris Europa, Witney, Oxfordshire, UK).

Forsgket ble utfgrt i 96-brgnners polypropylenmikrotiterplater og PBS supplert
med 0,5 % BSA og 0,02 % Tween 20 som assaybuffer. Biotinylert humant
sklerostinprotein ble immobilisert pa M-280 Streptavidin-paramagnetiske kuler
(Dynal) ifglge leverandgrens bruksanvisning. Det ble tilsatt 1:25 fortynning av
kulestamlgsningen per brgnn. 100 pl fortynnet BEL-ekstrakt og kuler ble
inkubert over natten ved romtemperatur pd en rister. For detektering ble det
anvendt anti-humant (Fab)'2 (Dianova) merket med BV-tagTM ifglge

leverandgrens bruksanvisning (BioVeris Europa, Witney, Oxfordshire, UK).

Tilfeldig valgte kloner ble analysert med fremgangsmaten beskrevet ovenfor.
Klonene som ga de hgyeste verdiene, ble valgt for videre analyse i

Igsningslikevektstitrering.

Bestemmelse av_Fab-ers affinitet for sklerostin _ved anvendelse av
lgsningslikevektstitrering (SET)
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For KD-bestemmelse ble det anvendt monomere fraksjoner (minst 90 %
monomert innhold, analysert ved analytisk SEC; Superdex75, Amersham
Pharmacia) av Fab. Elektrokjemiluminescens (ECL)-basert affinitetsbestemmelse
i lgsning og dataevaluering ble i hovedsak utfgrt som beskrevet av Haenel et al.,
2005. En konstant mengde av Fab (25 pM) ble ekvilibrert med forskjellige
konsentrasjoner (3" seriefortynninger) av umerket sklerostin fra menneske, mus
eller cynomolgus-ape (startkonsentrasjon: 500 pM) i Igsning. Biotinylert humant
sklerostin (0,5 pg/ml) bundet til paramagnetiske kuler (M-280 streptavidin,
Dynal) og BV-tag™ (BioVeris Europa, Witney, Oxfordshire, UK)-merket anti-
humant (Fab)'2-antistoff (Dianova) ble tilsatt og inkubert i 30 min.
Konsentrasjonen av ubundet Fab ble deretter kvantifisert via ECL-detektering

ved anvendelse av M-SERIES® 384-analysator (BioVeris Europe).

Affinitetsforbedrede Fab-kloner ble identifisert ved et ECL-basert BioVeris-assay
for affinitetsscreening med hgy gjennomstrgmning. Etter treffseleksjon ble 4

subkloner konsolidert ved samme fremgangsmate.

Assay for reseptorbindingsinhiberingsstyrke ved anvendelse av
BioVerisTM

For det BioVerisTM-baserte assayet for bindingsinhiberingsstyrke ble
rekombinant humant BMP-2 direkte bundet (NHS/EDC-kjemi) til M-270-
magnetkuler med karboksylsyre (Dynal) ifglge leverandgrens bruksanvisning.
Assayet ble utfgrt i 96-brgnners polypropylenmikrotiterplate (Nunc). 50 ul/brgnn
renset Fab i assaybuffer (PBS + 1 % Tween 20 (strengt) eller 0,1 % Tween 20
(mindre strengt) + 1% BSA) ble fortynnet i 1:3 fortynningstrinn
(startkonsentrasjon: 1000 nM). 50 pl/brgnn av biotinylert humant sklerostin
(4 nM) ble tilsatt i hver Fab-fortynning. Etter inkubering i 90 min og risting ved
400 o/min pa en Eppendorf-termoblander ved 22 °C, ble 25 pl av de BMP-2-
overtrukne kulene (2,7E07 kuler per ml) og 1:500 fortynnet streptavidin merket
med BV-tag” ifglge leverandgrens bruksanvisning (BioVeris Europa) tilsatt i hver
brgnn og inkubert i 30 min (800 o/min, 22 °C). Detektering ble utfgrt med en
BioVeris M-384 SERIES®-arbeidsstasjon (BioVeris Europa). For ECso-
bestemmelse ble det anvendt en 4-parameters logistisk tilpasningsmodell (XLfit,
IDBS).
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Produksjon av immunglobuliner

Konvertering til humant IgG1l-format og humant/murint IgG2a-format

For & uttrykke IgG av full lengde ble variable domenefragmenter av tung- (VH)
og lettkjeder (VL) subklonet fra Fab-ekspresjonsvektorer i egnede pMorph®Ig-
vektorer: pMorph®_h_Igl og kimeer human/murin pMorph®2_h/m_Ig2a.
Restriksjonsenzymer EcoRI, Mfel, BIpl ble anvendt for subkloning av VH-
domenefragmentet i henholdsvis pMorph®_h_IgG1 eller pMorph®2_h/m_IgG2a
og EcoRV, BsiWI, Hpal for subkloning av VL-domenefragmentet i
pMorph®_h_Igk, pMorph®_h_IgA og pMorph®2_h/m_IgA-vektorer.
Restriksjonsenzymene EcoRI, Mfel og Blpl ble anvendt for subkloning av VH-
domenefragmentet i pMORPH®_h_IgG1l: Vektorhovedkjeden ble generert ved
EcoRI/BIpl-fordgyelse og ekstraksjon av 6400 bp-fragmentet, mens VH-
fragmentet (350 bp) ble produsert ved fordgyelse med Mfel og Blpl og
etterfglgende rensing. Vektor og innsats ble ligert via kompatible overheng
generert av henholdsvis EcoRI- og Mfel-fordgyelsene, og via Blpl-stedet. Derved

destrueres badde EcoRI- og Mfel-restriksjonsstedet.

Restriksjonsenzymer Mfel og BlIpl ble anvendt for subkloning av VH-
domenefragmentet i pMORPH®2_h/m_IgG2a. I denne nye genereringen av IgG-
vektorer, ved andre modifiseringer, ble EcoRI-stedet (som bare tillot subkloning
via kompatible overheng) erstattet med Mfel-stedet, hvilket sdledes ga mulighet

for Mfel/BIpI-fordgyelse av begge, vektor og innsats.
Subkloning av VL-domenefragmentet i pMORPH®_h_Igk ble utfgrt via EcoRV- og

Bsi/WI-stedene, mens subkloning i pMORPH®_h_IgA og pMORPH®2_h/m_IgA ble

utfgrt ved anvendelse av EcoRV og Hpal.

Kortvarig ekspresjon og rensing av humant I1gG

HEK293- eller HKB11-celler ble transfektert med en ekvimolar mengde av tung-
og lettkjede-ekspresjonsvektorer i IgG. P& dag 4 eller 5 etter transfeksjon ble

cellekultursupernatanten hgstet. Etter justering av supernatantens pH til pH 8,0
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og steril filtrering ble Igsningen utsatt for standard protein A-

kolonnekromatografi (Poros 20A, PE Biosystems).

Eksempel 1: Generering av humane og cynorekombinante

sklerostinproteiner

cDNA-et av full lengde som koder for human sklerostinforlgper (GenBank aks.nr.
AF326739) med et naturlig signalpeptid (aa 1-213, NPL 005002), ble klonet i
den mammalske ekspresjonsvektoren pRS5a ved insersjon i restriksjonsstedene
Asp718 og Xbal. En proteindetekterings- og rensingstag (APP = EFRH) ble tilsatt

til genets C-terminal.

Etter ekspresjonsverifikasjon i liten skala i kortvarig 6-brgnners
platetransfeksjonsassayer ble genereringen av stabile transfeksjonspooler initiert
ved transfeksjon av fire pooler (1,0 x 10EG6 celler hver) ved lipofeksjon. 48 timer
etter transfeksjon ble seleksjon av transfektanter startet ved tilsetning av
antibiotikumet Zeocin™ ved 100 pg/ml konsentrasjon. Straks alle fire poolene
hadde gjenopptatt normal vekst, ble rekombinante proteintitere vurdert ved
analytisk affinitetskromatografi pa anti-APP HPLC, og den mestproduserende
poolen - Pool2 - ble valgt for tilpasning til serumfritt medium og ytterligere
oppskalering. Det ble ogsa samtidig utfert kortvarige ekspresjonsutprgvinger i
stor skala p@ 10-I-skalaen ved anvendelse av polyetylenimin som baerer av
plasmid-DNA under transfeksjon og Wave™-bioreaktorsystemet (C20SPS-F,
art.nr. 100.001, Wave Biotech) som kultursystem. Cellekultursupernatantene av
12-22 ble hgstet 7-10 dager etter transfeksjon og konsentrert ved

krysstrgmningsfiltrering og diafiltrering fgr rensing.

Humant SOST og cyno-SOST ble renset ved immunaffinitetskromatografi.
Batcher med 10-20 | vevskultursupernatanter ble kort konsentrert til 1-2 | ved
krysstrgmningsfiltrering (cut-off 10 kDa) og administrert ved 2 ml/min pa en
50 ml anti-APP sefarose-kolonne fremstilt ved binding av det beskyttede
monoklonale anti-Ab1-40/APP (6E10-A5) til CNBr-aktivert sefarose 4B ifglge
produsentens bruksanvisning (10 mg antistoff per ml resin). Etter baseline-
vasking med PBS ble bundet materiale eluert med 100 mM glysin, pH 2,7,
ngytralisert og sterilt filtrert. Proteinkonsentrasjonen ble bestemt ved A280 ved

anvendelse av beregnede absorpsjonfaktorer. De rensede proteinene ble til slutt
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karakterisert ved SDS-PAGE, N-terminal sekvensering og LC-MS. En alikvot av
renset humant SOST ble biotinylert i PBS i 1 time ved 37 °C ved anvendelse av
1 mM sulfo-NHS-Ic-biotin (Uptima; UP54398A). Overskuddsreagens ble deretter

fjernet ved omfattende dialyse mot PBS.

E.coli-avledet humant SOST

Hisg-PreScission-merket SOST aa24-213 (NPLO06071, plasmid pXI504) og SOST
aa24-213 (NPLO06690, plasmid pXI515) ble produsert ved refolding. E.coli
Tuner (DE3) ble transformert med ett av plasmidene.

Batch PSU5257 ble fermentert pa en 20 liters vekt (V9405) ved anvendelse av
modifisert TB-medium (versjon lab 112). Celler ble indusert ved en OD600 pa
3,90 med 1 mM IPTG og indusert i 3,5 timer ved 37 °C. Hgsting ble utfgrt ved
anvendelse av en kontinuerlig strgmningssentrifuge, hvilket resulterte i en

vatcellepellet med vekt pa 190 g.

Batch PSU11274 ble fermentert pa en 20 liters vekt i 161 minimalt M9-1-
medium supplert med *N-merket ammoniumklorid. Celler ble indusert med
1 mM IPTG ndr en OD600 pa 1,5 var nadd og hgstet ved en OD600 pa 3,3 ved
anvendelse av en kontinuerlig strgmningssentrifuge, hvilket resulterte i en

vatcellepellet med vekt pa 50 g.

Vatcellepelleter fra ovenstdende gjaering ble lysert i 8 volum av 50 mM Tris pH
8,0 (inneholdende 5 mM hver EDTA, DTT og benzamidin-HCI) ved anvendelse av
en Avestin C-50-emulgator og sentrifugert i 30 min ved 12 000 o/min.
Supernatanten ble forkastet, og den resulterende pelleten ble resuspendert i 10
volum lysebuffer og sentrifugert pa nytt. Prosessen ble gjentatt 3 ganger,
hvoretter lysebufferen ble erstattet med Milli-Q-vann, inneholdende 5 mM DTT.
Pelletene ble vasket vytterligere to ganger under disse betingelsene.
Inklusjonslegemer ble opplgst i 8 M guanidin-HCI (inneholdende 100 mM DTT,
50 mM Tris pH 8 og 5 mM EDTA) i 3-4 h ved omgivelsestemperatur og deretter
sentrifugert ved 20 000 o/min i 30 min og filtrert gjennom et 0,45 uM filter.
Refolding ble initiert ved hurtigfortynning med 88 volum (PSU11274) og 92
volum (PSU5257) kjglt refoldingsbuffer (0,5 M Tris inneholdende 0,9 M arginin-
HCI, 5 mM GSH og 0,5 mM GSSG pH 8). Lgsningen ble oppbevart ved 4 °C i 1
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uke. P3 dette stadiet ble de to fremstillingene behandlet litt forskjellig pa@ grunn

av kravet om a fjerne hisg-tagen fra PSU5257 fgr fullfgrelse av refoldingen

PSU5257

Den fortynnede foldingslgsningen ble diafiltrert mot 1,5 volum av 50 mM Tris pH
8, 5 mM GSH, 0,5 mM GSSG ved konsentrasjon 2 ganger og deretter fortynning
tilbake til det opprinnelige volumet. Dette ble utfgrt 3 ganger, hvoretter
PreScission-protease ble tilsatt og lgsningen fikk std i 48 h ved 4 °C. Alle
konsentrasjoner/diafiltreringer ble utfgrt ved anvendelse av en Pellicon II-
ultrafiltreringskassett med en 10 KDa cut-off-membran. Lgsningen ble til slutt

konsentrert 10 ganger.

PSU11274

Den fortynnede refoldingsigsningen ble konsentrert 10 ganger. LC-MS ble

anvendt for @ bekrefte dannelsen av alle 4 disulfidbroene fgr konsentrasjon.

Begge fremstillingene ble deretter dialysert mot 2 x 10 volum av 50 mM
natriumacetat pH 5. Etter suksessiv filtrering gjennom glassull og en 3,0 ym
membran for & fjerne utfelt protein, ble rensing utfgrt ved anvendelse av SP-
Sepharose™ hgyytelseskationebyttekromatografi. Kolonnen ble ekvilibrert med
dialysebufferen og deretter eluert med en 0-1 M NaCl-gradient i samme buffer
over 20 kolonnevolum. Sklerostin eluerte som en enkelt topp med en lett
skulder, som ble forkastet. Ved PSU5257 ble den viktigste toppen innsamlet,
konsentrert og utsatt for stgrrelseseksklusjonskromatografi ved anvendelse av
en kolonne av Superdex 75™, ekvilibrert med 50 mM Tris, 150 mM NaCl. Med
PSU11274 ble prgven tilveiebrakt direkte etter kationebytte.

Cyno-SOST cDNA (cySOST) ble amplifisert ved RT-PCR med primere basert pa
SOST-sekvensen fra afrikansk grgnn marekatt (GenBank aksesjonsnr.
AF326742). 5'-primeren (ATGCAGCTCCCACTGGCCCTGTGTCTTGT) (SEQ ID NO:
170) tilsvarer N-terminalen av signalpeptidsekvensen og er ikke i det endelige
utskilte proteinet; 3'-primeren (AATCAGGCCGAGCTGGAGAACGCCTACTAG) (SEQ

ID NO: 171) tilsvarer en region som er konservert blant mennesker, afrikansk
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grgnn marekatt og mus. Det amplifiserte fragmentet ble subklonet inn i Bam
HI/Eco RI-stedene i pcDNA3.1 (+), og sekvensen ble bekreftet. Dette plasmidet
tjente videre som templat for en PCR-amplifikasjon av cyno-SOST for a tilsette
en C-terminal APP-tag og attB-rekombinasjonssteder for endelig kloning i
pDESTRS5a ifglge Gateway-teknologien [cySOST-pDESTRS5a].

Ekspresjon ble utfgrt ved kortvarig transfeksjon i stor skala ved 10 | skalaen i
Wave™-bioreaktorsystemet, hgstet 9 dager etter transfeksjon og renset som

beskrevet ovenfor.

Eksempel 2: Generering av humane sklerostinspesifikke antistoffer fra
HuCAL GOLD®-biblioteket

Terapeutiske antistoffer mot humant sklerostinprotein ble generert ved seleksjon
av kloner som har hgy bindingsaffinitet, ved anvendelse som kilde til
antistoffvariantproteiner av et kommersielt tilgjengelig fagvisningsbibliotek,
MorphoSys HuCAL GOLD®-biblioteket. HUCAL GOLD®-biblioteket er et Fab-
bibliotek (Knappik et al., 2000) i hvilket alle seks CDR-er varieres ved egnhet
mutasjon, og som benytter CysDisplay”-teknologien for & binde Fab-et til
fagoverflaten (WO01/05950, Léhning et al., 2001).

Seleksjon ved panorering av sklerostinspesifikke antistoffer fra
biblioteket

For seleksjon av antistoffer som gjenkjenner humant sklerostin, ble det anvendt

flere panoreringsstrategier.

HuCAL GOLD®-antistoffag ble kort delt i tre pooler omfattende forskjellige VH-

hovedgener.

Disse poolene ble individuelt utsatt for enten

a) en fastfasepanorering hvor antigenene (humant og murint sklerostin) ble
direkte overtrukket pd Maxisorp 96-brgnners mikrotiterplater (Nunc, Wiesbaden,
Tyskland) eller
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b) en innfangings- og semilgsningspanorering hvor antigenet (biotinylert
sklerostin), respektive fagantigenkomplekset, ble innfanget pa klare N/A-strimler

eller

c) en Igsningspanorering med biotinylert sklerostin hvor fagantigenkomplekset
ble innfanget ved streptavidinmagnetkuler (Dynabeads M-280; Dynal) for hver

panoreringspool.

e Fastfasepanorering pa sklerostin

For den fgrste panoreringsrunden pa sklerostin ble brgnner pa8 Maxisorp-platen
overtrukket over natten med 300 pl (5 pg/ml) humant sklerostin (produsert i
HEK-celler) fortynnet i PBS. Etter to vasketrinn, med 400 pl PBS, ble brgnnene

inkubert med blokkeringsbuffer inneholdende 5 % melkepulver fortynnet i PBS.

For seleksjonene ble HUCAL GOLD®-fag forhandsadsorbert i blokkeringsbuffer
(5 % melkepulver/PBS, 0,5 % Tween 20) i 2 h ved romtemperatur for & unnga

uspesifikk seleksjon av antistoffer.

Etter vasking (2 x 400 pl PBS) av den overtrukne og blokkerte Maxisorp-platen
ble 300 pl av de forhdndsadsorberte fagene tilsatt i de overtrukne brgnnene og
inkubert i 2 h ved romtemperatur ved forsiktig risting. Denne inkuberingen ble
etterfulgt av 10 vaskesykluser med PBS og PBS/ 0,05 % Tween 20 ved
romtemperatur. Bundne fag ble eluert ved tilsetning av 300 pl 20 mM DTT i
10 mM Tris / HCI pH 8,0 per brgnn i 10 min ved romtemperatur. Eluatet ble
fjernet og tilsatt i 15 ml E. coli TG1F"-celler dyrket til en ODggg nm pé’l 0,6-0,8.
Faginfeksjon av E. coli ble tillatt i 45 min ved 37 °C uten risting. Etter
sentrifugering i 5 min ved 4120 xg ble de bakterielle pelletene hver resuspendert
i 600 pl 2xYT-medium, plassert pa LB-CG agarplater og inkubert over natten ved

30 °C. Kolonier ble deretter skrapt av platene, og fag ble reddet og amplifisert.

De andre og tredje seleksjonsrundene ble utfgrt pa en mate identisk med den
fgrste seleksjonsrunden, hvor den eneste forskjellen var at vaskebetingelsene
etter binding av fag var strengere. I den andre seleksjonsrunden for noen
panoreringsbetingelser ble murint sklerostin anvendt som antigen for @ anrike
for murine kryssreaktive antistoffer. For noen panoreringsbetingelser ble en

annen batch av humant rekombinant sklerostin (produsert i E.coli) overtrukket.
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e Semilgsningspanorering pa sklerostin

To forskjellige fremgangsmater ble utfgrt for denne typen av panorering: en
prosedyre for innfangingssemilgsningspanorering 0g

standardsemilgsningspanorering.

For innfangingssemilgsningspanorering pa biotinylert sklerostin ble naermere
bestemt 100 pl av antigenet overtrukket 2 h ved romtemperatur pa NeutrAvidin
(N/A)-klare strimler (fra Pierce, aktiveringsnivd 100 pl, bindingskapasitet
15 pmol per brgnn). N/A-strimlene ble blokkert over natten ved 4 °C med 200 pl
Chemiblock og vasket to ganger med PBS.

Den blokkerte faglgsningen (Chemiblock / 0,05 % Tween 20) ble tilsatt i
blokkerte N/A-brgnner i 30 min, og dette trinnet ble gjentatt i enda 30 min for &
fierne NeutrAvidin-bindemiddel. De forhdndsrensede fagene ble deretter overfgrt
til det biotinylerte sklerostinet immobilisert pa N/A-klare strimler, forseglet med

folie og inkubert over natten ved romtemperatur ved risting.

Neste dag ble faglgsningen fjernet fra de antigenovertrukne brgnnene, og

brgnnene ble vasket.

For standardsemilgsningspanoreringen ble de blokkerte (Chemiblock / 0,05 %
Tween 20), forhdndsrensede fagene tilsatt i et nytt forhandsblokkert 1,5 ml
reaksjonsrgr (Chemiblock / 0,05 % Tween 20), og deretter ble biotinylert
humant sklerostin tilsatt til en sluttkonsentrasjon pa@ 100 nM og inkubert over

natten ved romtemperatur ved risting.

Neste dag ble fagantigenlgsningen fra 1,5 ml-reaksjonsrgret tilsatt i nye
blokkerte brgnner pa NeutrAvidin-strimlene, fikk binde i 30 min ved

romtemperatur og ble deretter vasket.

For begge panoreringsprosedyrene ble bundne fag eluert etter vasking ved
tilsetning av 300 pl 20 mM DTT i 10 mM Tris / HCI pH 8,0 per brgnn i 10 min ved
romtemperatur. Eluatet ble fjernet og tilsatt i 15 ml E. coli TG1-celler dyrket til
en ODggo nm Pa 0,6-0,8. Faginfeksjon av E. coli ble tillatt i 45 min ved 37 °C uten
risting. Etter sentrifugering i 5 min ved 4120 xg ble de bakterielle pelletene hver

resuspendert i 600 ul 2xYT-medium, plassert pd LB-CG agarplater og inkubert
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over natten ved 30 °C. Kolonier ble deretter skrapt av platene, og fag ble reddet

og amplifisert.

De andre og tredje seleksjonsrundene ble utfgrt pa en mate identisk med den
fgrste seleksjonsrunden, hvor den eneste forskjellen var at vaskebetingelsene

etter binding av fag var strengere.

e Lgsningspanorering pa sklerostin

For denne panoreringstypen ble 200 pl streptavidinmagnetkuler (Dynabeads M-
280; Dynal) vasket én gang med PBS og blokkert med Chemiblock i 2 h ved
romtemperatur. 500 yl av fag ble blokkert med Chemiblock i 1 h ved RT-
rotasjon. De blokkerte fagene ble to ganger forhdndsadsorbert mot 50 pl
blokkerte streptavidinmagnetkuler i 30 min. Fagsupernatanten ble overfgrt til et
nytt blokkert 2 ml reaksjonsrgr, og forskjellige konsentrasjoner av humant
biotinylert sklerostin ble tilsatt (se tabell 5, 6 og 7) og inkubert i 1 h ved RT-
rotasjon. 100 pyl av de blokkerte streptavidinmagnetkulene ble tilsatt i hver
panoreringspool og inkubert i 10 min pa en rotator. Kulene ble innsamlet med en

partikkelseparator (Dynal MPC-E) i ca. 2,5 min, og lgsningen ble forsiktig fjernet.

Etter vaskesyklusene (tabell 2) ble bundne fag eluert ved tilsetning av 300 pl
20 mM DTT i 10 mM Tris / HCI pH 8,0 per brgnn i 10 min ved romtemperatur.
Eluatet ble fjernet og tilsatt i 15 ml E. coli TG1 F*-celler dyrket til en ODgoo nm pa
0,6-0,8. Faginfeksjon av E. coli ble tillatt i 45 min ved 37 °C uten risting. Etter
sentrifugering i 5 min ved 4120 xg ble de bakterielle pelletene hver resuspendert
i 600 pl 2xYT-medium, plassert pa LB-CG agarplater og inkubert over natten ved

30 °C. Kolonier ble deretter skrapt av platene, og fag ble reddet og amplifisert.

De andre og tredje seleksjonsrundene ble utfgrt pa en mate identisk med den
fgrste runden, hvor den eneste forskjellen var at vaskebetingelsene etter binding
av fag var strengere. Antigenkonsentrasjonen ble redusert i den andre og tredje

seleksjonsrunden for noen panoreringsbetingelser.

Subkloning og ekspresjon av valgte Fab-fragmenter
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Mikroekspresjon av valgte Fab-fragmenter

For & lette hurtig ekspresjon av Igselige Fab-er ble Fab-et som koder for
innsatsene av de valgte HUCAL GOLD®-fagene, subklonet via Xbal og EcoRI fra
den respektive visningsvektoren i E. coli-ekspresjonsvektoren pMORPH®X9_MH
(Rauchenberger et al., 2003). Etter transformasjon av ekspresjonsplasmidene til
E. coli TG1 Fceller ble kloramfenikolresistente enkeltkloner valgt i brgnnene med
en steril 96-brgnners mikrotiterplate forhdndsfylt med 100 pl 2xYT-CG-medium
og dyrket over natten ved 37 °C. 5 ul av hver E. coli TG-1-kultur ble overfgrt til
en fersk, steril 96-brgnners mikrotiterplate forhandsfylt med 100 pl 2xYT-
medium supplert med 34 ug/ml kloramfenikol og 0,1 % glukose per brgnn.
Mikrotiterplatene ble inkubert ved 30 °C og ristet ved 400 o/min pad en
mikroplaterister inntil kulturene ble lett turbide ((J2-4 h) med en ODggo nm p3
[J0,5. Til disse ekspresjonsplatene ble det tilsatt 20 pl 2xYT-medium supplert
med 34 pg/ml kloramfenikol og 3 mM IPTG (isopropyl-B-D-tiogalaktopyranosid)
per brgnn (sluttkonsentrasjon: 0,5 mM IPTG), mikrotiterplatene ble forseglet
med en gasspermeabel tape, inkubert over natten ved 30 °C og ristet ved
400 o/min.

Generering av  helcellelysater  (BEL-ekstrakter): I hver brgnn pa

ekspresjonsplatene ble det tilsatt 40 pl BEL-buffer, som ble inkubert i 1 h ved

22 °C pa en mikrotiterplaterister (400 o/min).

Ekspresjon av Fab-fragmenter kodet av pMORPH®X9_Fab_MH i E. coli TG1 F--
celler i stgrre skala ble utfgrt i ristekolbekulturer ved anvendelse av 750 ml
2xYT-medium supplert med 34 pg/ml kloramfenikol. Kulturene ble ristet ved
30 °C inntil ODggo nm Nadde 0,5. Fab-ekspresjon ble indusert ved tilsetning av
0,75 mM IPTG (isopropyl-B-D-tiogalaktopyranosid) og dyrket i ytterligere 20 h
ved 30 °C. Cellene ble hgstet og avbrutt ved anvendelse av lysozym, og Fab-
fragmenter ble isolert pa Ni-NTA-kromatografi. Den tilsynelatende molekylvekten
ble bestemt ved stgrrelseseksklusjonskromatografi (SEC) med
kalibreringsstandarder. Konsentrasjoner ble bestemt ved UV-spektrofotometri
(Krebs et al., 2001).
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Eksempel 2: Identifisering av sklerostinspesifikke HUCAL®-antistoffer

Enzymbundet _immunsorbentassa ELISA for _detekterin av

sklerostinbindende Fab-er p3d direkte overtrukket sklerostin

Maxisorp (Nunc, Rochester, NY, USA) 384-brgnners plater ble overtrukket med
20 pl av 2,5 yg/ml antigen (humant sklerostin — produsert i HEK-celler, humant
sklerostin - produsert i E.coli-celler og murint sklerostin) i PBS, pH 7,4 over

natten ved 4 °C.

Platene ble blokkert med PBS / 0,05 % Tween 20 (PBST) inneholdende 5 %
melkepulver i 1 h ved romtemperatur. Etter vasking av brgnnene med PBST ble
BEL-ekstrakt, renset HUCAL GOLD®-Fab-er eller kontroll-Fab-er fortynnet i PBS
tilsatt i bronnene og inkubert i 1 h ved romtemperatur. For @ detektere de
primeaere antistoffene ble fglgende sekundaere antistoffer administrert: alkalisk
fosfatase (AP)-konjugert AffiniPure F(ab')2-fragment, anti-humant, anti-murint
IgG fra geit (Jackson ImmunoResearch). For detekteringen av AP-konjugater ble
fluorogene substrater, som AttoPhos (Roche), anvendt ifglge produsentens
bruksanvisning. Mellom alle inkuberingstrinnene ble brgnnene pa
mikrotiterplaten vasket med PBST tre ganger og fem ganger etter den endelige
inkuberingen med det sekundaere antistoffet. Fluorescens ble malt i en TECAN

Spectrafluor-plateleser.

Innfangingsscreening med biotinylert sklerostin

Denne typen av ELISA ble anvendt for @ screene for HUCAL GOLD®-Fab-er etter

progresjonslgsningspanoreringer.

Maxisorp (Nunc, Rochester, NY, USA) 384-brgnners plater ble overtrukket med
20 pl 5 pg/ml anti-humant IgG fra sau, Fd-fragmentspesifikk (The Binding Site,
Birmingham, UK), fortynnet i PBS, pH 7,4.

Etter blokkering med 3 % BSA i TBS, 0,05 % Tween 20 i 2 h ved romtemperatur
ble periplasmiske ekstrakter eller rensede HuCAL GOLD®-Fab-er tilsatt og
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inkubert 1 h ved romtemperatur. Etter vasking av platene fem ganger med PBST
ble 20 pl biotinylert sklerostin for spesifikk binding eller biotinylert transferrin for

uspesifikk binding tilsatt i brgannene.

Det biotinylerte antigensklerostinet fikk deretter binde til innfangede HuCAL®-
Fab-fragmenter. Og etter vasking ble det inkubert med streptavidin (Zymex)
konjugert til alkalisk fosfatase. For detektering av AP-streptavidin ble fluorogene
substrater, slik som AttoPhos (Roche), anvendt ifglge produsentens
bruksanvisning (Roche Diagnostics, Mannheim, Tyskland). Fluorescensemisjon

ved 535 nm ble registrert med magnetisering ved 430 nm.

Resultater:

Etter panoreringene ble de anrikede fagpoolene subklonet fra pMORPH®23-
bibliotekvektoren (hvilket muliggjer rasjonell antistoffvisning pa fagoverflaten) i
pPMORPH®X9_Fab_MH-ekspresjonsvektoren som medierer periplasmisk
ekspresjon av lgselige Fab-er. Enkelte kloner ble valgt, og Igselige Fab-er ble
uttrykt fra disse enkelte klonene. Til sammen ble 4600 kloner analysert i
primar screening som ble utfgrt ved binding av Fab-ene direkte fra de
bakterielle lysatene til humant og murint sklerostin immobilisert pa Maxisorp
mikrotiterplater eller ved innfanging av Fab-er via anti-Fd-antistoff til Maxisorp-
mikrotiterplater etterfulgt av binding av biotinylert humant sklerostin.
Detektering ble utfgrt i ELISA etter merking med et alkalisk fosfatase-merket

anti-humant (Fab)',-antistoff eller ved anvendelse av streptavidinalkalifosfatase.

Treff oppnddd fra den primeere screeningen pd rekombinant sklerostin med
signaler > 5 ganger over bakgrunn ble ytterligere analysert for binding til
humant HEK og E.coli-sklerostin og til murint sklerostin enten direkte
overtrukket eller i lgsning ved anvendelse av biotinylert sklerostin. Treff som

gjenkjenner alle sklerostinderivater, ble valgt og sekvensert.

Karakterisering av HUCAL GOLD®-Fab-er

Affinitetsbestemmelse ved anvendelse av Biacore
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For ytterligere @ karakterisere antistoffene mot sklerostin ble affiniteten til
humant, muse- o0g cynomolgus-sklerostin bestemt. Det rekombinante
sklerostinproteinet ble immobilisert p@ en CM5 Biacore-brikke, og Fab-ene ble
administrert i mobilfasen i forskjellige konsentrasjoner. For en palitelig
bestemmelse av monovalent affinitet ble bare slike Fab-batcher anvendt for
Biacore-malinger som viste = 90 % monomer fraksjon i en kvalitativ

stgrrelseseksklusjonskromatografi.

Affinitet for rekombinant sklerostin fra menneske, cynomolgus-ape og mus ble
bestemt i Biacore. Affiniteten gar fra subnanomolar til over 500 nM pa sklerostin
fra menneske, til nesten 5000 nM pa sklerostin fra cynomolgus ape og til 4500

nM pa sklerostin fra mus.

Eksempel 3: Identifisering av anti-humane sklerostin-Fab-kandidater
som inhiberer sklerostinbinding til immobilisert BMP-2 ved anvendelse

av BioVeris -innretningen

Alle genererte og rensede Fab-er ble testet i det BioVeris-baserte assayet for
bindingsinhiberingsstyrke for sin evne til & inhibere sklerostinbinding til
rekombinant humant BMP-2. To forskjellige strenghetsbetingelser (0,1 %
sammenlignet med 1 % Tween 20 i buffersystem) ble testet. 9 av 27 Fab-er var
i stand til @ inhibere sklerostinbinding til immobilisert BMP-2 under strenge

bufferbetingelser.

Eksempel 4: Reversjon av sklerostininhibering av BMP-2-indusert ALP-

produksjon i MC3T3-celler.

IgG-konverteringer av parentale bindemiddel og karakterisering av IgG

21 kandidater ble konvertert til det humane IgGl-formatet ved subkloning i
henholdsvis  pMORPH®_h_IgG1-ekspresjonsvektoren og de tilsvarende
lettkjedekonstruksjonene av pMORPH®_h_Ig-vektorseriene. Ekspresjon ble utfgrt
ved kortvarig transfeksjon av HEK293- eller HKB11-celler, og immunglobulinene

av full lengde ble renset fra cellekultursupernatanten. Funksjonaliteten til IgG1-
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er etter rensing ble vurdert ved ELISA-binding til immobilisert sklerostin fra

menneske, mus og cynomolgus-ape.

IgG-er i primeert bioassay

Alle rensede hIgG-er ble titrert og testet i ALP-assayet. Assayet var palitelig med
hensyn til BMP-2 sklerostininhibering, men de valgte kandidatene kunne ikke
vise sklerostininhibering i alle forsgkene (assay-til-assay-aktivitetsvariasjon,
plate-til-plate-variasjon, hgy varians innenfor triplikate brgnner). Det var derfor

bare mulig med en rangering av IgG-enes aktivitet.

Eksempel 5: Affinitetsmodning av valgte anti-sklerostin-Fab-er ved
parallelt bytte av LCDR3- og HCDR2-kassetter

Resultatene av testing av IgG-ene i ALP-assayet tillot bare en rangering. Fra
denne rangeringen ble 4 Fab-er valgt ved hgy risiko for affinitetsmodning. Alle
produktkandidatene er valgt for & optimaliseres som enkle produktkandidater i L-
CDR3 og H-CDR2.

For & gke de fire valgte antistoffragmentenes affinitet og biologiske aktivitet ble
LCDR3- og HCDR2-regioner optimalisert parallelt ved kassettmutagenese ved
anvendelse av rettet mutagenese (Virnekas et al., 1994), hvorved
strukturregionene ble holdt konstante. Fgr kloning av modningsbibliotekene ble
alle parentale Fab-fragmenter overfgrt fra ekspresjonsvektoren pMORPH®x9_MH
til CysDisplay™-modningsvektoren pPMORPH®25 via Xbal/ EcoRI-
restriksjonsstedene. Denne vektoren tilveiebringer fagproteinet pIII fusjonert N-
terminalt til en cysteinrest samt et C-terminalt cystein fusjonert til Fd-
antistoffkjeden og muliggjgr sdledes disulfidbundet visning av de respektive Fab-

fragmentene pa fagoverflaten.

For generering av HCDR2-bibliotekene ble HCDR2-regionen av hver parentale
Fab eksidert og erstattet med en 590 bp stuffer. Denne DNA-stufferen letter
separeringen av enkeltfordgyde fra dobbeltfordgyde vektorbdnd og reduserer
bakgrunnen for de parentale Fab-ene med hgy affinitet under

modningspanoreringene. I et etterfglgende trinn ble stufferen eksidert fra Fab-et
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som koder for plasmider av hvert parental-klon og erstattet med den sveert

diversifiserte HCDR2-modningskassetten.

LCDR3-regionen i fem av de fire parental-klonene ble parallelt erstattet med en

diversifisert LCDR3-modningskassett uten mellomliggende kloning av en stuffer.

Modningsbibliotekenes stgrrelse var mellom 1 x 10”7 og 4 x 10® kloner med en
kloningsbakgrunn under 1 %, og kvalitetskontroll ved sekvensering viste en god
kvalitet for hvert bibliotek. Bare LCDR3-biblioteket av parental-klon MOR04520
hadde en lav stgrrelse (< 10°%) og mange ukorrekte kloner og ble derfor ikke

inkludert i modningspanoreringene.

For hvert LCDR3- og HCDR2-modningsbibliotek ble antistoffvisende fag fremstilt

og fagtitere bestemt ved punkttitrering.

Panoreringsstrategier for affinitetsmodning

De antistoffvisende fagene fra fglgende modningsbiblioteker ble utsatt for

separate panoreringer og screeninger:

Kandidat 1: MOR04518 (L-CDR3-modning)
Kandidat 1: MOR04518 (H-CDR2-modning)
Kandidat 2: MOR04520 (H-CDR2-modning)
Kandidat 3: MOR04532 (L-CDR3-modning)
Kandidat 3: MOR04532 (H-CDR2-modning)
Kandidat 4: MOR04799 (L-CDR3-modning)

Kandidat 4: MOR04799 (H-CDR2-modning)

For hvert kandidatbibliotek ble det utfgrt tre forskjellige panoreringer. For hver
panoreringsstrategi ble det anvendt forskjellige strenghetsbetingelser. For 38 gke
panoreringsstrengheten og for & velge for forbedrede off-rater ble det utfgrt
omfattende vasking og konkurranse med renset parental Fab eller med lgselig
rekombinant sklerostin. Etter modningspanoreringene ble de anrikede
fagemidpoolene subklonet i pMORPH®x9_MH-ekspresjonsvektoren. Ca. 2900
enkeltkloner ble valgt, og Fab-er ble uttrykt ved induksjon med IPTG.
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BioVerisTM-affinitetsrangering og -screening for forbedret affinitet

For identifisering av affinitetsforbedrede sklerostinspesifikke Fab-er ble de
bakterielle lysatene av [02900 enkeltkloner fortynnet og kontrollert for Fab-
binding til biotinylert humant sklerostin immobilisert pa streptavidinovertrukne
kuler. Bindingen ble analysert med en BioVeris-arbeidsstasjon. De klonene som
gir de hgyeste signalene, indikerer forbedret affinitet og ble derfor valgt for

videre analyse ved Igsningslikevektstitrering.

176 enkeltkloner ble valgt for dette formalet, og forelgpig affinitet ble bestemt
via 4-punkts Igsningslikevektstitrering (SET) i BioVeris. Fra disse dataene ble det
valgt 24 kloner som viste den beste affiniteten. Disse Fab-ene ble renset i mg-

skalaen.

Sluttaffinitet ble bestemt ved anvendelse av en 8-punkts SET-madling og

sklerostin fra menneske, mus og cynomolgus-ape.

Optimaliserte Fab-er i primart bioassay

De optimaliserte Fab-ene ble testet i det cellulaere ALP-assayet. Flesteparten av
dem var inaktive; og variabel reversering av sklerostininhibering ble observert
ved noen Fab-er. En seleksjon av kloner ble derfor konvertert til humant/murint
IgG2a-format og testet i samme assay. Men disse klonene i det humane/murine
IgG2a-formatet kunne ikke fullstendig reversere sklerostininhibering, og det
gnskede ECso (< 10 nM)-kriteriet kunne ikke nas. Den best modnede kandidaten,
MORO05177 (VL modnet fra parentalt MOR04518), viste ved 50 nM Fab eller ved
140-467 nM humant/murint IgG2a 75-85 % gjenoppretting av ALP-signalet.

Eksempel 6: Identifisering av antistoffer mot sklerostin fra parentale og

optimaliserte Fab-er og IgG-er i et nytt primaert bioassay
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Basert pa nye publikasjoner (Wu et al. JBC 2005, He et al. JBC 2005, Bezooyen
et al. ASBMR 2005, Winkler et al. JBC 2005), som viser at sklerostin pavirker

Whnt-signalering direkte eller indirekte, ble et nytt funksjonelt bioassay utviklet.

Dette assayet er basert pd sklerostins evne til & inhibere Wntl-mediert
aktivering av STF i HEK293-celler.

I dette assayet ble det foretatt testing av alle Fab-ene identifisert i de initielle
screeningene pluss alle Fab-ene identifisert i affinitetsmodningen. Det ble tydelig
at den gkte affiniteten til modnede Fab-er ble reflektert i gkt styrke og effekt i

wnt-1-assayet.

Testing av alle parentale Fab-er identifiserte to ytterligere antistoffer som
lovende templater for en ytterligere affinitetsmodning. Figur 1 viser aktiviteten
av MOR05813_IgG2lambda, ett av de sterkeste antistoffene identifisert i wnt-1-

assayet.

Eksempel 7: Karakterisering av parentale og affinitetsmodnede Fab-er i
andre bioassay

Aktivitet av parentale og affinitetsmodnede Fab-er i
mineraliseringsassay

Mineraliseringsassayet er basert pa MC3T3-cellers evne til & danne en
mineralisert matrise, hvilket indikerer deres kapasitet til & gjennomga osteogen
differensiering. En sterk mineralisering (> 1 pg kalsium avleiret per brgnn (96-
brgnnersformat)) ble malt etter 14 dager ved alle testede BMP-2-
konsentrasjoner. Tilsetningen av gkende sklerostinkonsentrasjoner induserte en
doseavhengig inhibering av den BMP-2 (2,1 nM)-induserte mineraliseringen
(ICsp: 120 nM) (data ikke vist).

Figur 2 viser et eksempel pa mineralisering i neservaer av MOR05813_Fab.
Antistoffet kunne gjenopprette BMP-2-indusert mineralisering til maksimalt 80 %
av den initielle responsen, mens et anti-lysozym-Fab anvendt som negativ
kontroll hadde ingen effekt.
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LRP6 / sklerostin-ELISA er basert pa sklerostins evne til 8 binde LRP6. For

ytterligere 3 karakterisere de produserte Fab-ene ble en seleksjon av Fab-er og

IgG-er testet i dette assayet. I neerveaer av et antistoff mot anti-sklerostin fra
R&D (1000 ng/ml =7 nM) ble sklerostin (0,9 nM) som binder til LRP6, inhibert

ved 68 % sammenlignet med kontroll (data ikke vist).
MOR05813_IgG2 lambda inhiberte sklerostinbinding til LRP6 opptil 90 % ved

90 nM, mens et anti-lysozym-IgG anvendt som negativ kontroll hadde ingen
effekt pa sklerostinbinding til LRP6 (figur 3).

Aktivitet av parentale og affinitetsmodnede Fab-er i fosfo-Smad1l-assay

Fosfo-Smad1-assayet (Western) er basert pa BMP-6s evne til 8 indusere Smad1-
fosforylering innen 15 minutter i MC3T3-El-celler. MOR05318_IgG2 lambda
inhiberte sklerostinvirkning p@ BMP-6-indusert Smad1-fosforylering med en ECso
pa 115 nM og gjenopprettet Smad1-fosforylering til maksimalt 66 % av den
BMP-6-induserte fosforyleringen. Det negative kontroll-anti-lysozym-IgG (IgG C)
hadde ingen effekt (figur 4).

Eksempel 8: Effekt av LRP4, en hittil ukjent SOST-interaksjonspartner,
pa anti-SOST-antistoffets aktivitet

Med unntak av LRP4 siRNA e pavirket ikke LRP4 mRNA-knockdown STF-aktivitet
i fravaer av SOST. Det reduserte imidlertid SOSTs evne til @ inhibere STF-
aktivitet mellom 10 og 30 %. Dette var tilfellet for alle fem siRNA testet alene
(figur 5A) eller i forskjellige kombinasjoner (data ikke vist). Ved overekspresjon
reduserte LRP4 SOST ICso med 5 og 16 ganger i henholdsvis HEK og c28a2
supertopflash-assayet (figur 5B og C). Denne effekten ble spesifikk pa den
maten at overuttrykt LRP4 hadde ingen effekt pa DKK1 ICso. Knockdown av LRP4
(siRNA) reduserte den inhiberende effekten av SOST i Wnt-1-indusert STF, mens
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det ikke reduserte den inhiberende effekten av DKK1 (figur 5D). LRP4 reduserte
i sin tur anti-SOST-antistoffets virkning ved gkning av MOR05813_1gG2a ECs, fra
17,2 nM til 30 nM (figur 5E). Disse dataene antyder at LRP4 tilrettelegger for
SOST-virkning.

Eksempel 9: Ny modning

For @ gke affinitet og biologisk aktivitet av to nylig valgte antistoffragmenter
basert pd resultatene oppnddd fra bioassayet ble LCDR3- og HCDR2-regioner
optimalisert parallelt ved kassettmutagenese ved anvendelse av rettet
mutagenese (Virnekas et al., 1994), hvorved strukturregionene ble holdt
konstante. Fgr kloning av modningsbibliotekene ble alle parentale Fab-
fragmenter overfgrt fra ekspresjonsvektoren pMORPH®X9_MH til CysDisplay™.-
modningsvektoren pMORPH®25 via Xball EcoRI-restriksjonsstedene. Denne
vektoren tilveiebringer fagproteinet pIIl fusjonert N-terminalt til en cysteinrest
samt et C-terminalt cystein fusjonert til Fd-antistoffkjeden og muliggjer sdledes

disulfidbundet visning av de respektive Fab-fragmentene pa fagoverflaten.

For generering av HCDR2-bibliotekene ble HCDR2-regionen i hver parentale Fab
eksidert og erstattet med en 590 bp stuffer. Denne DNA-stufferen letter
separeringen av enkeltfordgyde fra dobbeltfordgyde vektorbdnd og reduserer
bakgrunnen for de parentale Fab-ene med hgy affinitet under
modningspanoreringene. I et etterfglgende trinn ble stufferen eksidert fra Fab-et
som koder for plasmider av hvert parental-klon og erstattet med den sveert

diversifiserte HCDR2-modningskassetten.

LCDR3-regionen i fem av de fire parental-klonene ble parallelt erstattet med en

diversifisert LCDR3-modningskassett uten mellomliggende kloning av en stuffer.

Modningsbibliotekenes stgrrelse var mellom 2 x 10”7 og 2 x 10® kloner med en
kloningsbakgrunn under 1 %, og kvalitetskontroll ved sekvensering viste en god
kvalitet for hvert bibliotek. For hvert LCDR3- og HCDR2-modningsbibliotek ble

antistoffvisende fag fremstilt og fagtitere bestemt ved punkttitrering.

Panoreringsstrategier for ytterligere affinitetsmodning
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De antistoffvisende fagene fra fglgende modningsbiblioteker ble utsatt for

separate panoreringer og screeninger:

Kandidat 1: MOR04525 (L-CDR3-modning)
Kandidat 1: MOR04525 (H-CDR2-modning)
Kandidat 2: MOR04529 (L-CDR3-modning)

Kandidat 2: MOR04529 (H-CDR2-modning)

For hvert kandidat- eller poolbibliotek ble det utfgrt tre forskjellige panoreringer,
for hver panoreringsstrategi ble det anvendt forskjellige strenghetsbetingelser.
For @ gke panoreringsstrengheten og for @ velge for forbedrede off-rater ble
konkurranse med Igselig rekombinant sklerostinprotein utfgrt under forlengede

inkuberings- og vaskeperioder.

Etter panoreringene ble de anrikede fagpoolene subklonet i pMORPH®X9_MH-
ekspresjonsvektoren. Ca. 1600 enkeltkloner ble valgt, og Fab-er ble uttrykt ved
induksjon med IPTG.

Affinitetskriteriet p& < 100 pM for humant sklerostin ble oppfylt for derivater av
begge parentale Fab-er. Den ngdvendige kryssreaktiviteten med sklerostin fra
cynomolgus-ape og med sklerostin fra mus pd < 500 pM ble oppfylt for derivater
av begge parentale Fab-er. MOR04525 ga flere kloner som har hgyere affinitet
for alle tre artene.

Eksempel 10: Karakterisering av antistoffer mot sklerostin i in vivo-
studier

Atte maneder gamle OF1/IC-hunnmus (n = 16/gruppe, Charles River, Frankrike)
fikk to ganger ukentlig intravengst administrert antistoff mot sklerostin
MORO05813 (24,5 mg/kg, mlgG2a) eller isotypekontrollantistoff (anti-PC-
mlgG2a). Kontrollgrupper fikk enten daglig subkutant 100 mikrog/kg PTH(1-34)
eller vehikkel (PBS + 0,1 % BSA). Behandlingen varte i 2,5 uker for alle dyr.
Halvparten av dyrene (n = 8 / gruppe) ble avlivet pa@ dette tidspunktet for

histomorfometrisk analyse. Disse dyrene hadde mottatt fluorokrommarkgrer 10
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og 3 dager fgr nekropsi for histomorfometrisk evaluering av
bendannelsesdynamikk. Behandlingen fortsatte for resten av dyrene (n = 8 /

gruppe) i opptil 5 uker.

Dyrene ble overvaket for endringer i benmasse, -densitet og -geometri. Perifer
kvantitativ computertomografi [pQCT] In vivo viste at MOR05177 er sterkt
benanabole i den proksimale tibia hos eldre mus, hvilket gker benmineralinnhold
(figur 6) og -densitet (figur 7). Den benanabole effekten forekom bade i det
kortikale (figur 8) og spongigse (figur 9) benkompartmentet. Disse dataene
antyder at den observerte inhiberende effekten av MOR05813 pa
sklerostinvirkning i Wnt-signaleringsreporterassayet i ikke-osteoblastceller
forskyves  til induksjon av  bendannelsesresponser pa grunn av
sklerostininhibering in vivo. Omfanget av den benanabole responsen hos mus
var sammenlignbar med benanabolisme indusert ved en hgy dose av hPTH(1-
34).

MicroCT-analyse viste gkninger i trabekulaert benvolum (figur 9) hovedsakelig
knyttet til en fortykning av trabekulzere benstrukturer som stemmer overens

med benanabolisme (figur 10).

Benmineraldensiteten gkte ytterligere hos dyr som ble behandlet i opptil 5 uker
(figur 11). Benmineraldensitet som evaluert ex vivo ved DEXA ble gkt i det
appendikulzere (tibia, femur) og aksiale (lendevirvel) skjelettet (figur 12-14).
Effekten var sammenlignbar med den malt i den positive kontrollgruppen
behandlet daglig med 100 mikrog/kg hPTH(1-34).

Histomorfometriske fluorokrommarkgrbaserte analyserer av
bendannelsesdynamikk viste at benmassegkningen skyldtes en vesentlig gkning i
bendannelsesrater i det appendikulzere (figur 15) og aksiale skjelettet (figur 18).
Effektene var sammenlignbare med dem for en hgy dose av PTH(1-34).
@kninger i bendannelsesrater ble bade knyttet til gkninger i
mineralapposisjonsrater (figur 16) og mineraliseringsoverflate (figur 17).
Benresorpsjonen ble ikke gkt ved behandling som vist  ved

osteoklastoverflatemaling (figur 19).

Eksempel 11: Screening av antistoffer som kryssblokkerer
sklerostinbindingsantistoffer ifglge den foreliggende oppfinnelsen
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Biacore kryssblokkeringsassay

Det fglgende beskriver generelt et egnet Biacore-assay for bestemmelse av
hvorvidt et antistoff eller andre bindemiddel kryssblokkerer eller er i stand til a
kryssblokkere antistoffer ifslge oppfinnelsen. Det skal forstds at assayet kan

anvendes med hvilke som helst av sklerostinbindemidlene beskrevet heri.

Biacore-maskinen (f.eks. BIAcore 3000) betjenes i henhold til produsentens

anbefalinger.

Sklerostin kan bindes til for eksempel en CM5 Biacore-brikke ved hjelp av
rutinemessig anvendt aminbindingskjemi, f.eks. EDC-NHS-aminbinding, for a
danne en sklerostinovertrukket overflate. For @ oppnd malbare bindingsnivaer
kan 200-800 resonansenheter av sklerostin typisk bindes til brikken (denne
mengden gir malbare bindingsnivder og kan samtidig uten videre mettes av

konsentrasjonene av testreagens som anvendes).

En alternativ mate & binde sklerostin til BIAcore-brikken pa er ved anvendelse av
en "merket" versjon av sklerostin, f.eks. N-terminalt eller C-terminalt his-merket
sklerostin. I dette formatet ville et anti-his-antistoff veere bundet til Biacore-
brikken, og deretter ville det his-merkede sklerostinet passeres over brikkens

overflate og fanges av anti-his-antistoffet.

De to antistoffene som skal vurderes for sin evne til 8 kryssblokkere hverandre,
blandes i en stgkiometrisk mengde, f.eks. ved et én-til-én molforhold, av
bindingssteder i en egnet buffer for & danne testblandingen. Den anvendte
bufferen er typisk en buffer som normalt er anvendt i proteinkjemi, slik som for
eksempel PBS (136 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPO,4, 1,76 mM KH,POy,,
pH 7,4). Nar konsentrasjonene beregnes pa et bindingsstedsgrunnlag, antas det
at et antistoffs molekylvekt er antistoffets totale molekylvekt delt pa antallet av

mal (dvs. sklerostin)-bindingssteder pa det antistoffet.

Konsentrasjonen av hvert antistoff i testblandingen bgr veere tilstrekkelig hgy til

& sikre metning av bindingsstedene for det antistoffet pd sklerostinmolekylene



10

15

20

25

30

35

NO/EP2203478

100

som er bundet pa BIAcore-brikken. Antistoffene i blandingen er ved samme
molkonsentrasjon (pd en bindingsbasis), og den konsentrasjonen ville typisk

veere mellom 1,0 mM og 1,5 mM (pa en bindingsstedsbasis).

Det fremstilles ogsa separate lgsninger inneholdende de separate antistoffene
alene. Den anvendte bufferen for disse separate Igsningene skal vaere samme
buffer og ved samme konsentrasjon som den som ble anvendt for

testblandingen.

Testblandingen fgres over den sklerostinovertrukne BIAcore-brikken, og
bindingen registreres. De bundne antistoffene fjernes deretter ved behandling av
brikken med for eksempel en syre, slik som 30 mM HCI, i ca. 1 minutt. Det er

viktig at sklerostinmolekylene som er bundet til brikken, ikke skades.

Lgsningen av det fgrste antistoffet alene passeres deretter over den
sklerostinovertrukne overflaten, og bindingen registreres. Brikken behandles
deretter for a fjerne alt det bundne antistoffet uten 8 skade det brikkebundne

sklerostinet, f.eks. ved hjelp av syrebehandlingen nevnt ovenfor.

Lgsningen av det andre antistoffet alene passeres deretter over den

sklerostinovertrukne overflaten, og bindingsmengden registreres.

Den maksimale teoretiske bindingen kan defineres som summen av hvert
antistoffs binding til sklerostin separat. Dette sammenlignes deretter med den
faktiske bindingen av den malte blandingen av antistoffer. Hvis den faktiske
bindingen er lavere enn den for den teoretiske bindingen, kryssblokkerer de to

antistoffene hverandre.

ELISA-BASERT KRYSSBLOKKERINGSASSAY

Kryssblokkering av et antistoff mot sklerostin eller et annet

sklerostinbindemiddel kan ogsa detekteres ved anvendelse av et ELISA-assay.

Det generelle prinsippet for ELISA-assay involverer overtrekk av et antistoff mot
sklerostin pa brgnnene av en ELISA-plate. En overskuddsmengde av et andre,

potensielt kryssblokkerende, antistoff mot sklerostin tilsettes deretter i Igsning
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(dvs. ikke bundet til ELISA-platen). En begrenset mengde av sklerostin tilsettes

deretter i brgnnene.

Antistoffet som ble overtrukket pa brgnnene, og antistoffet i lgsning, vil
konkurrere om binding av det begrensede antallet av sklerostinmolekyler. Platen
vaskes deretter for @ fjerne sklerostin som ikke har bundet til det overtrukne
antistoffet, og ogsa for & fjerne det andre antistoffet i lgsningsfase samt
eventuelle komplekser dannet mellom det andre antistoffet i Igsningsfase og
sklerostinet. Mengden av bundet sklerostin males deretter ved anvendelse av et
egnet sklerostindetekteringsreagens. Et antistoff i lgsning som er i stand til a
kryssblokkere det overtrukne antistoffet, vil kunne forarsake en reduksjon i
antallet av sklerostinmolekyler som det overtrukne antistoffet kan binde i forhold
til antallet av sklerostinmolekyler som det overtrukne antistoffet kan binde i

fravaer av det andre antistoffet i Igsningsfase.

Dette assayet beskrives naermere lenger nede for to antistoffer betegnet Ab-X og
Ab-Y. I tilfellet hvor Ab-X er valgt for 8 vaere det immobiliserte antistoffet,
overtrekkes det pa brgnnene pa ELISA-platen, hvoretter platene blokkeres med
en egnet blokkeringslgsning for 8 begrense ikke-spesifikk binding av reagenser
som deretter tilsettes. En overskuddsmengde av Ab-Y tilsettes deretter til ELISA-
platen slik at molene av Ab-Y-sklerostinbindingsstedene per brgnn er minst 10
ganger hgyere enn molene av Ab-X-sklerostinbindingsstedene som ble anvendt
per brgnn under overtrekkingen av ELISA-platen. Sklerostin tilsettes deretter slik
at molene av sklerostin tilsatt per brgnn er minst 25 ganger lavere enn molene
av Ab-X-sklerostinbindingsstedene som ble anvendt for overtrekkingen av hver
brgnn. Etter en egnet inkuberingsperiode vaskes ELISA-platen, og en
sklerostindetekteringsreagens tilsettes for & male mengden av sklerostin
spesifikt bundet av det overtrukne antistoffet mot sklerostin (i dette tilfellet Ab-
X). Bakgrunnssignalet for assayet er definert som signalet oppnadd i brgnner
med det overtrukne antistoffet (i dette tilfellet Ab-X), det andre antistoffet i
Igsningsfase (i dette tilfellet Ab-Y), bare sklerostinbuffer (dvs. ingen sklerostin)
og sklerostindetekteringsreagenser. Det positive kontrollsignalet for assayet er
definert som signalet oppnadd i brgnner med det overtrukne antistoffet (i dette
tilfellet Ab-X), bare den andre antistoffbufferen i Igsningsfase (dvs. intet andre
antistoff i Igsningsfase), sklerostin og sklerostindetekteringsreagenser. ELISA-
assayet ma utfgres slik at det positive kontrollsignalet er minst 6 ganger

bakgrunnssignalet.
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For & unngd at eventuelle artefakter (f.eks. signifikant forskjellig affinitet mellom
Ab-X og Ab-Y for sklerostin) oppstar fra valget av hvilket antistoff som skal
anvendes som overtrekksantistoff, og hvilket som skal anvendes som det andre
(konkurrent)antistoffet, ma kryssblokkeringsassayet utfgres i to formater: 1)
Format 1 er hvor Ab-X er antistoffet som overtrekkes pa ELISA-platen og Ab-Y,
er konkurrentantistoffet som er i Igsning, og 2) format2 er hvor Ab-Y er
antistoffet som overtrekkes pa ELISA-platen, og Ab-X er konkurrentantistoffet

som er i lgsning.

Eksempel 12: ELISA for & detektere effekten av MOR05813_IgG2lambda
pa SOST-binding av LRP6

LRP6 / SKLEROSTIN-ELISA

96-brgnners ikke-behandlede mikrotiterplater ble overtrukket med 100 pl/brgnn
LRP6/Fc (1 pg/ml, R&D Systems, kat.nr. 1505-LR) fortynnet i PBS. Som kontroll
for ikke-spesifikk binding (NSB) ble noen brgnner fylt med 100 ul/brgnn PBS.
Platene ble dekket med plastfilm og inkubert over natten ved romtemperatur.
Etter overtrekkingen ble platene vasket 3 ganger med 200 pl/brgnn 0,05 %
Tween 20 (Fluka, kat.nr. 93773) i PBS, og brgnner ble blokkert i 1 h ved 37 °C
ved tilsetning av 300 ul/brgnn SuperBlock blokkeringsbuffer (Pierce, kat.nr.
37535) i TBS. Etter inkubering ble blokkeringslgsningen fjernet, og 100 pl/brgnn
sklerostin (E.coli-avledet, Novartis; 1-1000 ng/ml) fortynnet i 1 % BSA i PBS ble
tilsatt. Platene ble inkubert i 2 h ved romtemperatur fgr de ble vasket 3 ganger
med 200 pl/brgnn 0,05 % Tween 20 i PBS. Deretter ble det tilsatt 100 ul/brgnn
antistoff mot anti-sklerostin (1 ug/ml) fortynnet i 1 % BSA i PBS, og plater ble
inkubert i 2 h ved romtemperatur fgr de ble vasket 3 ganger med 200 pl/brgnn
0,05 % Tween 20 i PBS. Til slutt ble det tilsatt 100 ul/brgnn ALP-konjugert anti-
geit-IgG Ab (1:5000; Sigma kat.nr. A-7888) fortynnet i 1 % BSA (Sigma kat.
nr.:A-7888) i PBS i 1 h ved RT, og platene ble deretter vasket 3 ganger med
200 pl/brgnn 0,05 % Tween 20 i PBS. For &8 bestemme ALP ble 100 pl/brgnn
ALP-substrat  (Sigma, kat.nr.. S0942)-lgsning (1 tablett per 5 ml
dietanolaminsubstratbuffer 1x; Pierce, kat.nr. 34064) tilsatt til platene i 90 min

og optisk densitet malt ved 405 nm.
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LRP6 / sklerostin-ELISA er basert pa sklerostins evne til 8 binde LRP6. For

ytterligere 3 karakterisere de produserte Fab-ene ble en seleksjon av Fab-er og
IgG-er testet i dette assayet. I neerveaer av et antistoff mot anti-sklerostin fra
R&D (1000 ng/ml =7 nM) ble sklerostin (0,9 nM) som binder til LRP6, inhibert
ved 68 % sammenlignet med kontroll (data ikke vist). MOR05813_IgG2 lambda
inhiberte sklerostinbinding til LRP6 opptil 90 % ved 90 nM, mens et anti-
lysozym-IgG anvendt som negativ kontroll hadde ingen effekt pa
sklerostinbinding til LRP6 (figur 20).

Eksempel 13: Parallell behandling ved anvendelse av MOR05813

MORO05813 + zoledronsyre

Atte m&neder gamle OF1/IC-hunnmus (n = 10/gruppe, Charles River, Frankrike)
ble ovariektomert for & indusere bentap ved gstrogenfjerning eller ble etterlatt
intakt. Dyrene fikk to ganger ukentlig intravengst administrert antistoff mot
sklerostin MORO05813 (24 mg/kg, h/mlgG2a) eller kontrollantistoff (anti-PC-
h/mligG2a, intakt og OVX-kontrollgrupper). Ytterligere grupper fikk enten en
enkelt administrasjon av zoledronsyre alene (100 upg/kg) eller i kombinasjon
med antistoffet mot sklerostin MOR05813. Antistoffbehandlingen varte 3,5 uker

(7 anvendelser).

Dyrets tibiale benmasse og -geometri ble malt fer ovariektomi ved perifer
kvantitativ computertomografi (pQCT). Dyr ble jevnt fordelt i grupper ifglge
kroppsvekt og tibial total benmineraldensitet. Endringer i benmineraldensitet, -

masse og -geometri ble evaluert i slutten av behandlingsperioden.

Resultater uttrykkes som gjennomsnittlig +/- SEM. Statistisk analyse ble utfgrt
ved anvendelse av RS1 (serie 1999 for Windows, Domain Manufacturing Corp.,
USA). Dataene ble utsatt for enveis variansanalyse (ANOVA). Varianslikheten ble

testet ved Levene F-testen, og forskjeller mellom grupper ved anvendelse av den
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Bonferroni-justerte Dunnett-testen. Behandlede grupper ble testet for signifikans
ved forskjeller fra den antistoffbehandlede OVX-kontrollgruppen (p < 0,05%*, p <
0,01*%*),

Ovariektomiindusert bentap kan blokkeres ved antistoffbehandling hos eldre mus
(figur 21). Nar antistoffet anvendes i kombinasjon med en enkelt intravengs
injeksjon av bisfofonatzoledronsyren, blokkeres bentap, og bengkning induseres
som indikert ved gkninger i totalt benmineralinnhold (figur 21 A) og -densitet
(figur 21 B) samt gkninger i kortikal tykkelse (figur21 C) og spongigs

benmineraldensitet (figur 21 D).

MORO05813 + alendronat-forbehandling

4,5 maneder gamle OF1/IC-hunnmus (n = 10/gruppe, Charles River, Frankrike)
fikk to ganger ukentlig intravengst administrert antistoff mot sklerostin
MORO05813 (10 mg/kg, h/mlgG2a) eller kontrollantistoff (anti-PC-mlgG2a, intakt
og OVX-kontrollgrupper). Ytterligere grupper hadde fatt  alendronat-
forbehandling i 7 uker (4 ug/kg/dag; 5 dager/uke) fgr de fikk kontrollantistoffet
eller antistoffet mot sklerostin MOR05813. Antistoffbehandlingen varte 3,5 uker
(7 anvendelser).

Dyrets tibiale benmasse og geometri ble malt fgr initiering av antistoffbehandling
ved perifer kvantitativ computertomografi (pQCT). Dyr ble jevnt fordelt i grupper
ifoslge  kroppsvekt og tibial total benmineraldensitet. Endringer i
benmineraldensitet, -masse o0g -geometri ble evaluert i slutten av

behandlingsperioden.

Resultater uttrykkes som gjennomsnittlig +/- SEM. Statistisk analyse ble utfgrt
ved anvendelse av RS1 (serie 1999 for Windows, Domain Manufacturing Corp.,
USA). Dataene ble utsatt for enveis variansanalyse (ANOVA). Varianslikheten ble
testet ved Levene F-testen, og forskjeller mellom grupper ved anvendelse av den
Bonferroni-justerte Dunnett-testen. Grupper forbehandlet med alendronat ble
testet for signifikans ved forskjell fra gruppene som fikk ingen forbehandling (p
< 0,05*%, p < 0,01%*%*),
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Langtidsforbehandling med bisfosfonatalendronatet har ingen negativ innflytelse
pa den benanabole virkningen av anti-sklerostinet MOR05813 som gjenspeilet
ved gkninger i totalt benmineralinnhold (figur 22 A) og -densitet (figur 22 B)
samt gkninger i kortikal tykkelse (figur 22 C) og spongigs benmineraldensitet
(figur 22 D). P& grunn av bifosfonatets vedvarende anti-resorptive egenskaper
utover administreringsperioden observeres en gkning i totalt benmineralinnhold
(figur 22 A) og kortikal tykkelse (figur 22 C).

MORO05813 + DKK1 eller hPTH

Seks maneder gamle nakenhunnmus (n = 8/gruppe) fikk to ganger ukentlig
intravengst administrert vehikkel, antistoff mot sklerostin MOR05813 (10, 20 og
40 mg/kg, 1gG2), anti-Dkkl-antistoff (10 mg/kg, IgGl), hPTH(1-34)
(100 mikrog/kg) eller kombinasjoner derav. Antistoffbehandlingen varte 4 uker

(8 administreringer).

Dyrets tibiale benmasse og geometri ble malt fgr behandling ved perifer
kvantitativ computertomografi (pQCT). Dyr ble jevnt fordelt i grupper ifglge
kroppsvekt og tibial total benmineraldensitet. Endringer i benmineraldensitet, -

masse og -geometri ble evaluert i slutten av behandlingsperioden.

Resultater uttrykkes som gjennomsnittlig +/- SEM. Statistisk analyse ble utfgrt
ved anvendelse av RS1 (serie 1999 for Windows, Domain Manufacturing Corp.,
USA). Dataene ble utsatt for enveis variansanalyse (ANOVA). Varianslikheten ble
testet ved Levene F-testen, og forskjeller mellom grupper ved anvendelse av den
Bonferroni-justerte Dunnett-testen. Grupper ble testet for signifikans ved
forskjell fra den vehikkelbehandlede gruppen (p < 0,05*, p < 0,01%*%*).

Benanabole effekter gker med dosen av anti-sklerostin MOR05813 (figur 23).
Parallell behandling med et anti-Dkk1-antistoff resulterer i en forbedret gkning i
totalt benmineralinnhold (figur 23 A) og -densitet (figur 23 B) og kortikal
tykkelse (figur 23 C) og en synergistisk gkning i spongigs benmineraldensitet
(figur 23 D). Parallell behandling med hPTH(1-34) resulterer i en synergistisk

gkning i alle malte parametere (figur 23 A-D).
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Patentkrav

1. Antistoff mot sklerostin, omfattende en polypeptidsekvens i tungkjedens
variable region, omfattende SEQ ID NO: 70 og en polypeptidsekvens i
lettkjedens variable region omfattende SEQ ID NO: 81.

2. Antistoffet ifglge krav 1, omfattende en aminosyresekvens i tungkjeden av full
lengde, omfattende SEQ ID NO:114.

3. Antistoffet ifglge hvilke som helst av kravene 1-2, omfattende en

aminosyresekvens i lettkjeden av full lengde, omfattende SEQ ID NO:125.

4. Antistoff, omfattende sekvensen i tungkjeden med SEQ ID NO:114 og
sekvensen i lettkjeden med SEQ ID NO:125.

5. Antistoffet ifglge et hvilket som helst av kravene 1-4 for anvendelse som

medikament.

6. Anvendelse av et antistoff ifglge et hvilket som helst av kravene 1-4 i
produksjonen av et medikament for behandling av en patologisk lidelse som
medieres ved sklerostin, eller som er assosiert med et gkt nivd av sklerostin,
hvori den patologiske lidelsen er minst én av lidelsene primar og sekundaer
osteoporose, osteopeni, osteomalasi, osteogenesis imperfecta, avaskular
nekrose, ogsa kjent som osteonekrose, frakturer og implantattilheling, inkludert
dentale implantater og hofteimplantater, bentap pd grunn av andre lidelser slik

som bentap assosiert med HIV-infeksjon, cancere eller artritt.

7. Antistoff ifglge et hvilket som helst av kravene 1-4 for anvendelse i
behandlingen av en patologisk lidelse som medieres ved sklerostin, eller som er
assosiert med et gkt niva av sklerostin, hvori den patologiske lidelsen er minst
én av lidelsene primaer og sekundezer osteoporose, osteopeni, osteomalasi,
osteogenesis imperfecta, avaskuleer nekrose, ogsa kjent som osteonekrose,
frakturer og implantattilheling, inkludert dentale implantater og
hofteimplantater, bentap p& grunn av andre lidelser slik som bentap assosiert

med HIV-infeksjon, cancere eller artritt.

8. Farmasgytisk sammensetning, omfattende et antistoff ifglge et hvilket som

helst av kravene 1-4.
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9. Den farmasgytiske sammensetningen ifglge krav 8 i kombinasjon med én eller

flere av en farmasgytisk akseptabel eksipient, fortynner eller beerer.

10. Den farmasgytiske sammensetningen ifglge krav 8 eller 9, ytterligere

omfattende andre aktive ingredienser.

11. Den farmasgytiske sammensetningen ifglge krav 8 eller 9, ytterligere

omfattende minst ett annet antiflogistikum eller antiosteoporotikum.

12. Isolert polynukleotidsekvens som koder for antistoffet ifglge et hvilket som

helst av kravene 1-4.

13. Klonings- eller ekspresjonsvektor, omfattende én eller flere

polynukleotidsekvenser ifglge krav 12.

14. Vektor ifglge krav 13, hvori vektoren omfatter minst én nukleinsyresekvens
valgt fra gruppen bestdende av SEQ ID NO:136 og 147.

15. Vertscelle, omfattende én eller flere klonings- eller ekspresjonsvektorer
ifglge krav 13-14.

16. Fremgangsmate for produksjon av et antistoff ifglge et hvilket som helst av
kravene 1-4, omfattende dyrking av vertscellen ifglge krav 15 og isolering av

antistoffet.

17. Antistoff ifglge et hvilket som helst av kravene 1-4 eller en farmasgytisk
sammensetning ifglge et hvilket som helst av kravene 8-11 for anvendelse i
behandlingen eller forebyggingen av en patologisk lidelse som medieres ved
sklerostin, eller som er assosiert med et gkt nivad av sklerostin, hvori den
patologiske lidelsen er minst én av lidelsene primeaer og sekundaer osteoporose,
osteopeni, osteomalasi, osteogenesis imperfecta, avaskulaer nekrose, ogsa kjent
som osteonekrose, frakturer og implantattilheling, inkludert dentale implantater
og hofteimplantater, bentap pa grunn av andre lidelser slik som bentap assosiert

med HIV-infeksjon, cancere eller artritt.
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18. Diagnostisk kit, omfattende et antistoff ifglge et hvilket som helst av
kravene 1-4.

19. In vitro-fremgangsmate for identifisering av en celle eller et vev som
uttrykker sklerostin, idet fremgangsmaten omfatter kontaktering av cellen eller
vevet med et antistoff ifglge et hvilket som helst av kravene 1-4, hvori
antistoffet ytterligere omfatter en detekterbar etikett, slik som en radioaktiv,

fluorescerende, magnetisk, paramagnetisk eller kjemiluminescerende etikett.

20. Anvendelse av et antistoff ifglge et hvilket som helst av kravene 1-4 og (i)
zoledronsyre, (ii) et anti-DKK1-antistoff, (iii) alendronat, (iv) et anti-LRP4-
antistoff, (v) hPTH og/eller (vi) paratyroidhormonfrisettende middel slik som
kalsilytika i produksjonen av et medikament for behandling av en patologisk
lidelse som medieres ved sklerostin, eller som er assosiert med et gkt niva av
sklerostin, og hvori den patologiske lidelsen er minst én av lidelsene primaer og
sekundar osteoporose, osteopeni, osteomalasi, osteogenesis imperfecta,
avaskulaer nekrose, ogsa kjent som osteonekrose, frakturer og
implantattilheling, inkludert dentale implantater og hofteimplantater, bentap pa
grunn av andre lidelser slik som bentap assosiert med HIV-infeksjon, cancere

eller artritt.

21. Anvendelse av et antistoff ifglge et hvilket som helst av kravene 1-4 i
produksjonen av et medikament for behandling av en patologisk lidelse som
medieres ved sklerostin, eller som er assosiert med et gkt nivd av sklerostin,
hvori medikamentet anvendes i kombinasjon med (i) zoledronsyre, (ii) et anti-
DKK1-antistoff, (iii) alendronat, (iv) et anti-LRP4-antistoff, (v) hPTH og/eller (vi)
paratyroidhormonfrisettende middel slik som kalsilytika, og hvori den patologiske
lidelsen er minst én av lidelsene primaer og sekundaer osteoporose, osteopeni,
osteomalasi, osteogenesis imperfecta, avaskulaer nekrose, ogsa kjent som
osteonekrose, frakturer og implantattilheling, inkludert dentale implantater og
hofteimplantater, bentap p& grunn av andre lidelser slik som bentap assosiert

med HIV-infeksjon, cancere eller artritt.

22. Anvendelse av (i) zoledronsyre, (ii) et anti-DKK1-antistoff, (iii) alendronat,
(iv) et anti-LRP4-antistoff, (v) hPTH og/eller (vi) paratyroidhormonfrisettende
middel slik som kalsilytika i produksjonen av et medikament for behandling av

en patologisk lidelse som medieres ved sklerostin, eller som er assosiert med et
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gkt niva av sklerostin, hvori medikamentet anvendes i kombinasjon med et
antistoff ifglge et hvilket som helst av kravene 1-4, og hvori den patologiske
lidelsen er minst én av lidelsene primaer og sekundaer osteoporose, osteopeni,
osteomalasi, osteogenesis imperfecta, avaskulaer nekrose, ogsa kjent som
osteonekrose, frakturer og implantattilheling, inkludert dentale implantater og
hofteimplantater, bentap p& grunn av andre lidelser slik som bentap assosiert

med HIV-infeksjon, cancere eller artritt.

23. Anvendelse av et antistoff ifglge et hvilket som helst av kravene 1-4 i
produksjonen av et medikament for behandling av en patologisk lidelse som
medieres ved sklerostin, eller som er assosiert med et gkt nivd av sklerostin,
hvori pasienten pa forhdnd har fatt administrert (i) zoledronsyre, (ii) et anti-
DKK1-antistoff, (iii) alendronat, (iv) et anti-LRP4-antistoff, (v) hPTH og/eller (vi)
paratyroidhormonfrisettende middel slik som kalsilytika, og hvori den patologiske
lidelsen er minst én av lidelsene primaer og sekundaer osteoporose, osteopeni,
osteomalasi, osteogenesis imperfecta, avaskulaer nekrose, ogsa kjent som
osteonekrose, frakturer og implantattilheling, inkludert dentale implantater og
hofteimplantater, bentap p& grunn av andre lidelser slik som bentap assosiert

med HIV-infeksjon, cancere eller artritt.

24. Anvendelse av (i) zoledronsyre, (ii) et anti-DKK1-antistoff, (iii) alendronat,
(iv) et anti-LRP4-antistoff, (v) hPTH og/eller (vi) paratyroidhormonfrisettende
middel slik som kalsilytika i produksjonen av et medikament for behandling av
en patologisk lidelse som medieres ved sklerostin, eller som er assosiert med et
gkt niva av sklerostin, hvori pasienten pa forhdnd har fatt administrert et
antistoff ifglge et hvilket som helst av kravene 1-4, og hvori den patologiske
lidelsen er minst én av lidelsene primaer og sekundaer osteoporose, osteopeni,
osteomalasi, osteogenesis imperfecta, avaskulaer nekrose, ogsa kjent som
osteonekrose, frakturer og implantattilheling, inkludert dentale implantater og
hofteimplantater, bentap p& grunn av andre lidelser slik som bentap assosiert

med HIV-infeksjon, cancere eller artritt.

25. Antistoff ifglge et hvilket som helst av kravene 1-4 og (i) zoledronsyre, (ii)
et anti-DKK1-antistoff, (iii) alendronat, (iv) et anti-LRP4-antistoff, (v) hPTH
og/eller (vi) paratyroidhormonfrisettende middel slik som kalsilytika for
anvendelse i behandlingen av en patologisk lidelse som medieres ved sklerostin,

eller som er assosiert med et gkt niva av sklerostin, hvori den patologiske
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lidelsen er minst én av lidelsene primaer og sekundaer osteoporose, osteopeni,
osteomalasi, osteogenesis imperfecta, avaskulaer nekrose, ogsa kjent som
osteonekrose, frakturer og implantattilheling, inkludert dentale implantater og
hofteimplantater, bentap p& grunn av andre lidelser slik som bentap assosiert

med HIV-infeksjon, cancere eller artritt.

26. Antistoff ifglge et hvilket som helst av kravene 1-4 anvendt i kombinasjon
med (i) zoledronsyre, (ii) et anti-DKK1-antistoff, (iii) alendronat, (iv) et anti-
LRP4-antistoff, (v) hPTH og/eller (vi) paratyroidhormonfrisettende middel slik
som Kkalsilytika for anvendelse i behandlingen av en patologisk lidelse som
medieres ved sklerostin, eller som er assosiert med et gkt nivd av sklerostin,
hvori den patologiske lidelsen er minst én av lidelsene primar og sekundeer
osteoporose, osteopeni, osteomalasi, osteogenesis imperfecta, avaskular
nekrose, ogsa kjent som osteonekrose, frakturer og implantattilheling, inkludert
dentale implantater og hofteimplantater, bentap p& grunn av andre lidelser slik

som bentap assosiert med HIV-infeksjon, cancere eller artritt.

27. Antistoff ifglge et hvilket som helst av kravene 1-4 for anvendelse i
behandlingen av en patologisk lidelse som medieres ved sklerostin, eller som er
assosiert med et gkt niva av sklerostin, hvori pasienten pa forhand har fatt
administrert (i) zoledronsyre, (ii) et anti-DKK1-antistoff, (iii) alendronat, (iv) et
anti-LRP4-antistoff, (v) hPTH og/eller (vi) paratyroidhormonfrisettende middel
slik som kalsilytika, og hvori den patologiske lidelsen er minst én av lidelsene
primar og sekundaer osteoporose, osteopeni, osteomalasi, osteogenesis
imperfecta, avaskulzer nekrose, ogsa kjent som osteonekrose, frakturer og
implantattilheling, inkludert dentale implantater og hofteimplantater, bentap pa
grunn av andre lidelser slik som bentap assosiert med HIV-infeksjon, cancere

eller artritt.

28. (i) zoledronsyre, (ii) et anti-DKK1-antistoff, (iii) alendronat, (iv) et anti-
LRP4-antistoff, (v) hPTH og/eller (vi) paratyroidhormonfrisettende middel slik
som Kkalsilytika for anvendelse i behandlingen av en patologisk lidelse som
medieres ved sklerostin, eller som er assosiert med et gkt nivd av sklerostin,
hvori pasienten pa forhand har fatt administrert et antistoff ifglge et hvilket som
helst av kravene 1-4, og hvori den patologiske lidelsen er minst én av lidelsene
primar og sekundaer osteoporose, osteopeni, osteomalasi, osteogenesis

imperfecta, avaskulzer nekrose, ogsa kjent som osteonekrose, frakturer og



NO/EP2203478

114

implantattilheling, inkludert dentale implantater og hofteimplantater, bentap pa
grunn av andre lidelser slik som bentap assosiert med HIV-infeksjon, cancere

eller artritt.

29. Anvendelsen ifglge et hvilket som helst av kravene 20-28, hvori hPTH er
hPTH(1-34).
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Gly Phe Thr Phe Arg Ser His Trp Leu Ser
1 5 10

<210> 3
<211> 10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3
Gly Phe Thr Phe Ser Ser Iyr Val Met Asn
1 5 10
<210> 4

<211> 10



<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

Gly Phe Thr Phe Arg Ser His Trp Leu Ser
1 5 10

<210>5

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

Gly Phe Thr Phe Arg Ser His Trp Leu Ser
1 5 10

<210> 6

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

Gly Phe Thr Phe Arg Ser His Trp lLeu Ser
1 5 10

<210>7

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7

Gly Phe Thr Phe Arg Ser His Trp Leu Ser
1 5 10

<210> 8

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

Gly Phe Thr Phe Arg Ser His Trp Leu Ser
1 5 10

<210> 9

NO/EP2203478



<211> 10
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 9

Gly Phe Thr Phe Arg Ser His Trp Leu Ser
1 5 10

<210> 10

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10

Gly Phe Thr Phe Arg Ser His Trp Leu Ser
1 5 10

<210> 11

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11

Gly Phe Thr Phe Arg Ser His Trp Leu Ser
1 5 10

<210> 12

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

Trp Val Ser Phe Ile Ser Gly Asp Ser Ser Asn Thr Tyr Tyr Ala Asp

1 5 10

Ser Val Lys Gly
20

<210> 13
<211> 20
<212> PRT

<213> Homo sapiens

NO/EP2203478



<400> 13

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

Ser Val Lys Gly
20

<210> 14

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 14

Trp Val Ser Phe Ile Ser Gly Asp Ser Ser Asn Thr Tyr Tyr Ala Asp
1 5 10 15

Ser Val Lys Gly
20

<210> 15

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 15

Trp Val Ser Asn Ile Asn Tyr Asp Gly Ser Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp
1 5 10 135

Ser Val Lys Gly
20

<210> 16

<211> 19

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 16

Trp Val Ser Val Thr Gly Val His Gly Asp Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser
1 5 10 15

Val Lys Gly
<210> 17
<211> 19

<212> PRT

NO/EP2203478
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<213> Homo sapiens
<400> 17

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

Val Lys Gly
<210> 18

<211> 19

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 18

Trp Val Ser Val Thr Thr His Gln Gly Tyr Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser
1 5 10 15

val Lys Gly

<210> 19

<211> 19

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 19

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

Val Lys Gly
<210> 20

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 20

Trp Val Ser Asn Ile Asn Tyr Asp Gly Ser Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp
i 5 1Q 15

Ser val Lys Gly
20

<210> 21
<211> 19

<212> PRT



NO/EP2203478

<213> Homo sapiens
<400> 21

Trp Val Ser Val Ile Thr Pro Tyr Gly Asp Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser
1 5 10 15

Val Lys Gly
<210> 22

<211> 19

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 22

Trp Val Ser Val Ile Thr Pro Tyr Gly Asp Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser
1 5 10 15

Val Lys GiLy
<210> 23

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 23

Thr Phe Met His Gly His Leu Gly Gly Gly Leu Ser Met Asp Phe
1 5 10 15

<210> 24

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 24

Asp Thr Tyr Leu His Phe Asp Tyr
1 5

<210> 25

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 25



Thr Phe Met His Gly His Leu Gly Gly Gly Leu Ser Met Asp Phe
1 5 10

<210> 26

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 26

Asp Thr Tyr Leu His Phe Asp Tyr
1 5

<210> 27

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27

Asp Thr Tyr Leu His Phe Asp Tyr
1 3

<210> 28

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 28

Asp Thr Tyr Leu His Phe Asp Tyr
1 5

<210> 29

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29

Asp Thr Tyr Leu His Phe Asp Tyr
1 5

<210> 30
<211>8
<212> PRT

<213> Homo sapiens

7

15
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<400> 30

Asp Thr Tyr Leu His Phe Asp Tyr
1 5

<210> 31

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 31

Asp Thr Tyr Leu His Phe Asp Tyr
1 5

<210> 32

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 32

Asp Thr Tyr Leu His Phe Asp Tyr
1 5

<210> 33

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 33

Asp Thr Tyr Leu His Phe Asp Tyr
1 5

<210> 34

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34

Ser Gly Asp Asn Ile Gly Ser Phe Tyr Val His

i 3

<210> 35

NO/EP2203478



<211> 20
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 35

Trp Val Ser Asn Ile Asn Tyr Asp Gly Ser Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp

1 3 10 15

Ser Val Lys Gly
20

<210> 36

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36

Ser Gly Asp Asn Ile Gly Ser Phe Tyr Val His
1 5 10

<210> 37

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 37

Thr Gly Thr Ser Ser Asp Val Gly Asp Ile Asn Asp Val Ser
1 5 10

<210> 38

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 38

Thr Gly Thr Ser Ser Asp Val Gly Asp Ile Asn Asp Val Ser
1 5 10

<210> 39
<211> 14
<212> PRT

<213> Homo sapiens

NO/EP2203478



10

<400> 39

Thr Gly Thr Ser Ser Asp Val Gly Asp Ile Asn Asp Val Ser
1 5 10

<210> 40

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 40

Thr Gly Thr Ser Ser Asp Val Gly Asp Ile Asn Asp Val Ser
1 5 10

<210> 41

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 41

Thr Gly Thr Ser Ser Asp Val Gly Asp Ile Asn Asp Val Ser
1 5 10

<210> 42

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 42

Thr Gly Thr Ser Ser Asp Val Gly Asp Ile Asn Asp Val Ser
1 3 10

<210> 43

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 43

Thr Gly Thr Ser Ser Asp Val Gly Asp Ile Asn Asp Val Ser
1 5 10

<210> 44
<211> 14

<212> PRT

NO/EP2203478
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11
<213> Homo sapiens
<400> 44
Thr Gly Thr Ser Ser Asp Val Gly Asp Ile Asn Asp Val Ser
1 5 10
<210> 45
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 45
Leu Val Ile Tyr Asp Asp Asn Asn Arg Pro Ser
1 5 10
<210> 46
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 46
Leu Met Ile Tyr Asp Val Asn Asn Arg Pro Ser
1 5 10
<210> 47
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 47
Leu Val Ile Tyr Asp Asp Asn Asn Arg Pro Ser
1. .5 10
<210> 48
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 48
Leu Met Ile Tyr Asp Val Asn Asn Arg Pro Ser
1 5 10
<210> 49

<211> 11



NO/EP2203478

12
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 49
Leu Met Ile Tyr Asp Val Asn Asn Arg Pro Ser
1 3 10
<210> 50
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 50
Leu Met Ile Tyr Asp Val Asn Asn Arg Pro Ser
1 5 10
<210> 51
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 51
Leu Met Ile Tyr Asp Val Asn Asn Arg Pro Ser
1 5 10
<210> 52
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 52
Leu Met Ile Tyr Asp Val Asn Asn Arg Pro Ser
1 5 10
<210> 53
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 53
Leu Met Ile Tyr Asp Val Asn Asn Arg Pro Ser
1 5 10

<210> 54



<211> 11
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 54

Leu Met Ile Tyr Asp Val Asn Asn Arg Pro Ser
10

1 5
<210> 55

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 55

Leu Met Ile Tyr Asp Val Asn Asn Arg Pro Ser
10

1 5
<210> 56

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 56

Gly Ser Trp Ala Gly Ser Ser Gly Ser Tyr

1 3
<210> 57

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 57

Ser Ser Tyr Gly Glu Ser Leu Thr Ser Tyr

1 5
<210> 58

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 58

Ala Ser Trp Thr Gly Val Giu Pro Asp Tyr

1 3

10

10

10

NO/EP2203478



14

<210> 59

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 59

Gin Ser Iyr Ala Gly Ser Tyr Leu Ser Glu
1 5 10

<210> 60

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 60

Ser Ser Tyr Gly Glu Ser Leu Thr Ser Tyr
1 5 10

<210> 61

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 61

Ser Ser Tyr Gly Glu Ser Leu Thr Ser Tyr
1 5 10
<210> 62

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 62

Ser Ser Tyr Gly Glu Ser Leu Thr Ser Tyr
1 5 10

<210> 63

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 63

NO/EP2203478
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Ser Ser Tyr Gly Glu Ser Leu Thr Ser Tyr
1 5 10

<210> 64

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 64

Ser Thr Tyr Asp Gly Pro Gly Leu Ser Glu
1 5 10

<210> 65

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 65

Ser Ser Tyr Gly Glu Ser Leu Thr Ser Tyr
1 5 10

<210> 66

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 66

Ser Ser Tyr Gly Glu Ser Leu Thr Ser Tyr
1 5 10

<210> 67

<211> 124

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 67

NO/EP2203478



Gln Val

Ser Leu

Val Met

Ser Phe

50

Lys Gly

65

Leu Gln

Ala Arg

Phe Trp

Gln

Arg

Asn

35

Ile

Arg

Met

Thr

Gly
115

<210> 68

<211> 117

<212> PRT

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Phe

100

Gln

val

Ser

Val

Gly

Thr

Ser

85

Met

Gly

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Hisg

Thr

<213> Homo sapiens

<400> 68

Gln Val
1

Ser Leu

Trp Leu

Ser Asn
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Gln

Arg

Sexr

35

Ile

Arg

Met

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Phe

Asn

val

Ser

val

Tyr

Thr

Ser

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Gly

Leu

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

His

val
120

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Leu

105

Thr

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

16

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

ASp

20

Gly

val

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Leu

Phe

Lys

Tyx

Ser

75

Thr

Gly

Ser

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Ser

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Leu

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Ser
110

Pro

Arg

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Met

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Gly

Tyr

vVal

Val

Tyr

80

Cys

Asp

Gly

His

Val

Val

Tyr

80

Cys
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100

Val Thr val Ser Ser

115

<210> 69

<211> 124

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 69
Gln val Gln Leu

1

Ser

val

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Phe

Leu

Met

Phe

50

Gly

Gln

Arg

Trp

Arg

Asn

35

Ile

Arg

Met

Thr

Gly
115

<210> 70

<211> 117

<212> PRT

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Phe

100

Gln

Val

5

Ser

Val

Gly

Thr

Ser

Met

Gly

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

His

Thr

<213> Homo sapiens

<400> 70
Gin Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1

5

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Gly

Leu

105

Gly Gly

Ala Ser
25

Ala Pro
40

Ser Asn

Arg Asp

Ala Glu

His Leu

105

Val Thr
120

17

Ala Arg Asp Thr Tyr Leu His Phe Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Leu

Gly

10

Gly

Thr

Asn

Asp

a0

Gly

val

10

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Ser

Val Gln

Thr Phe

Gly Leu

45

Tyr Ala

60

Lys Asn

Ala val

Gly Leu

Ser

110

Pro Gly
15

Ser Serxr
30

Glu Trp

Asp Ser

Thr Leu

Tyr Tyr

95

Ser Met
110

15

Gly

Tyr

Val

val

Tyr

80

Cys

Asp

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Arg Ser His

NO/EP2203478



Trp Leu

Ser Asn
50

Lys Gly

65

Leu Gln

Ala Arg

Val Thr

Ser

35

Ile

Arg

Met

Asp

vVal
118

<210> 71

<211> 116

<212> PRT

20

Trp

As3n

Phe

Asn

Thr

100

Ser

val

Tyr

Thr

Ser

85

Tyr

Ser

Arg Gln

Asp Gly
55

Ile Ser
70

Leu Arg

Leu His

<213> Homo sapiens

<400> 71
Gln Val Gln Leu

1

Ser Leu

Trp Leu

Ser Val

50

Gly Arg
65

Gln Met

Arg Asp

Thr Val

Arg

Ser

35

Thr

Phe

Asn

Thr

Ser Ser

115

Leu

20

Trp

Gly

Thr

Ser

Tyr
100

vVal

5

Ser

val

val

Tle

Leu

85

Leu

Glu Ser

Cys Ala

Arg Gln

His Gly

Ser Arg

70

Arg Ala

His Phe

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Phe

Gly

Ala

Ala

40

Asp

Asp

Glu

Asp

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp
105

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Tyr
105

18

Gly

Thr

Asn

Asp

S0

Tyr

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Jer

Thr

90

Trp

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Trp

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Gly

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Val

Thr

Gly

Ala

60

Asn

val

Gln

Leu

45

Ala

Asn

vVal

Gln

Gin

Phe

Leou

45

Asp

Thr

Tyr

Gly

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Pro

Arg

Glu

Ser

Leu

Tyr

Thr
110

Trp

Ser

Leu

Iyr

95

Thr

Gly

Ser

Trp

val

Tyr

Cys

95

Leu

val

Val

Iyr

a0

Cys

Leu

Gly

His

Val

Lys

Leu

80

Ala

Val
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<210> 72
<211> 116
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 72
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20

Trp Leu Ser Trp Val Arg Gln Ala

Ser vVal Ile Gly Asn Trp Gly Asp
50 55

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp
65 70

Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu
85

Arg Asp Thr Tyr Leu His Phe Asp
100

Thr Val Ser Ser
115

<210> 73

<211> 116

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 73

19

Gly Gly Leu Val Gla Pro Gly Gly
i0 15

Ser Gly Phe Thr Phe Arg Ser His

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
45

Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser vVal Lys
60

Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu
75 80

Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
90 95

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
105 110

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Gly

1 3

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20

10 15

Ser Gly Phe Thr Phe Arg Ser His
25 30

Trp Leu Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

35 40

45
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Ser Val Thr
50

Gly Arg Phe
65

Gln Met Asn

Arg Asp Thr

Thr vVal Ser

1i5

<210> 74

<211> 116

<212> PRT

Thr His Gln Gly Tyr

Thr Ile Ser Arg Asp

70

Ser Leu Arg Ala Glu

85

Tyr Leu His Phe Asp

100

Ser

<213> Homo sapiens

<400> 74

Gln vVal Gln
1

Ser Leu Arg

Trp Leu Ser
35

Ser Ala Thr
50

Gly Arg Phe

Gln Met Asn

Arg Asp Thr

Thr Val Ser
115

<210> 75
<211> 117

<212> PRT

Leu Val Glu

Leu Ser Cys
20

Trp Val Arg

Asn Arg Tyr

Thr Ile Ser
70

Ser Leu Arg
85

Tyr Leu His
100

Ser

<213> Homo sapiens

55

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Arg

Ala

Phe

Thr

Asn

Asp

Tyr
105

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Ty®
105

20

Tyr Tyxr Ala
60

Ser Lys Asn
75

Thr Ala Val
90

Trp Gly Gln

Gly Leu Val
10

Gly Phe Thr

Gly Lys Gly

Tyr Tyr 2ala
60

Ser Lys Asn
75

Thr Ala Val
a0

Trp Gly Gln

Asp

Thr

Tyr

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Asp

Thr

Tyr

Gly

Ser Val Lys

Leu Tyr Leu
80

Tyr Cys Ala
95

Thr Leu Val
110

Pro Gly Gly
15

Arg Ser His
30

Glu Trp Val

Ser val Lys

Leu Tyr Leu

Tyr Cys Ala

95

Thr Leu Val
110
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<400> 75

G1ln Val Gln
1

Ser Leu Arg

Leu Ser

35

Trp

Asn
50

Ser Ile

Lys
€65

Gly Arg

Leu Gln Met

Ala Arg Asp

vVal Thr Val

115
<210> 76
<211> 116

<212> PRT

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Phe

Asn

Thr

100

Ser

Val

Ser

vVal

Tyr

Thr

Ser

83

Tyr

Ser

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Leu

<213> Homo sapiens

<400> 76

Gln Val Gln
1

Ser Leu Arg

Trp Leu Ser
35

Ser Val Ile
50

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

His

Leu Val Glu Ser

5

Leu Ser Cys Ala

20

Trp Val Arg Gln

Thr Pro Tyr Gly

55

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Phe

Gly

Ala

Ala

40

Asp

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp
105

21

Gly

1Q

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Tyr

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Trp

Gly Gly Leu

10

Ser Gly Phe

25

Pro Gly Lys

Thr Tyr Tyr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

val

Thr

Gly

Ala
60

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Gln

Gln

Phe

Leu

45

Asp

Pro Gly

13

Gly

Arg Ser His

30

Glu Trp Vval

Asp Ser Val

Thr Leu Tyr

g0

Tyr Tyr Cys

95

Gly Thr Leu

110

Pro Gly Gly
15

Arg Ser His
30

Glu Trp Val

Ser val Lys
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Gly .Arg Phe
65

Gln Met Asn

Arg Asp Thr

Thr Val Ser
115

<210> 77

<211> 116

<212> PRT

Thr Ile Ser Arg Asp Asn
70

Ser Leu Arg Ala Glu Asp
85

Tyr Leu His Phe Asp Tyr
100 105

Ser

<213> Homo sapiens

<400> 77

Gln Val Gln
1

Ser Leu Arg

Trp Leu Ser
35

Ser val Ile
50

Gly Arg Phe
65

G1ln Met Asn

Arg Asp Thr

Thr Val Ser

115

<210> 78

<211> 110

<212> PRT

Leu Val Glu Ser Gly Gly
)

Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20 25

Trp Val Arg Gln Ala Pro
40

Thr Pro Tyr Gly Asp Thr
55

Thr Ile Ser Arg Asp Asn
70

Ser Leu Arg Ala Glu Asp
85

Tyr Leu His Phe Asp Tyr
100 105
Ser

<213> Homo sapiens

<400> 78

22

Ser Lys Asn Thr Leu

75

Thr Ala Val Tyr Tyr

90

Trp Gly Gln Gly Thr

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Ser

Thr

90

Trp

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Gly

Val

Thr

Gly

Ala

60

Asn

val

Gln

Gln

Phe

Leu

45

Asp

Thr

Tyr

Gly

110

Pro

Arg

30

Glu

Ser

Leu

Tyr

Thx
110

Tyx

Cys

95

Leu

Gly

13

Ser

Trp

Val

Tyr

Cys

95

Leu

Leu
80

Ala

Val

Giy

His

Val

Lys

Leu

80

Ala

Val
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Asp

Thr

His

Asp

Asn

65

Asp

Iyr

Ile

Ala

Trp

Asp

Ser

Glu

val

Glu

Arg

Tyr

35

Asn

Gly

Ala

Phe

<210> 79

<211> 113

<212> PRT

Leu

Ile

20

Gln

Asn

Asn

Asp

Gly
100

Thr Gln
5

Ser Cys

Gln Lys

Arg Pro

Thr Ala
70

Tyr Tyr
85

Gly Arg

<213> Homo sapiens

<400> 79
Asp Ile Ala

1

Ser

Asn

Met

Ser

65

Gin

Leu

Gln

Ile

Asp

Ile

50

Gly

Ala

Thr

Thr

val

35

Tyr

Ser

Glu

Ser

Leu

Ile

20

Ser

Asp

Lys

Asp

Tyr
100

Thr Gln

Ser Cys

Trp Tyr

Val Asn

Ser Gly

70

Glu Ala

85

Val Phe

Pro

ser

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Thr

Pro

Thr

Gln

Asn

35

Asn

Asp

Gly

Pro

Gly

Gly

40

Giy

Leu

Gly

Lys

Ala

Gly

Gln

40

Arg

Thx

Tyr

Gly

Ser

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Ser

Leu
105

Serx

Thr

25

His

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

23

val

10

Asn

Ala

Pro

Ile

Trp

90

Thr

Val

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys
90

Thr

Ser

Ile

Pro

Glu

Ser

75

Ala

Val

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Ser

Lys

val

Gly

Val

Arg

60

Gly

Gly

Leu

Gly

Asp

Lys

Val

60

Thr

Ser

Leu

Ala

Ser

Leu

45

Phe

Thr

Ser

Gly

Ser

Val

Ala

45

Ser

Ile

Tyr

Thr

Pro

Phe

30

Val

Ser

Gln

Ser

Gln
110

Pro

Gly

30

Pro

Asn

Ser

Gly

Val
110

Gly

Tyr

Ile

Gly

Ala

Gly
95

Gly

15

Asp

Lys

Arg

Gly

Glu
95

Leu

Gln

val

Tyr

Ser

Glu

80

Ser

Gln

Ile

Leu

Phe

Leu

80

Ser

Gly
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<210> 80
<211> 110

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 80

Asp Ile Glu
1

Thr Ala Arg

His Trp Tyr
35

Asp Asp Asn
50

Asn Ser Gly
65

Asp Glu Ala

Tyr Val Phe

<210> 81
<211> 113

<212> PRT

Leu

Ile

20

Gln

Asn

Asn

Asp

Gly
100

Thr

Ser

Gln

Arg

Thr

Tyr

85

Gly

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Gly

<213> Homo sapiens

<400> 81

Pro

Ser

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Thr

Asp Ile Ala Leu Thr Gln Pro

1

5

Ser Ile Thr Ile Ser Cys Thr

20

Asn Asp val Ser Trp Tyr Gln

33

Fro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Ala

Lys

Ala

Gly

Ser

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Ser

Leu
105

Ser

24

Vval

10

Asn

Ala

Pro

Ile

Trp

Thr

Ser

Ile

Fro

Glu

Ser

75

Thr

Val

Val

Gly

vVal

Arg

60

Gly

Gly

Leu

Val Ser Gly

10

Ala

Ser

Leu

45

FPhe

Thr

Val

Gly

Ser

Thr Ser Ser Asp Val

25

Gln His Pro Gly Lys

40

Pro

Phe

30

val

Ser

Gln

Glu

Gln
110

Fro

Gly
30

NO/EP2203478

Gly Gln
15

Tyr Val
Ile Tyr
Gly Ser
Ala Glu

80

Prc Asp
95

Gly Gln

Asp Ile

Ala Pro Lys Leu

45



Met Ile Tyr Asp Val Asn Asn
50 55

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Asn
65 70

Gln Ala Glu Asp Glu Ala Asp
85

Tyr Leu Ser Glu Val Phe Gly
100

Gln
<210> 82

<211> 113
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 82
Asp Ile Ala Leu Thr Gln Pro
1 5

Ser Ile Thr Ile Ser Cys Thr
20

Asn Asp Val Ser Trp Tyr Gln

Met Ile Tyr Asp Val Asn Asn
50 55

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Asn
65 70

Gln Ala Glu Asp Glu Ala Asp
85

Leu Thr Ser Tyr Val Phe Gly
100

Gln
<210> 83

<211> 113
<212> PRT

<213> Homo sapiens

Arg

Thr

Tyr

Gly

Ala

Gly

Gln

40

Arg

Thr

Tyr

Gly

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

Ser

Thr

25

His

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

25

Ser

Ser

Cys

a0

Thr

Val

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Thr

Gly

Leu

75

Gln

Lys

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Ser

Lys

val

Thr

Ser

Leu

Gly

Asp

Lys

val

Thr

Ser

Leu

Ser

Ile

Tyr

Thr

Ser

Val

Ala

45

Ser

Ile

Tyr

Thr

Asn

Ser

Ala

val
110

Pro

Gly

30

Pro

Asn

Ser

Gly

val
110

Arg

Gly

Gly

95

Leu

Gly

15

Asp

Lys

Arg

Gly

Glu

95

Leu

Phe

Leu

80

Ser

Gly

Gln

Ile

Leu

Phe

Leu

80

Ser

Gly
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<400> 83

Asp Ile
1

Ser Ile

Asn Asp

Met Ile

50

Ser Gly

65

Gln Ala

Leu Thr

Gln

ala

Thr

Val

35

Tyr

Ser

Glu

Ser

<210> 84

<211> 113

<212> PRT

Leu

Ile

20

Ser

Asp

Lys

Asp

Tyr
100

Thr

Ser

Trp

val

Ser

Glu

85

Val

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

70

Ala

Phe

<213> Homo sapiens

<400> 84

Asp Ile
1

Ser Ile

Ala

Thr

Asn Asp Val

Met Ile Tyr

50

35

Leu Thr Gln

5

Ile Ser Cys

20

Ser Trp Tyr

Asp Val Asn

Pro

Thr

Gln

Asn

55

Asn

Asp

Gly

Pro

Thr

Gln

Asn
55

Ala

Gly

Gln

40

Arg

Thr

Tyr

Gly

Ala

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Thr

25

His

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

Ser

Thr

25

His

Pro

26

Val

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

20

Thr

vVal

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Ser

Lys

Ser

Ser

Gly

Gly

Gly

Asp

Lys

vVal

&0

Thr

Ser

Leu

Gly

Asp

Lys

val
60

Ser

val

Ala

45

Ser

Ile

Tyr

Thr

Ser

Val

Ala

45

Ser

Pro

Gly

Pro

Asn

Ser

Gly

Val
110

Pro

Gly

30

Pro

Asn

Gly

Asp

Lys

Arg

Gly

Glu

95

Leu

Gly

15

Asp

Lys

Arg

Gln

Ile

Leu

Phe

Leu

80

Ser

Gly

Gln

Ile

Lau

Phe
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Ser

65

Gln

Leu

Gln

Gly Ser Lys Ser Gly Asn Thr Ala

70

Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr

85

Thr Ser Tyr Val Phe Gly Gly Gly

<210> 85

<211> 113

<212> PRT

100

<213> Homo sapiens

<400> 85
Asp Ile Ala

1

Ser

Asn

Met

Ser

65

Gln

Leu

Gln

Ile
Asp
Ile
50

Gly
Ala

Thr

Thr

Val

35

Tyr

Ser

Glu

Ser

<210> 86

<211> 113

<212> PRT

Leu

Ile

20

Ser

Asp

Lys

Asp

Tyr
100

Thr

Ser

Trp

val

Ser

Glu

85

Val

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

74

Ala

Phe

<213> Homo sapiens

<400> 86

Pro

Thr

Gln

Asn

55

Asn

Asp

Gly

Ala

Gly

Gln

40

Arg

Thr

Tyr

Gly

105

Ser

Thr

25

His

Pro

Ala

Tyr

Gly
1035

27

Ser Leu Thr Ile

75

Cys Ser Ser Tyr

90

Thr Lys Leu Thr

val

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Thr

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Ser

Lys

Gly

Asp

Lys

Val

60

Thr

Ser

Leu

Ser

Val

Ala

45

Ser

Ile

Tyr

Thr

Ser

Gly

Val
110

Fro

Gly

30

Pro

Asn

Ser

Gly

val
110

Gly Leu
80

Glu Ser
95

Leu Gly

Gly Gln
15

Agp Ile

Lys Leu

Arg Phe

Gly Leu
80

Glu Ser
95

Leu Gly
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Asp

Ser

Asn

Met

Ser

65

Gln

Gly

Gln

Ile

Ile

Asp

Ile

50

Gly

Ala

Leu

Ala

Thr

Val

35

Tyr

Ser

Glu

Ser

<210> 87

<211> 113

<212> PRT

Leu

Ile

20

Ser

Rsp

Lys

Asp

Glu
100

Thr

Ser

Trp

Val

ser

Glu

85

Val

Gln

Cys

Tyr

Asn

Giy

70

Ala

Phe

<213> Homo sapiens

<400> 87
Asp Ile 2la

1

Ser

Asn

Met

Ser

65

Gln

Ile

Asp

Ile

50

Gly

Ala

Thr

Val

35

Tyr

Ser

Glu

Leu

Ile

20

Ser

Asp

Lys

Asp

Thr

Ser

Trp

val

Ser

Glu

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

70

Ala

Pro

Thr

Gln

Asn

5%

Asn

Asp

Gly

Fro

Thr

Gln

Asn

55

Asn

Asp

Ala

Gly

Gln

40

Arg

Thr

Tyr

Gly

Ala

Gly

Gln

40

Arg

Thx

TIyr

Ser

Thr

25

His

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

Ser

Thr

25

His

Pro

Ala

Tyr

28

val

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

g

Thr

val

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Ser

Lys

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

15

Ser

Gly

Asp

Lys

Val

60

Thr

Thr

Leu

Gly

Asp

Lys

Val

60

Thr

Ser

Ser

val

Ala

45

Ser

Ile

Tyr

Thr

Ser

Val

Ala

45

Ser

Ile

Tyr

Pro

Gly

Pro

Asn

Ser

Asp

Val
110

Pro

Gly

30

Pro

Asn

Ser

Gly

Gly

15

Asp

Lys

Arg

Gly

Gly

95

Leu

Gly

15

Asp

Lys

Ary

Gly

Glu

Gln

Ile

Leu

Phe

Leu

80

Pro

Gly

Gln

Ile

Leu

Phe

Leu

80

Ser
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29
85 90 95

Leu Thr Ser Tyr Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly
100 105 110

Gln
<210> 88

<211> 113
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 88
Asp Ile Ala Leu Thr Gln Pro Ala Ser Val Ser Gly Ser Pro Gly Gln
1 5 10 15

Ser Ile Thr Ile Ser Cys Thr Gily Thr Ser Ser Asp Val Gly Asp Ile
20 25 30

Asn Asp Val Ser Trp Tyr Gln Gln His Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu
35 40 45

Met Ile Tyr Asp Val Asn Asn Arg Pro Ser Gly Val Ser Asn Arg Phe
50 55 60

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr Ile Ser Gly Leu
65 70 75 80

Gln Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ser Thr Tyr Asp Gly Pro
85 90 95

Gly Leu Ser Glu Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly
100 105 110

Gln
<210> 89

<211> 372
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 89
caggtgcaat tggtggaaag cggeggogge ctggtgcaac cgggcggeag ccotgegtcetg 60
agctygegegy ccteoggatt taccttttet tettatgtta tgaattgggt gegccaagec 120

cctggoaagg gtctcgagtg ggtgagcttt atctcetggtg attctageaa tacctattat 180



30

gcggatageg tgaaaggecyg ttttaccatt tecacgtgata attcgaaaaa caccctgtat

ctgraaatga acagcctgeog tgeggaagat acggeegtygt attattgege gegractttt

atgcatggtc atcttggtgg tggtetttet atggattttt ggggcoccaagg caccctggtyg

acggttaget

<210> 90

<211> 351

ca

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 90
caggtgcaat

agctgegegy
cctgggaagg
gcggatageg
ctgcaaatga

tatcttpatt

<210> 91

<211> 372

tggtggaaag
cctcecggatt
gtctcgagtg
tgaaaggccg
acagectgeg

ttgattattg

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 91
caggtgcaat

agctgcgcegg
cctgggaagyg
gcggatageg
ctgcaaatga
atgcatggtce

acggttaget

<210> 92

<211> 351

tggtggaaag
ccteeggatt
gtctegagtg
tgaaaggccg
acagcctgcg
atcttggtgg

ca

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 92

cggcggcgygce
tacctttegt
ggtgagcaat
ttttaccatt
tgcggaagat

gggccaaggc

€ggcggegge
taccttttet
ggtgagcecttt
ttttaccatt
tgcggaagat

tggtetttot

ctggtgcaac
tetcattgge
atcaattatg
tcacgtgata
acggccgtgt

accctggtga

ctggtgeaac
tettatgtta
atctctggtyg
tcacgtgata
acggccgtgt

atggattttt

cgggcggceag
tttettgggt
atggtagectce
attcgaaaaa
attattgege

cggttagetce

cgggcggeag
tgaattgggt
attctagcaa
attcgaaaaa

attattgege

ggggccaagg

cctgegtetyg
gegecaagee
tacctattat

caccctgtat

gcgtgatact®

a

cetgegtetyg
gcygccaagec
tacctattat
caccctgtat
gcgtactttt

cacectggty

240

300

360

372

60

120

180

240

300

351

60

120

180

240

300

360

372
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caggtgcaat
agctgegegyg

cctgggaagg

gcggatageg
ctgcaaatga

tatcttcatt

<210> 93

<211> 348

tggtggaaag
ccteeggatt

gtctcegagtg

tgaaaggccg
acagcetgeg

ttgattattg

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 93

caggtgcaat
agctgcgeyy
cctgggaagg
gattctgtta
caaatgaaca

cttcattttg

<210> 94

<211> 348

tggtggaaag
cctecggatt
gtctcgagtg
agggtcgttt
gcctgegtge

attattgggg

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 94
caggtgcaat

agctgegegy
cctgggaagy
gattctgtta
caaatgaaca

cttcattttg

<210> 95

<211> 348

tggtggaaag
ccteooggatt
gtcteogagtyg
agggtegttt
gectgegtge

attattgggg

<212> DNA

<213> Homo sapiens

cggeggegge
tacctttogt

ggtgagcaat

ttttaccatt
tgcggaagat

gggccaagge

cggeggcgge
tacctttegt
ggtgagegtt
taccatttca
ggaagatacg

ccaaggceace

cggcggeggce
tacctttegt
ggtgagegtt
taccatttea
ggaagatacy

ccaaggcacc

31

ctggtgcaac
tctecattgge

atcaattatg

tcacgtgata
acggcegtgt

accetggtga

ctggtgcaac
tectecattgge
actggtgtte
cgtgataatt
gecegtgtatt

ctggtgacyg

ctggtgcaac
tctcattgge
attggtaatt
cgtgataatt
gcegtgtatt

ctggtgacgyg

cgggcggcag
tttettggat

atggtagcte

attcgaaaaa
attattgcoge

cggttagcetce

cgggcggeay
tttcttgggt
atggtgatac
cgaaaaacac
attgegegeg

ttagctca

cgggcggeay
tttcttgggt
ggggtgatac
cgaaaaacac
attgcgegeg

ttagctcea

cctgegtetyg
gegecaages

tacctattat

caccctgtat
gcgtgatact

a

cctgegtety
gcgecaageo
ttattatget
cctgtatety

tgatacttat

cetgegtcty
gcgccaagec
ttattatget
cctygtatctyg

tgatacttat

60

120

180

240

300

351

60

120

180

240

300

348

60

120

180

240

300

348
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<400> 95

caggtgcaat
agctgegegy
cctgggaagyg
gattctgtta

caaatgaaca

cttcattttg
<210> 96

<211> 348

tggtggaaag
ccteeggatt
gtctcgagtg
agggtegttt

geetgegtoe

attattgggg

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 96
caggtgcaat

agctgegegy
cctgggaagg
gattctgtte
caaatgaaca

cttcattttg

<210> 97

<211> 351

tggtggaaag
ccteeggatt
gtctcgagtg
agggtcgttt
gectgegtge

attattgggg

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 97
caggtgcaat

agctgegegyg
cctgggaagy
geggatageqg
ctgcaaatga

tatcttcatt

<210> 98

<211> 348

tggtggaaag
cctecoggatt
gtctogagtyg
tgaaaggccg
acagcctgog

ttgattattg

cggeggegge
tacctttegt
ggtg;gcgtt
taccétttca

ggaagatacg

ccaaggeacce

¢ggcggcyggce
tacctttegt
ggtgagcgcet
taccatttca
ggaagatacg

ccaaggcacc

¢ggeggegge
tacctttegt
ggtgagcaat
ttttaccatt
tgcggaagat

gggccaaggce

32

ctggtgcaac
teteattgge
actactcatce
cgtgataatt

gccgtgtatt

ctggtgacgy

ctggtgcaac
tcteattgge
actaatecgtt
cgtgataatt
gccgtgtatt

ctggtgacygg

ctggtgcaac
tctcattgge
atcaattatg
tcacgtgata
acggeegtgt

accetggtga

cgggcggcag
tttettgggt
agggttatac
cgaaaaacac

attgcgegeg

ttagctca

cgggcggcag
tttocttgggt
atggttatac
cgaaaaacac
attgcgcgeg

ttagctca

cgggcggeay
tttcttgggt
atggtagete
attcgaaaaa
attattgege

cggttagctc

cctgegtetyg
gcgccaagee
ttattatgct
cctgtatctg

tgatacttat

cctgegtetyg
gcgecaagec
ttattatget
cctgtatetyg

tgatacttat

cetgegtety
gcgcecaagcc
tacctattat
caccctgtat
gcgtgatact

a

60

120

180

240

300

348

60

120

180

240

300

348

60

120

180

240

300

351
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<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 98
caggtgcaat

agctgogegy
cctgggaagqg
gattctgtta
caaatgaaca

cttcattttg

<210> 99

<211> 348

tggtggaaag
cctecggatt
gtectegagtyg
agggtcgttt
gcectgegtge

attattgggg

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 99
caggtgcaat

agctgegcgg
cctgggaagq
gattctgtta
caaatgaaca

cttecattttyg

<210> 100

<211> 330

tggtggaaag
cctecggatt
gtctegagtyg
agggtogttt
goctgogtyge

attattgggg

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 100

gatatcgaac
tcgtgtageg
caggegeeag
tttageggat
gacgaagegy

ggccgcacga

<210> 101

<211> 339

tgacccagcece
gcgataatat
ttcttgtgat
ccaacagegy
attattattg

agttaaccgt

Cggcggeggc
tacctttegt
ggtgagcgtt
taccatttca
ggaagatacg

ccaaggcacc

cggcggegge
tacctttegt
ggtgagcgtt
taccatttca
ggaagatacg

ccaaggcace

gcctteagty
tggttctttt
ttatgatgat
caacaccgeyg
cggttcttgg

tcttggecag

33

ctggtgcaac
teteattgge
attactectt
cgtgataatt
geegtgtatt

ctggtgacgg

ctggtgcaac
tctecattgge
attactcctt
cgtgataatt
gcegtgtatt

ctggtgacgg

agcgttgcecac
tatgttcatt
aataatcgtc
accctgaccea

gctggttott

cgggcggeay
tttottgggt
atggtgatac
cgaaaaacac
attgcgegeg

ttagctca

cgggcggcag
tttcttgggt
atggtgatac
cgaaaaacac
attgcgcgey

ttagctca

caggtcagac
ggtaccagca
cctcaggcat
ttagecggeac

ctggttctta

cctgegtetg
gcgecaagec
ttattatget
cctgtatetyg

tgatacttat

cetgegtety
gcgcecaagece
ttattatget
cetgtatetg

tgatacttat

cgegegtate
gaaacccyggg
cccggaacyge
tcaggcggaa

tgtgtttggce

60

120

180

240

300

348

60

120

180

240

300

348
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180

240
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<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 101

gatatcgcac tgacccagece

tcgtgtacgg
catcecggga
agcaaccgtt
caagcggaag

gtgtttggeg

gtactagcag
aggcgecgaa
ttagcggate
acgaagcgga

gcggeacgaa

<210> 102
<211> 330
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 102

gatatcgaac tgacccageo

tcgtgtageg
caggcgecag
tttageggat
gacgaagcgg

ggcggcacga

gcgataatat
ttettgtyat
ccaacagcegyg
attattattg

agttaaccgt

<210> 103
<211> 339
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 103

gatatecgeac tgacccaged

tcgtgtacgg
catcccggga
agcaacegtt
caagcggaag

gtgtttggcyg

<210> 104

gtactagcag
aggcgccgaa
ttagcggatce
acgaagcgga

geggcacgaa

agcttcagty
cgatgttgyt
acttatgatt
caaaagcggc
ttattattge

gttaaccgtt

gccttcagtg
tggttctttt
ttatgatgat
caacaccgceg
cgettettgg

tecttggccag

agcttcagtg
cgatgttggt
acttatgatt
caaaagcggc
ttattattge

gttaaccgtt

34

agcggetcac
gatattaatg
tatgatgtta
aacaccgcga
tcttettatg

cttggecag

agegttgeac
tatgttcatt
aataatcgtc
accctgacca

actggtgttyg

agcggetcac
gatattaatg
tatgatgtta
aacaccgega
cagtcttatg

cttggecag

caggtcagay
atgtgtettyg
ataatcgtcc
gcctgaccat

gtgagtctet

caggtcagac
ggtaccagca
cctcaggeat
ttagcggeac

agcctgatta

caggtcagag
atgtgtcttg
ataatcgtcc
gectgaccat

ctggttctta

cattaccatc
gtaccagcay
ctcaggegtyg
tagcggectyg

tacttecttat

cgegegtate
gaaacccggg
cecggaacge

tcaggecggaa

tgtgtttgge

cattaccatc
gtaccagcag
ctcaggegtyg
tageggocty

tetttotgag

60

120

180

240

300

339

60

1290

180

240

300

330

60

120

180

240

300

339
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<211> 339

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 104

gatatcgcac
tcgtgtacgg
catccoggga
agcaaccgtt
caagcggaag

gtgtttggeg

<210> 105

<211> 339

tgacccagec
gtactagcag
aggcgoogaa
ttagcggatc
acgaagcgga

geggcacgaa

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 105

gatatcgceac

tcgtgtacgg
catcocggga
agcaaccgtt
caagcecggaag
gtgtttggeg
<210> 106

<211> 339

tgacccagcec

gtactagcag
aggcgecgaa
ttagcggatce
acgaagcgga

gcggeacgaa

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 106

agcttcagtyg
cgatgttggt
acttatgatt
Caaaagcgge
ttattattgc

gttaaccgtt

agcttcagtg

cgatgttggt
acttatgatt
caaaagcggc
ttattattgc

gttaaccgtt

35

agcggctcac
gatattaatg
tatgatgtta
aacaccgega
tcttettatg

cttggecag

agcggctcac

gatattaatg
tatgatgtta
aacaccgcga
tcttettatg

cttggecag

caggtcagag
atgtgtcttg
ataatcgtcec
gectgaceat

gtgagtctet

caggtcagag

atgtgtcttg
ataatcgtcc
geectgaccat

gtgagtctcet

cattaccatc
gtaccagecag
ctcaggegtg
tagceggeetyg

tacttcttat

cattaccatc

gtaccagcag
ctcaggegtyg
tagcggectyg

tacttcttat

60

120

180

240

300

339

60

120

180

240

300

339
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gatatcgcac
tcgtgtacyg
catcccggga
agcaaccegtt
caagcggaay

gtgtttggeg

<210> 107

<211> 339

tgacccagec
gtactagcag
aggcgccgaa
ttagcggatc
acgaagcgga

gcggcacgaa

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 107

gatatcgecac
tecgtgtacgg
catcccggga
agcaaccgtt
caagcggaag

gtgtttggcy

<210> 108

<211> 339

tgacccagec
gtactagcag
aggcgccgaa
ttagcggatc
acgaagcgga

gcggcacgaa

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 108

gatatcgeac
togtgtacgg

catcccggga

agcaaccgtt
caagcggaag
gtgtttggcy
<210> 109

<211> 339

tgacccagcece
gtactagcag

aggcgecegaa

ttageggate
acgaagcgga

geggeacgaa

<212> DNA

<213> Homo sapiens

agcttcagtg
cgatgttggt
acttatgatt
caaaagcggc
ttattattgce

gttaaccgtt

agcttcagtg
cgatgttggt
acttatgatt
caaaagcgygc
ttattattge

gttaaccgtt

agcttcagtg
cgatgttyggt

acttatgatt

caaaagcggc
ttattattgc

gttaaccgtt

36

agcggctcac
gatattaatg
tatgatgtta
aacaccgcga
tettettatg

cttggecag

agcggcetcac
gatattaatg
tatgatgtta
aacaccgcga
tcttettatg

cttggeccag

agecggctcac
gatattaatyg

tatgatgtta

dacaccgcga
tctacttatg

cttggecag

caggtcagayg
atgtgtottyg
ataatcgtec
gcctgaccat

gtgagtctct

caggtcagag
atgtgtcttg
ataatcgtce
gcctgaccat

gtgagtctet

caggtcagag
atgtgtcttg

ataatcgtcc

gcctgaceat

atggtcctgg

cattaccatc
gtaccagcag
ctcaggegtyg
tageggectyg

tacttcttat

cattaccate
gtaccagcag
ctcaggegtg
tagcggectyg

tacttcttat

cattaccatc
gtaccageag

ctcaggegtg

tageggectyg

tetttetgag

60

120

180

2490

300

339

60

120

180

240

300

339

60

120

180

240

300

339
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<400> 109

gatatcgcac
tegtgtacgg
catcccggga
agcaaccgtt
caagcggaag
gtgtttggcg

<210> 110

<211> 339

tgacccagec
gtactagcayg
aggegeogaa
ttageggate
acgaagcgga

goggeacgaa

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 110

gatatcgcac
tcgtgtacygyg
catcccggga
agcaacogtt
caagcggaag

gtgtttggeg
<210> 111

<211> 469

<212> PRT

tgacccagec
gtactagcag
aggegecgaa
ttageggate
acgaagcgga

gcggcacgaa

<213> Homo sapiens

<400> 111

agctteagtyg
cgatgttggt
acttatgatt
caaaagcgyge
ttattattygce

gttaaccgtt

agcttcagtg
cgatgttggt
acttatgatt
caaaagcggc
ttattattge

gttaaccgtt

37

agcggcteac
gatattaatg
tatgatgtta
aacaccgcyga
tcttettatg

cttggecag

agcggctcac
gatattaatg
tatgatgtta
aacaccgega
tetacttatg

cttggecay

caggtcagag
atgtgtcttg
ataategtce
gcctgaccat

gtgagtctct

caggtcagag
atgtgtcttyg
ataatcgtcc
gcctgaccat

atggtectygg

cattaccate
gtaccagcag
cteaggegtyg
tageggcctyg

tacttcttat

cattaccatc
gtaccagcag
ctcaggegtg
tageggectyg

tctttectgag

Met Ala Trp val Trp Thr Leu Pro Phe Leu Met Ala Ala Ala Gln Ser

1

5

10

15

Val Gln Ala Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln

20

25

30

Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe

60

120

180

240

300

3338

60

120

180

240

300

339
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Ser

Glu

65

Asp

Thr

Tyr

Ser

Ser

145

Thr

Pro

val

Ser

Thr

225

Val

Val

Leu

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

Met

130

Thr

Ser

Glu

His

Ser

210

Cys

Glu

Ala

Met

35

Tyr

val

val

Tyr

Cys

115

Asp

Lys

Glu

Pro

Thr

195

Val

AsSn

Arg

Gly

Ile
275

Val

Ser

Lys

Leu

100

Ala

Phe

Gly

Ser

Val

180

Phe

val

val

Lys

Preo

260

Ser

Met

Phe

Arg

Trp

Pro

Thr

165

Thr

Pro

Thr

AsSp

Cys

245

Ser

Arg

Asn

Ile

70

Arg

Met

Thr

Gly

Ser

150

Ala

Val

Ala

val

His

230

Cys

val

Thr

Trp

Ser

Phe

Asn

Phe

Gln

135

val

Ala

Ser

Val

Pro

215

Lys

Val

Phe

FPro

40

Val

Gly

Thr

Ser

Met

120

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

200

Ser

Pro

Glu

Leu

Glu
280

Arg
Asp
Ile
Leu
105
His
Thr
Pro
Gly
Asn
185
Gln
Ser
Ser
Cys
Phe
265

val

Gln

Ser

Ser

Arg

Gly

Leu

Leu

Cys

170

Ser

Ser

Asn

Asn

Pro
250

Pro

Thr

38

Ala

Ser

75

Arg

Ala

His

Val

Ala

155

Len

Gly

Ser

Phe

Thr

235

Pro

Pro

Cys

Pro

60

Asn

Asp

Glu

Leu

Thr

140

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

220

Lys

Cys

Lys

Val

45

Gly

Thr

Asn

Asp

Gly

125

Val

Cys

Lys

Leu

Leu

205

Thr

val

Pro

Pro

val
285

Lys

Tyr

Ser

Thr

110

Gly

Ser

Ser

Asp

Thx

190

Tyr

Gln

Asp

Ala

Lys

270

Val

Gly

Tyr

Lys

25

Ala

Gly

Ser

Arg

Tyr

175

Ser

Ser

Thr

Lys

Pro

255

Asp

AsSp

Leu

Ala

80

Asn

Val

Leu

Ala

Ser

160

Phe

Gly

Leu

Tyr

Thr

240

Pro

Thr

val
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Ser

Glu

305

Thr

Asn

Pro

Gln

Val

385

val

Pro

Thr

val

Leu
465

His

280

Val

Phe

Gly

Ile

Val

370

Ser

Glu

Pro

vVal

Met

450

Ser

Glu

His

Arg

Lys

Glu

355

Iyr

Leu

Trp

Met

Asp

435

His

Pro

<210> 112

<211> 462

<212> PRT

Asp

Asn

Val

Glu

340

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

420

Lys

Glu

Gly

Pro

Ala

Val

325

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser
405

Asp S

Ser

Ala

Lys

Glu

Lys

310

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

3920

Asn

Arg

Leu

<213> Homo sapiens

<400> 112
Met Ala Trp Val Trp Thr Leu Pro Phe Leu Met Ala Ala Ala Gln Ser

1

5

val Gln
295

Thr Lys

Val Leu

Cys Lys

Ser Lys
360

Pro Ser
375

val Lys
Gly Gln
Asp Gly
Trp Gln

449

His Asn
455

Phe
Pro
Thr
val
345
Thr
Arg
Gly
Pro
Ser
425

Gln

His

39

Asn

Arg

Val

330

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

410

Phe

Gly

Tyr

i0

Trp

Glu

315

val

Asn

Gly

Glu

Tyr

395

Asn

Phe

Asn

Thr

Tyr

300

Glu

His

Lys

Gln

Met

380

Fro

Asn

Leu

Val

Gln
460

Val

Gln

Gln

Gly

Pro

365

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

445

Lys

Asp

Phe

AsSp

Leu

350

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

430

Ser

Ser

Gly

Asn

Trp

335

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

415

Lys

Cys

Leu

15

Val

Ser

320

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

400

Thr

Leu

Ser

Ser
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val

Pro

Arg

Glu

Asp

Thr

Tyr

Fhe

145

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

225

Glu

Leu

Gln

Gly

Ser

Leu

Tyr

Thr

130

Gly

Asn

Gln

Ser

210

Ser

Cys

Phe

Ala

Gly

His

val

Val

Tyr

Cys

115

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

195

Asn

Asn

Pro

Pro

Gln

20

Ser

Trp

Ser

Lys

Leu

100

Ala

Val

Ala

Leu

Gly

180

Ser

Pha

Thr

Pro

Pro

vVal

Leu

Leu

Asn

Gly

Gln

Arg

Thr

Pro

vVal

165

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

245

Lys

Gln

Arg

Ser

Ile

70

Arg

Met

Asp

Cys

15¢C

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

230

Pro

Pro

Leu

Leu

Tre

Asn

Phe

Asn

Thr

Ser

135

Sex

Asp

Thr

Tvr

Gln

215

Asp

Ala

Lys

val

Ser

Vai

Tyr

Thr

Ser

Tyr

120

Ser

Arg

Tyr

Ser

Ser

200

Thr

Lys

Pro

Asp

Glu

25

Cys

Arg

Asp

Ile

Leu

105

Leu

Ala S

Ser

Phe

Gly

185

Leu

Tyr

Thr

Pro

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

His

Thr

Pro

170

Val

Ser

Thr

Val

Val

250

Leu

40

Gly
Ala
Ala
Ser
75

Arg
Ala
Phe
Thr
Ser
155
Glu
His
Ser
Cys
Glu
235

Ala

Met

Gly

Ser

Pro

60

Ser

Asp

Glu

Asp

Lys

140

Glu

Pro

Thr

Val

Asn

22Q

Arg

Gly

Ile

Gly

Gly

43

Gly

Thr

Asn

Asp

Tyr

125

Gly

Ser

val

Phe

val

205

val

Lys

Pro

Ser

Leu

30

Phe

Lys

Tyr

Ser

Thr

110

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

190

Thr

Asp

Cys

Ser

Arg

Val

Thr

Gly

Tyr

Lys

95

Ala

Gly

Ser

Ala

val

175

Ala

Val

Cys

Val
255

Thr

Gln

Phe

Leu

Ala

Asn

Val

Gln

Val

Ala

160

Ser

val

Pro

Lys

Val

240

Phe

Pro
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Glu

Gln

Lys

305

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

385

Gln

Gly

Gln

Asn

Val

Phe

290

Pro

Thr

val

Thr

Arg

370

Gly

Pro

Ser

Gln

His
450

Thr

275

Asn

Arg

val

Ser

Lys

355

Giu

Phe

Glu

Phe

Gly

435

Tyr

<210> 113

<211> 469

<212> PRT

260

Cys

Trp

Glu

Val

Asn

3490

Gly

Glu

Tyr

aAsn

Phe

420

Asn

Thr

val

Tyr

Glu

His

325

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

405

Leu

Val

Gln

<213> Homo sapiens

<400> 113

Met Ala Trp Val Trp Thr Leu Pro Phe Leu Met Ala Ala Ala Gln Ser
10

1

5

val

val

Gln

310

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

320

Tyr

Tyr

Fhe

Lys

val

Asp

295

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

375

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
455

Asp

280

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

360

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

440

Leu

265

val

val

Ser

Leu

Ala

345

Pro

Glin

Ala

Thr

Leu

425

Ser

Ser

41

Ser

Glu

Thr

Asn

330

Pro

Gln

val

Vval

Pro

410

Thr

Val

Leu

His

Val

Fhe

315

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

395

Pro

Val

Met

Ser

Glu

His

300

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

380

Trp

Met

Asp

His

Pro
460

Asp

285

Asn

val

Glu

Lys

Thr

365

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

445

Gly

270

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

350

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

430

Ala

Lys

Glu

Lys

Ser

Lys

335

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

415

Arg

Leu

15

val

Thr

Val

320

Cys

Ser

Pro

vVal

Gly

400

Asp

Trp

His
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Val

Pro

Ser

Glu

65

Asp

Thr

Iyr

Ser

Ser

145

Thr

Pro

VvVal

Ser

Thr

225

Val

Gln

Gly

Ser

50

Trp

Ser

Leu

Tyr

Met

130

Thr

Ser

Glu

His

Ser

210

Cys

Glu

Ala

Gly

35

Tyr

val

Vval

Tyr

Cys

115

Asp

Lys

Glu

Pro

Thr

195

val

Asn

Arg

Gln

Ser

Val

Ser

Lys

Leu

100

Ala

Phe

Gly

Ser

Val

180

Phe

val

Val

Lys

Val

Leu

Met

Phe

Gly

85

Gln

Arg

Trp

Pro

Thr

165

Thr

Pro

Thr

Asp

Cys
245

Gln Leu

Arg Leu

Asn Trp
55

Ile Ser
70

Arg Phe

Met Asn

Thr Phe

Gly Gln
135

Ser val
150

Ala Ala

Val Ser

Ala Val

Val Pro
215

His Lys
230

Cys Val

Val

Ser

40

Val

Gly

Thr

Ser

Met

120

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

200

Ser

Pro

Glu

Glu

25

Cys

Arg

Asp

Ile

Leu

105

His

Thr

Pro

Gly

Asn

185

Gln

Ser

Ser

Cys

42
Ser Gly

Ala

Gln

Ser

Ser

20

Arg

Gly

Leu

Leu

Cys

170

Ser

Ser

Asn

Asn

Pre
250

Ala

Ala

Ser

75

Arg

Ala

His

Val

Ala

155

Leu

Gly

Ser

Phe

Thr

233

Pro

Gly

Ser

Pro

60

Asn

Asp

Glu

Leu

Thr

140

Pro

vVal

Ala

Gly

Gly

220

Lys

Cys

Gly

Gly

45

Gly

Thr

Asn

Asp

Gly

123

Val

Cys

Lys

Leu

Leu

205

Thr

Val

Pro

Leu

30

Phe

Lys

Tyr

Ser

Thr

110

Gly

Ser

Ser

Asp

Thr

130

Tyr

Gln

Asp

Ala

Val

Thr

Gly

Tyr

Lys

93

Ala

Gly

Ser

Arg

Tyr

175

Ser

Ser

Thr

Lys

Pro
255

Gln

Phe

Leu

Ala

80

Asn

val

Leu

Ala

Ser

160

Phe

Gly

Leu

Tyr

Thr

240

Pro
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Val

Leu

Ser

Glu

308

Thr

Asn

Pro

Gln

Val

385

Val

Fro

Thr

val

Leu
465

Ala

Met

His

230

val

Phe

Gly

Ile

val

370

Ser

Glu

Pro

Val

Met

450

Ser

Gly Pro
260

Ile Ser
275

Glu Asp

His Asn

Arg Val

Lys Glu
340
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Trp

Asn

Thr

Ser

Tyr

Ser

135

Gly

Tyr

Ser

Leu

Ile
215

Leu

Val

Ser

Val

Arg

Ile

Leu
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Ala
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Ala
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Tyr
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Gly
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Val
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Ser

Thr

Pro

Val

205

His

Pro

Leu

30

Phe

Lys

Tyr

Lys

Ala

110

Gly

Ser

vVal

Leu

Ala

120

Thr

Pro

Arg

15

val

Thr
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Trp
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Ser Thr Lys
225

Pro Cys Pro

Ser Val Phe

Leu Ser Pro
275

Pro Asp Val
290

Ala Gln Thr
305

val Ser Ala

Phe Lys Cys

Thr Ile Ser
355

Leu Pro Pro
370

Cys Met val
385

Asn Asn Gly

Asp Ser Asp

Lys Asn Trp
435

Gly Leu His
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Lys
465
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val

Pro
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260

Ile
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Trp
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Trp
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<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 119
Met Ala Trp Val Trp

1

vVal
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Arg

Glu

65

Asp

Thr

Tyr

Gly

Fhe

145

Leu

Trp

Leu

Gln

Gly

Ser

50

Trp

Ser

Leu

Tyr

Thr

130

Pro

Gly

Asn

Gln

Ala

Gly

35

His

Val

Val

Tyr

Cys

115

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser
195

Gln
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Ser

Trp

Ser

Lys

Leu
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Ala

Val

Ala

Leu

Gly
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Ser

5

val
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Leu

Asn

Gly
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Gln

Arg
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Pro

val

165

Ala
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Gln

Arg

Ser

Ile

70

Arg

Met
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Val

Cys
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Lys

Leu

Leu
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Trp

Asn

Phe
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Ser
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Thr

Tyr
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Pro Phe Leu

Val
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Val

Tyr
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Arg

Tyr

Ser
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Cys

Arg

Asp

Ile

Leu

105

Leu

Ala

Ser

Phe

Gly
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Ser

155

Glu

His

Ser

Ala

Gly

Ser

Fro

60

Ser

Asp

Glu

Asp

Lys

140

Glu

Pro
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Trp
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<213> Homo sapiens

<400> 120
Met Ala Trp
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<213> Homo sapiens
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<211> 130
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<213> Homo sapiens
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Ala

65

Ser

Ile

Tyr

Thr

Pro

145

Ile

Ser

Ser

Gln

Ser
225

Thr

Pro

Gly

50

Pro

Asn

Ser

Gly

val

130

Ser

Ser

Ser

Asn

Trp

210

Thr

Arg

Gly

Bsp

Lys

Brg

Gly

Glu

115

Leu

Ser

Asp

Pro

Asn

195

Lys

Val

<210> 124

<211> 234

<212> PRT

Cys

20

Gin

Ile

Leu

Phe

Leu

100

Ser

Gly

Glu

Phe

Val

180

Lys

Ser

Glu

Asp

Ser

Asn

Met

Ser

85

Gln

Leu

Gln

Glu

Tyr

165

Lys

Tyr

His

Lys

Ile Ala

Tle Thr

Asp Val
55

Ile Tyr
70

Gly Ser

Ala Glu

Thr Ser

Pro Lys
135

Leu Gln
150

Pro Gly

Ala Gly

Ala Ala

Arg Ser

215

Thr val
230

<213> Homo sapiens

<400> 124

Leu

Ile

40

Ser

Asp

Lys

Asp

Tyr

120

Ala

Ala

Ala

Val

Ser

200

Tyr

Ala

Thr

25

Ser

Trp

vVal

Ser

Glu

105

Val

Ala

Asn

val

Glu

185

Ser

Ser

Pro

61

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

90

Ala

Phe

Pro

Lys

Thr

170

Thr

Iyr

Cys

Thr

Pra

Thr

Gln

Asn

75

Asn

Asp

Gly

Ser

Ala

155

Val

Thr

Leu

Gln

Glu
235

Ala

Gly

Gln

60

Arg

Thr

TIyr

Gly

Val

140

Thr

Ala

Thr

Ser

Val

220

Cys

Ser

Thr

45

His

Pro

Ala

Tyr

Gly

125

Thr

Leu

Trp

Pro

Leu

205

Thr

Ser

Val

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

110

Thr

Leu

Val

Lys

Ser

130

Thr

His

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

95

Ser

Lys

Phe

Cvs

2la

175

Lys

Pro

Glu

Gly

Asp

Lys

Val

80

Thr

Ser

Leu

Pro

Leu

160

Asp

Gln

Glu

Gly
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Met

Gly

Ala

Ser

Leu

65

Phe

Thr

Val

Gly

Glu

145

Phe

Val

Lys

Ser

Glu
225

Ser

Thr

Pro

Phe

50

val

Ser

Gln

Glu

Gln

130

Glu

Iyr

Lys

Tyr

His

210

Lys

val

Arg

Gly

35

Tyr

Ile

Gly

Ala

Pro

115

Pro

Leu

Pro

Ala

Ala

195

Arg

Thr

<210> 125

<211> 237

<212> PRT

Leu

Cys

20

Gln

val

Tyr

Ser

Glu

100

Asp

Lys

Gln

Gly

Gly

180

Ala

Ser

Val

Thr

Asp

Thr

His

Asp

Asn

85

Asp

Tyr

Ala

Ala

Ala

165

Val

Ser

Tyr

Ala

Gln

Ile

Ala

Trp

Asp

70

Ser

Glu

vVal

Ala

Asn

130

val

Glu

Ser

Ser

Pro
230

<213> Homo sapiens

<400> 125

val Leu

Glu Leu

Arg Ile
40

Tyr Gln
55

Asn Asn

Gly Asn

Ala Asp

Phe Gly
120

Pro Ser
135

Lys Ala

Thr val

Thr Thr

Tyr Leu
200

Cys Gln
215

Thr Glu

62

Ala Leu Leu

10

Thr Gln
25

Ser Cys

Gln Lys

Arg Pro

Thr Ala

90"

Tyxr Tyr
105

Gly Gly

Val Thr

Thr Leu

Ala Trp

170

Thr Pro

185

Ser Leu

Val Thr

Cys Ser

Pro

Ser

Pro

Ser

75

Thr

Cys

Thr

Leu

Val

155

Lys

Ser

Thr

His

Leu

Pro

Gly

Gly

Gly

Leu

Ala

Lys

Phe

140

Cys

Ala

Lys

Pro

Glu
220

Leu

Ser

Asp

45

Gln

Ile

Thr

Ser

Leu

125

Pro

Leu

Asp

Gln

Glu

205

Gly

Trp

Val

30

Asn

Ala

Pro

Ile

Trp

110

Thr

Pro

Ile

Ser

Ser

130

Gln

Ser

Leu

15

Ser

Ile

Pro

Glu

Ser

25

Thr

Val

Ser

Ser

Ser

175

Asn

Trp

Thr

Thr

val

Gly

val

Arg

80

Gly

Gly

Leu

Ser

Asp

160

Pro

Asn

Lys

Val
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63

Met Ser Val Leu Thr Gln Val Leu Ala Leu Leu Leu Leu

Gly Thr Arg Cys Asp Ile Ala Leu Thr Glo Pro &la Ser
20 : 25

Ser Pro Gly Gln Ser Ile Thr Ile Ser Cys Thr Gly Thr
35 40 45

val Gly Asp Ile Asn Asp Val Ser Trp Tyr Gln Gln His

Ala Pro Lys Leu Met Ile Tyr Asp Val Asn Asn Arg Pro
65 70 75

Ser Asn Arg Phe Ser Gly Ser Lys Ser Gly Asn Thr Ala
85 S0

Ile Ser Gly Leu Gln Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr
100 105

Tyr Ala Gly Ser Tyr Leu Ser Glu Val Phe Gily Gly Gly
115 120 125

Thr Val Leu Gly Gln Pro Lys &la Ala Pro Ser Val Thr
130 135 140

Pro Ser Ser Glu Glu Leu Gln Ala Asn Lys Ala Thr Leu
145 150 155

Iie Ser Asp Phe Tyr Pro Gly Ala Val Thr Val Ala Trp
165 170

Ser Ser Pro Val Lys Ala Gly val Glu Thr Thr Thr Pro
180 185

Ser Asn Asn Lys Tyr Ala Ala Ser Ser Tyr Leu Ser Leu
195 200 205

Gln Trp Lys Ser His Arg Ser Tyr Ser Cys Gln Val Thr

210 215 220

Ser Thr Val Glu Lys Thr Val Ala Pro Thr Glu Cys Ser
225 230 235

<210> 126
<211> 237

<212> PRT

Irp

Val

30

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

110

Thr

Leu

Val

Lys

Ser

120

Thr

His

Leu

15

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

95

Gln

Lys

Fhe

Cys

Ala

175

Lys

Pro

Glu

Thr

Gly

Asp

Lys

Val

80

Thr

Ser

Leu

Pro

Leu

160

Asp

Gln

Glu

Gly
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<213> Homo sapiens

<400> 126
Met Ser Val

1

Gly

Ser

Val

Ala

65

Ser

Ile

Tyr

Thx

Pro

145

Ile

Ser

Ser

Gln

Ser
225

Thr

Pro

Gly

Pro

Asn

Ser

Gly

Val

130

Ser

Ser

Ser

Asn

Trp
210

Thr

Arg

Gly

35

Asp

Lys

Arg

Gly

Glu

115

Leu

Ser

Asp

Pro

Asn
195

Lys

val

<210> 127

<211> 237

Leu

Cys

20

Gln

Ile

Leu

Phe

Leu

100

Gly

Glu

Phe

val
180

Lys

Ser

Glu

Thr

Asp

Ser

Asn

Met

Ser

85

Gln

Leu

Gln

Glu

Tyr

165

Lys

Tyr

His

Lys

Gln

Ile

Iie

Asp

Ile

70

Gly

Ala

Thr

Pro

Leu

150

Pro

Ala

Ala

Arg

Thy
230

val

Ala

Thr

val

55

Tyr

Ser

Glu

Lys

135

Gln

Gly

Gly

Ala

Ser
215

val

Leu

Leu

Ile

40

Ser

Asp

Lys

Asp

Tyr

120

Ala

Ala

Ala

Val

Ser
200

Tyr

Ala

Ala

Thr

25

Ser

Trp

Val

Ser

Glu

108

Val

Ala

Asn

Val

Glu
185

Ser

Ser

Pro

64

Leu

Gln

Cys

Tyx

Asn

Gly

920

Ala

Phe

Pro

Lys

Thr

170

Thr

Tyr

Cys

Thr

Leu

Pro

Thr

Gln

Asn

75

Asn

Asp

Gly

Ser

Ala

155

Val

Thr

Leu

Gln

Glu
235

Leu

Ala

Gly

Gln

60

Arg

Thr

Tyx

Gly

Val

140

Thr

Ala

Thr

Ser

val
220

Cys

Leu

Ser

Thr

45

His

Pro

Ala

Tyr

Gly

125

Thr

Leu

Trp

Pro

Leu
205

Thr

Ser

Trp
Val
30

Ser
Pro
Ser
Ser
Cys
110
Thr
Leu
Val

Lys

Ser
190

Thr

His

Leu

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

95

Ser

Lys

Phe

Cys

Ala

175

Lys

Pro

Glu

Thr

Gly

Asp

Lys

Val

80

Thr

Ser

Leu

Pro

Leu

160

Asp

Gln

Glu

Gly
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<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 127
Met Ser Val

1

Gly

Ser

Val

Ala

65

Ser

Ile

Tyr

Thr

Pro

145

Ile

Ser

Ser

Gln

Ser
225

Thr

Pro

Gly

50

Pro

Asn

Ser

Gly

Val

130

Ser

Ser

Ser

Asn

Trp

210

Thr

Arg

Gly

35

Asp

Lys

Arg

Gly

Glu

115

Leu

Ser

Asp

Pro

Asn

185

Lys

Val

Leu

Cys

20

Gln

Ile

Leu

Phe

Leu

100

Ser

Gly

Glu

Phe

val

180

Lys

Ser

Glu

Thr

Asp

Ser

Asn

Met

Ser

85

Gln

Leu

Gln

Glu

Tyr

165

Lys

Tyr

His

Lys

Gln

Ile

Ile

Asp

Ile

70

Gly

Ala

Thr

Pro

Leu

150

Pro

Ala

Ala

Arg

Thr
230

Val

Ala

Thx

Val

55

Tyr

Ser

Glu

Ser

Lys

135

Gln

Gly

Gly

Ala

Ser

215

val

Leu

Leu

Ile

Ser

Asp

Lys

Asp

Tyx

120

Ala

Ala

Ala

Val

Ser

200

Iyr

Ala

Ala

Thr

25

Ser

Trp

val

Ser

Glu

105

Val

Ala

Asn

Val

Glu

185

Ser

Ser

Pro

65

Leu

10

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

Ala

Phe

Pro

Lys

Thr

170

Thr

Tyr

Cys

Thr

Leu

Pro

Thr

Gln

Asn

75

Asn

Asp

Gly

Ser

Ala

155

val

Thr

Leu

Gln

Giu
235

Leu

Ala

Giy

Gln

60

Arg

Thr

Tyr

Gly

Val

140

Thrx

Ala

Thr

Ser

Val

220

Cys

Leu

Ser

Thr

45

His

Bro

Ala

Tyr

Gly

125

Thr

Leu

Irp

Pro

Leu

205

Thr

Ser

Trp

val

30

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

110

Thr

Leu

Vval

Lys

Ser

190

Thr

His

Leu

15

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

Ser

Lys

Phe

Cys

Ala

175

Lys

Pro

Glu

Thr

Gly

Asp

Lys

Val

80

Thr

Ser

Leu

Pro

Leu

160

Asp

Gln

Glu

Gly
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<210> 128

<211> 237

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 128
Met Ser Val

1

Gly

Ser

val

Ala

65

Ser

Ile

Tyr

Thr

Thr

Fro

Gly

50

Pro

Asn

Ser

Gly

Val
130

Arg

Gly

35

Asp

Lys

Arg

Gly

Glu

113

Leu

Leu

Cys

20

Gln

Ile

Leu

Phe

Leu

100

Ser

Gly

Thr

Asp

Ser

AsSn

Met

Ser

85

Gln

Leu

Gln

Gin

Iie

ile

Asp

Ile

70

Gly

Ala

Thr

Pro

Val

Ala

Thr

Val

55

Tyr

Ser

Glu

Ser

Lys
135

Leu

Leu

Ile

40

Ser

Asp

Lys

Asp

Tyr

120

Ala

Ala

Thr

25

Ser

Trp

Val

Ser

Glu

105

Val

Ala

66

Leu

10

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

20

Ala

Phe

Pro

Leu

Pro

Thr

Gln

Asgn

73

Asn

Asp

Gly

Ser

Leu

Ala

Gly

Gln

60

Arg

Thr

Iyr

Gly

Val
140

Leu

Ser

Thr

45

His

Pro

Ala

Tyr

Gly

125

Thr

Trp

Val

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

110

Thr

Leu

Leu

15

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

95

Ser

Lys

Phe

Thr

Gly

Asp

Lys

val

80

Thr

Ser

Leu

Pro
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Pro

145

Ile

Ser

Ser

Gln

Ser
225

Ser

Ser

Ser

Asn

Trp
210

Thr

Ser

Asp

Pro

Asn

185

Lys

Val

<210> 129

<211> 237

<212> PRT

Glu

Phe

Val

180

Lys

Ser

Glu

Glu

Tyr

165

Lys

Tyr

His

Lys

Leu

150

Pro

Ala

Ala

Arg

Thr
230

<213> Homo sapiens

<400> 129
Met Ser Val

1

Gly

Ser

val

Ala

65

Ser

Ile

Tyr

Thr

Pro

Gly

50

Pro

Asn

Ser

Gly

Arg

Gly

35

Asp

Lys

Arg

Gly

Glu

Leu

Cys

20

Gln

Ile

Leu

Phe

Leu

100

Ser

Thr

Asp

Ser

Asn

Met

Ser

85

Gln

Leu

Gln

Ile

Ile

Asp

Ile

70

Gly

Ala

Thr

Gln

Gly

Gly

Ala

Ser

215

vVal

Val

Ala

Thr

Val

55

Tyr

Ser

Glu

Ser

Ala

Ala

Val

Ser

200

Tyr

Ala

Leu

Leu

Ile

40

Ser

Asp

Lys

Asp

Tyr

Asn

val

Glu

185

Ser

Ser

Pro

Ala

Thr

25

Ser

Trp

Val

Ser

Glu

105

Val

67

Lys

Thr

170

Thr

Tyr

Cys

Thr

Leu

10

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

20

Ala

Phe

Ala

155

val

Thr

Leu

Gln

Glu
235

Leu

Pro

Thr

Gln

Asn

75

Asn

Asp

Gly

Thr

Ala

Thr

Ser

val

220

Cys

Leu

Ala

Gly

Gln

60

Arg

Thr

Tyr

Gly

Leu

Trp

Pro

Leu

205

Thr

Ser

Leu

Ser

Thr

45

His

Pro

Ala

Tyr

Gly

Val

Lys

Ser

120

Thr

His

Trp

Val

30

Ser

Pro

sSer

Ser

Cys

110

Thr

Cys

Ala

175

Lys

Pro

Glu

Leu

15

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

95

Ser

Lys

Leu
160
Asp
Gln

Glu

Gly

Thr
Gly
Asp
Lys
Val
80

Thx
Ser

Leu
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Thr Val Leu
130

Pro Ser Ser
145

Ile Ser Asp

Ser Ser Pro

Ser Asn Asn
195

Gin Trp Lys
210

Ser Thr Vval
225

<210> 130
<211> 237

<212> PRT

Gly

Glu

Phe

Val

18¢

Lys

Ser

Glu

Gln

Glu

Tyr

165

Lys

Tyr

His

Lys

Pro

Leu
150

Pro

Ala

Ala

Arg

Thr
230

<213> Homo sapiens

<400> 130

Met Ser Val
1

Gly Thr Arg

Ser Pro Gly
35

val Gly Asp

Ala Pro Lys
65

Ser Asn Arg

Leu

Cys

20

Gln

Ile

Leu

Phe

Thr

Asp

Ser

Aszn

Met

Ser
85

Gln

Ile

Ile

Asp

Ile

70

Gly

Lys

135

Gln

Gly

Gly

Ala

Ser
215

val

Val

Ala

Thr

val

55

Tyx

Ser

120

Ala

Ala

Ala

Val

Ser
200

Tyr

Ala

Leu

Leu

Ile

40

Ser

Lys

Ala

Asn

val

Glu
185

Ser

Ser

Pro

Ala

Thr

25

Ser

Trp

Val

Ser

68

Pro
Lys
Thr
170
Thr
Tyr

Cys

Thr

Leu
10

Gln
Cys
Tyr

Azn

Gly
90

Ser

Ala

155

Val

Thr

Leu

Gln

Glu
235

Leu

Pro

Thr

Gln

Asn

75

Asn

Val
140

Thr

Ala

Thr

Ser

val

220

Cys

Leu

Ala

Gly

Gln

60

Arg

Thr

125

Thr

Leu

Trp

Pro

Leu

205

Thr

Ser

Leu

Ser

Thr

45

His

Pro

Ala

Leu

Val

Lys

Ser

190

Thr

His

Trp

val

30

Ser

Pro

Ser

Ser

Phe

Cys

Ala

175

Lys

Pro

Glu

Leu

15

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu
95

Fro

Leu

160

Asp

Gln

Glu

Gly

Thr

Gly

Bsp

Lys

Val

80

Thr
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Ile Ser Gly

Tyr Asp Gly
115

Thr Val Leu
130

Pro Ser Ser
145

Ile Ser Asp

Ser Ser Pro

Ser Asn Asn
195

Gln Trp Lys
210

Ser Thr Val
225

<210> 131

<211> 237

<212> PRT

Leu
100

Pro

Gly

Glu

Phe

val

180

Lys

Ser

Glu

Gln

Gly

Gln

Glu

Tyr

165

Lys

Tyr

His

Lys

Ala

Leu

Pro

Leu

150

Pro

Ala

Ala

Arg

Thr
230

<213> Homo sapiens

<400> 131

Met Ser val
1

Gly Thr Arg

Ser Pro Gly
35

val Gly Asp
50

Ala Pro Lys

Leu

Cys
20

Gln Ser

Ile Asn

Leu

Thr
5

Asp

Met

Gln

Ile

Ile

Asp

Ile

Glu

Ser

Lys

135

Gln

Gly

Gly

Ala

Ser

215

val

Val

Ala

Thr

Val

55

Tyr

Asp

Glu

120

Ala

Ala

Ala

Val

Ser

200

Tyr

Ala

Leu

Leu

Ile

40

Ser

Asp

Glu

105

Val

Ala

Asn

Val

Glu

185

Ser

Ser

Pro

Ala

Thr

25

Ser

Trp

Val

69

Ala

Phe

Pro

Lys

Thr

170

Thr

Tyr

Cys

Thr

Leu

10

Gln

Cys

Tyr

Asn

Asp

Gly

Ser

Ala

155

val

Thr

Leu

Gln

Glu
235

Leu

Pro

Thr

Gln

Asn

Tyr

Gly

Val

140

Thr

Ala

Thr

Ser

Val

220

Cys

Leu

Ala

Gly

Gln
60

Arg

Tyx

Gly

125

Thr

Leu

Trp

Pro

Leu

205

Thr

Ser

Leu

Ser

Thr

45

His

Pro

Cys

110

Thr

Leu

Val

Lys

Ser

190

Thr

His

Trp

val

30

Ser

Pro

Ser

Ser Thr

Lys Leu

Phe Pro

Cys Leu

160

Ala Asp

175

Lys Gln

Prc Glu

Glu Gly

Leu Thr

15

Ser Gly

Ser Asp

Gly Lys

Gly Val
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65 70

Ser Asn Arg Phe Ser Gly Ser Lys
85

Ile Ser Gly Leu Gln Ala Glu Asp
100

Tyr Gly Glu Ser Leu Thr Ser Tyr
115 . 120

Thr Val Leu Gly Gln Pro Lys Ala
130 135

Pro Ser Ser Glu Glu Leu Gln Ala
145 150

Ile Ser Asp Phe Tyr Pro Gly Ala
165

Ser Ser Pro Val Lys Ala Gly val
180

Ser Asn Asn Lys Tyr Ala Ala Ser
195 200

Gln Trp Lys Ser His Arg Ser Tyr
210 215

Ser Thr Val Glu Lys Thr Val Ala
225 230

<210> 132
<211> 237
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 132
Met Ser vVal Leu Thr Gln Val Leu
1 5

Gly Thr Arg Cys Asp Ile Ala Leu
20

Ser Pro Gly Gln Ser Ile Thr Ile
35 40

70

75

Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu
20 95

Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ser
105 110

Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys
125

Ala Pro Ser Val Thr Leu Phe
140

Asn Lys Ala Thr Leu Val Cys
155

Val Thr Val aAla Trp Lys Ala
170 175

Glu Thr Thr Thr Pro Ser Lys
185 120

Ser Tyr Leu Ser Leu Thr Pro
205

Ser Cys Gln Val Thr His Glu
220

Prc Thr Glu Cys Ser
235

Ala Leu Leu Leu Leu Trp Leu
10 15

Thr Gln Pro &la Ser Val Ser
25 30

80

Thr

Ser

Leu

Pro

Leu

160

Asp

Gln

Glu

Gly

Thr

Gly

Ser Cys Thr Gly Thr Ser Ser Asp

45
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Val

Ala

65

Ser

Ile

Tyrx

Thr

Pro

145

Ile

Ser

Ser

Gln

Ser
225

Gly

50

Pro

Asn

Ser

Asp

Val

130

Ser

Ser

Ser

Asn

Trp

210

Thr

Asp

Lys

Arg

Gly

Gly

115

Leu

Sar

Asp

Pro

Asn

195

Lys

Val

<210> 133

<211> 1410

<212> DNA

Ile

Leu

Phe

Leu

100

Pro

Gly

Glu

Phe

Val

180

Lys

Ser

Glu

Asn

Met

Ser

85

Gln

Gly

Gln

Glu

Tyr

165

Lys

Tyr

His

Lys

Asp

Ile

70

Gly

Ala

Leu

Pro

Leu

150

Pro

Ala

‘Ala

Arg

Thr
230

<213> Homo sapiens

<400> 133

atggettggg tgtggacctt gecattceetg atggeagetg cccaaagegt geaggeecag
gtgcagctgg tcgagtcetgg cggcggactyg gtgcagectg geggceageet gagactgage

tgegeoegeca geggettcac cttcoageage tacgtgatga actgggtgeg geaggecocct

Val

55

Tyr

Ser

Glu

Ser

Lys

135

Gln

Gly

Gly

Ala

Ser

215

Val

Sexr

Asp

Lys

Asp

Glu

120

Ala

Ala

Ala

val

Ser

200

Tyr

Ala

Trp

Val

Ser

Glu

105

Val

Ala

Asn

val

Glu

185

Ser

Ser

Pro

71

Tyr

Asn

Gly

90

Ala

Phe

Pro

Lys

Thr

170

Thr

Tyr

Cys

Thr

Gln

Asn

75

Asn

Asp

Gly

Ser

Ala

155

Val

Thr

Leu

Gln

Glu
235

Gln

Arg

Thr

Iyr

Gly

Val

140

Thr

Ala

Thr

Ser

Val

220

Cys

His

Pro

Ala

Iyr

Gly

125

Thr

Leu

Trp

Pro

Leu

205

Thr

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

110

Thr

Leu

Val

Lys

Ser

190

Thr

His

Gly

Gly

Leu

95

Ser

Lys

Phe

Cys

Ala

175

Lys

Pro

Glu

Lys

Val

80

Thr

Thr

Leu

Pro

Leu

160

Asp

Gln

Glu

Gly

640

120

180
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ggcaagggcec
gacagegtga
cagatgaaca
cacggccacae
gtctcectecag
acctocgaga
acggtgtcgt
cagtectcag
acccagacct
gttgagcgeca
tcagtcttcee
gtcacgtgeg
gtggacggeyg
acgtteegty
tacaagtgca
accaaagggc
accaagaacc
gtggagtggg
gacteegacy
caggggaacg

aagagcctet

<210> 134

tggagtgggt
agggcceggtt
gcectgegggce
tgggcggagyg
cttccaccaa
geacageggce
ggaactcagg
gactctactc
acacctgcaa
aatgttgtgt
tcttcccecce
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagegt
aggtctccaa
agccccgaga
aggtcagect
agagcaatgg
gctecttett
tcttctcecatg

ccectgtetee

<211> 1389

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 134

atggcttggg
gtgcagctgg
tgcgeegeca
ggcaagggcce
gaéagcgtga

cagatgaaca

tgtggacctt
tcgagagcgg
geagcottcac
tggaatgggt
agggeegget

geectgoegyggo

gtcecttcate
caccatcagc
cgaggacace
actgagcatg
gggcecatce
cctgggctge
cgctetgace
cctcagecage
cgtagatcac
cgagtgceeca
aaaacccaag
cgtgagccac
taatgccaag
cctecacogtt
caaaggcctc
accacaggtyg
gacctgoctg
gcagecggag
cctctacage
ctcegtgatyg

gggtaaatga

gccattcctg
cggagggctyg
cttcagaagce
gtccaacate
caccatcagc

cgaggacacc

72
agcggcegaca
cgggacaaca
gcegtgtact
gatttctggyg
gtcttecece
ctggtcaagg
agcggegtge
gtggtgacag
aagcccagcea
cegtgececag
gacaccctca
gaagaccccg
acaaagccac
gtgcaccagyg
ccagceececea
tacaccetge
gtcaaagget
aacaactaca
aagctcacecyg

catgaggete

atggcagctyg
gtgcagectg
cactggctgt
aactacgacg
cgggacaaca

gcegtgtact

gcagcaacac
gcaagaacac
actgégcccg
geeagggeac
tggcgeeetyg
actacttccc
acaccttcec
tgcecctecag
acaccaaggt
caccacctgt
tgatctcceg
aggtccagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
ceccateceg
tctaccceoag
agaccacacec
tggacaagag

tgcacaacca

cccaaggtgt
gcggcagect
cotgggtygcy
gcagcagcac
gcaagaacac

actgcgecag

ctactacgece
cctgtacctg
gaccttecatg
cetggteace
ctccaggage
cgaaccggtg
agctgtecta
caacttecgge
ggacaagaca
ggcaggaccyg
gacccctgag
caactggtac
gttcaacagc
¢ggcaaggag
catctecaaa
ggaggagatg
cgacatcgec
tceceatgetyg
caggtggcag

ctacacgcag

ccaggeocay
gagactgagc
gcaggeccoct

ctactacgcece

cctgtacetyg

ggacacctac

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1416

60

120

180

240

300

360
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ctgcacttcg
ggcccatecg
ctgggctgcc
gctctgaccea
cteagcageg
gtagatcaca
gagtgcccac
aaacccaagyg
gtgagceacyg
aatgccaaga
ctcaccgttg
aaaggcecetce
ccacaggtgt
acctgectgyg
cagecggaga
ctctacagca
tecgtgatge

ggtaaatga

<210> 135

actactgggyg
tcttececct
tggtcaagga
geggegtgea
tggtgacagt
agcccageaa
cgtgcccage
acacccteat
aagaccccga
caaagccacg
tgcaccagga
cagceceeat
acaccctgec
tcaaaggett
acaactacaa
agctcaccgt

atgaggetcet

<211> 1410

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 135

atggcttggg
gtgcagetgg
tgcgcecgeca
ggecaagggec
gacagcgtga
cagatgaaca
cacggecace
gtctcctcag

accteccgaga

tgtggacctt
tcgagtetgg
gcggottoac
tggagtgggt
agggecoggtt
goctgocggge
tgggcggagg
cttccaccaa

gcacagcgyac

ccagggeace
ggcgeeotge
ctacttecec
caccttececa
gcectecage
caccaaggtg
accacctgtyg
gatctccegy
ggtccagttc
ggaggagcag
ctggectgaac
cgagaaaacc
cccatcoogg
ctaccccage
gaccacacct
ggacaagagc

gcacaaccac

gccattcetg
cggcggactg
cttcagcagce
gtccttecate
caccatcage
cgaggacacc
actgagcatg
gggcecatce

cctgggetyge

73

ctggtcaccy
tccaggagea
gaaccggtga
gctgtectac
aactteggea
gacaagacag
gcaggaccygt
acccetgagqg
aactggtacyg
ttcaacagea
ggcaaggagt
atctccaaaa
gaggagatga
gacatcgceg
cecatgetygg
aggtggcagc

tacacgcaga

atggcagctg
gtgcagectg
tacgtgatga
agcggcgaca
cgggacaaca
gcegtgtact
gatttctogyg
gtetteccee

ctggtcaagg

tcteocteage
ccteecgagag
cggtgtcgtg
agtccteagg
cccagaccta
ttgagcgeaa
cagtetteet
tcacgtgegt
tggacggcegt
cgtteegtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
crcaagaacca
tggagtggga
actccgacgg

aggggaacgt

agagcctete

cceraaagegt
gcggeagoct
actgggtgcg
gcagcaacac
gcaagaacac
actgegeceg
gocagggeac
tggcgecectg

actacttccce

ttccaccaag

cacageggece

gaactcaggce
actctactcee
cacctgceaac
atgttgtgte
ctteceecca
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagegtce
ggtctccaac
goccccgagaa
ggtcageety
gagcaatggg
ctcecttette
cttctcatge

cctgteteeg

gcaggcecag
gagactgagc
gcaggccocct
ctactacgee
cetgtacctyg
gacctteatg
cctggteace
ctccaggagce

cgaaccggtg

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1389

60

120

180

240

300

360

420

480

540
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acggtgtegt
cagtecteag
acccagacct
gttgagcgea
tcagtcttce
gtcacgtgog
gtggacggcy
acgttcegtg
tacaagtgca
accaaagggc
accaagaacc
gtggagtggg
gactccgacy
caggggaacg

aagagcetct

<210> 136

ggaactcagg
gactctacte
acacctgcaa
aatgttgtgt
tecttcececece
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagegt
aggtctccaa
agcceocgaga
aggtcagect
agagcaatgg
gcoctccottett
tottoteaty

ccetgtetec

<211> 1389

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 136

atggcttggyg
gtgcagctgg
tgcgocgeca
ggcaagggec
gacagegtga
cagatgaaca
ctgcacttcg
ggcccatceyg
ctgggctgee
gctctgacca
cteageagey

gtagatcaca

tgtggacctt
tcgagagegyg
geggetteac
tggaatgggt
agggccggtt
gcetgegggce
actactgggg
tettececect
tggtcaagga
gcggogtgea
tggtgacagt

agcccagcaa

cgctctgacce
cctcageage
cgtagatcac
cgagtgecca
aaaacccaag
cgtgagccac
taatgccaag
cetcacegtt
caaaggecte
accacagygtg
gacctgeetyg
gcagecggag
cctetacage
cteocgtgatyg

gggtaaatga

gecattoctyg
cggagggetyg
cttcagaage
gtceaacate
caccatcage
cgaggacacc
ccagggcacc
ggogeoctge
ctacttcece
caccttceca
geceatcocage

caccaaggtg

74
agcggcgtge
gtggtgacag
aagcccagea
ccgtgeccag
gacaccctea
gaagaccccyg
acaaagccac
gtgcaccagg
ccagcecccca
tacaccctge
gtcaaaggcet
aacaactaca
aagctcaccg

catgaggctc

atggcagetyg
gtgcagectg
cactggctgt
aactacgacg
cgggacaaca
gécgtgtact
ctggtcaccyg
tccaggagea
gaaccgagtga
gctgtectac
aacttcggea

gacaagacag

acaccttece
tgecccteeag
acaccaaggt
caccacctgt
tgatctcoeeg
aggtccagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
ccccateeeg
tetacccecag
agaccacace
tggacaagag

tgcacaacca

cccaaggtgt
gcggeagect
cctygggtgeg
gcagcagcac
gcaagaacac
actgcgccag
tctecteage
ccteecgagag
cggtgtegtyg
agtcctcagg
cccagaccta

ttgagcgcaa

agctgtcecta
caacttcgge
ggacaagaca
ggcaggaccy
gaccccotgag
caactggtac
gttcaacage
cggcaaggag
catctccaaa
ggaggagatyg
cgacatecgee
tcecatgetg
caygtggcag

ctacacgcag

ccaggeccag
gagactgagc
gcaggeccect
ctactacgec
cctgtaccetyg
ggacacctac
ttccaccaag
cacagcggcec
gaactcagge
actetactcee
cacctgcaac

atgttgtgtc

800

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1410

60

120

1890

240

300

360

420

480

540

600

660

720
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gagtgcceac
aaacccaagq
gtgagccacg
aatgccaaga
ctecacegttg
aaaggcctoe
ccacaggtgt
acctgeetgg
cagcoggaga
ctctacagca
tcecgtgatge

ggtaaatga

<210> 137

cgtgeecage
acaccctcat
aagaccccga
caaagccacy
técaccagga
cagcceecat
acaccctgece
tcaaaggctt
acaactacaa
agetcacegt

at.gaggctct

<211> 1386

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 137

atggcttggy
gtgcagetgg
tgegecgeca
ggcaagggec
agegtgaagyg
atgaacagcc
cacttogact
ccatcegtet
ggctgcetgg
ctgaccageyg
agcagcgtgyg
gatcacaagc
tgecccacegt
cecaaggaca

agccacgaag

tgtggacctt
tcgagagegy
goggetteac
tggaatgggt
gccggtteac
tgcgggeega
actggggeoca
tcceectgge
tcaaggacta
gogtgeacac
tgacagtgce
ccagcaacac
gcecageace
cecteatgat

accecgaggt

accacctgtg
gatctcccgg
ggtccagttc
ggaggagcag
ctagctgaac
cgagaaaacc
cccateoegg
ctaccccage
gaccacacct
ggacaagagc

gcacaaccac

gccattcctg
cggagggcetg
cttcagaagc
gtecgtgace
catcagcegg
ggacaccgco
gggcacccety
gcectgetee
cttcecccgaa
cttececaget
ctecagcaac
caaggtggac
acctgtggea
ctecceeggace

ccagttecaac

75

gcaggaccgt
acceotgagy
aactggtacy
ttcaacagca
ggcaaggagt
atctccaaaa
gaggagatga
gacatcgeeg
cceatgetgg
aggtggcage

tacacgcaga

atggcagctyg
gtgcagecty
cactggctyt
ggcgtgeacyg
gacaacagca
gtgtactact
gtcacegtet
aggagcacct
ccggtgacgg
gtcctacagt
ttcggeacoo
aagacagtty
ggaccgtcag
cctgaggtea

tggtacgtgg

cagtcttect
tcacgtgcgt
tggacggegt
cgttecegtgt
acaagtgcaa
ccaaagggcea
ccaagaacca
tggagtggga
actccgacgg

aggggaacct

agagcctete

cccaaagtgt
geggeagect
cctgggtgeyg
gcgacaccta
agaacaccct
gcgeecaggga
ccteagette
ccgagageac
tgtcgtggaa
ccteaggact
agacctacac
agcgcaaatg
tcttectett
cgtgegtggt

acggegtgga

cttoccecca
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagegte
ggtctccaac
gcceogagaa
ggtcageety
gagcaatggyg
ctcottetteo
ctteteatge

cctgtectecyg

ccaggcccag
gagactgage
gcaggceect
ctacgcegac
gtacctgcag
cacctacctg
caccaaggge
agcggeectg
ctcaggecgct
ctactcccete
ctgcaacgta
ttgtgtcgag
cceeccaaaa
ggtggacgtg

ggtgcataat

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1389

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

9200
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gccaagacaa
accgttgtge
ggcctcoeeag
caggtgtaca
tgeectggtea
ccggagaaca
tacagcaagc
gtgatgcatg

aaatga

<210> 138

agccacggga
accaggactg
ceecccatega
cectgeecce
aaggcttcta
actacaagac
tcaccgtgga

aggetctgea

<211> 1386

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 138

atggcttggg
gtgcagctagg
tgcgeegeca
ggcaagggee
agcgtgaagy
atgaacagce
cacttcgact
ccatcegtet
ggctgectgg
ctgaccagcg
agcagegtygyg
gatcacaagc
tgcccaccgt
cccaaggaca
agccacgaay
gccaagacaa
accgttgtgce

ggcctcccag

tgtggacctt
tcgagagegy
gcggcttcac
tggaatgggt
gcoggtteac
tgcgggeoega
actggggcca
teceeectgge
tcaaggacta
gogtgoacac
tgacagtgce
ccageaacac
gcccageacc
cecteatgat
acccecgaggt
agccacggga
accaggactyg

cceccatcga

ggagcagtte
gctgaacgge
gaaaaccatc
atccegggag
ccccagegac
cacaccteec
caagagcagg

caaccactac

gccattectyg
cggagggctg
cttcagaagc
gtecegtgate
catcagecgyg
ggacaccgcc
gggcacccty
gcectgetec
cttcococagaa
cttccecaget
ctccageaac
caaggtggac
acctgtggea
ctceccggace
ccagttcaac
ggagcagttc
getgaacgge

gaaaaccatc

76

aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaaacca
gagatgacca
atcgcoegtgg
atgctggact
tggcagcagg

acgcagaaga

atggcagctyg
gtgcagectyg
cactggectgt
ggcaactggg
gacaacagca
gtgtactact
gtcaccgtet
aggagcacct
ccggtgacgg
gtcctacagt
ttcggeacce
aagacagttg
ggaccgtcag
cctgaggtcea
tggtacgtgg
aacagcacgt
aaggagtaca

tccaaaacca

tcegtgtggt
agtgcaaggt
aagggcagee
agaaccaggt
agtgggagag
cegacggcte
ggaacgtctt

gectcecteceet

cccaaagtgt
goggeagect
cctgggtgeg
gcgacaccta
agaacaccct
gcgeecaggga
cctecagette
cegagageac
tgtegtggaa
cctcaggact
agacctacac
agcgcaaatg
tettectett
cgtgegtggt
acggegtgga
tcecgtgtggt
agtgcaaggt

daagggcagec

cagcgtccte
ctccaacaaa
cegagaacca
cagcctgace
caatgggcag
cttettecte
ctcatgetece

gtctecegygt

ccaggeccaqg
gagactgagc
gcaggccccet
ctacgecegac
gtacctgcag
cacctacctg
caccaagggce
agoggecectyg
ctcaggeget
ctactcccte
ctgraacgta
ttgtgtcgag
cocecceccaaada
ggtggacgty
ggtgeataat
cagcgtectce
ctccaacaaa

ccgagaacca

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1386

60

120

180

240

300

360

4290

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080
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caggtgtaca
tgecctggtea
ccggagaaca
tacagcaagc
gtgatgcatg

aaatga

<210> 139

cecetgecece
aaggctteta
actacaagac
tcaccgtgga

aggctctgca

<211> 1386

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 139

atggcttggy
gtgcagctgyg
tgecgocgeca
ggcaagggcece
agcgtgaagy
atgaacagcc
cacttegact
ccatcegtet
ggctgectgg
ctgaccagcg
agcagcegtgyg
gatcacaagc
tgcccaccgt
cocaaggaca
agccacgaag
gccaagacaa
accgttgtge
ggccteccag
caggtgtaca
tgectggtcea

ccggagaaca

tgtggacctt
tcgagagegyg
gcggcettcac
tggaatgggt
gceggttcac
tgegggeega
actggggcca
teeecectgge
tcaaggacta
gcgtgcacac
tgacagtgcc
ccagcaacac

geecageace

ccctecatgat

accccgaggt
agccacggga
accaggactyg
ccececatega
ccetgeecce
aaggcttcta

actacaagac

atcecegggag
cecccagegac
cacaccteec
caagagcagyg

caaccactac

gccattecty
cggagggetyg
cttcagaagc
gtccgtgacc
catcagoogg
ggacaccygcec
gggcaccetg
goectgeteo
cttecececegaa
ctteoecaget
ctccagcaac
caaggtggac
acctgtggca
ctceccggace
ccagttcaac
ggagcagttc
gcetgaacgge
gaaaaccatc
atcccgggag
ccecagegac

cacacctcecce

77
gagatgacca
atcgeegtgg
atgctggact
tggcagcagg

acgcagaaga

atggcagctyg
gtgcagectyg
cactggctgt
acccaccagqg
gacaacagca
gtgtactact
gtcaccgtet
aggagcacct
ccggtgacgg
gtcctacagt
ttcggcacce
aagacagttyg
ggaccgtcag
cctgaggtcea
tggtacgtygg
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaaacea
gagatgacca
atcgecgtgg

atgctggact

agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggetce
ggaacgtctt

gecteteect

cccaaagtgt
gcggcagect
cctgggtgeg
gctacaccta
agaacaccct
gcgecaggga
cctecagette
ccgagageac
tgtegtggaa
cctcaggact
agacctacac
agcgcaaatg
tctteetett
cgtgegtggt
acggegtgga
tceogtgtggt
agtgcaaggt
aagggcagcec
agaaccaggt
agtgggagag

ccgacggcte

cagectgace
raatgggcag
cttettecte
ctcatgetee

gtctcegggat

ccaggcecay
gagactgagc
gcaggececct
ctacgeegac
gtacctgcag
cacctacctyg
caccaaggge
agaggeoctg
ctecaggegcot
ctactceecte
ctgcaacgta
ttgtgtegag
ccceccaaaa
ggtggacgtg
ggtgcataat
cagegtacte
ctccaacaaa
ccgagaacca
cagecctgace
caatgggcag

cttottecte

1140

1200

1260

1320

1380

1386

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1149

1200

1260
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78

tacagcaagc tcaccgtgga caagagcagg tggcagcagg ggaacgtctt cteatgetec

gtgatgcatg aggctcotgca caaccactac acgcagaaga goctctecct gtotecgggt

aaatga

<210> 140

<211> 1386

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 140
atggcttggg

gtgcagetgyg
tgcgecgeca
ggcaagggec
agcgtgaagyg
atgaacagcce
cacttecgact
ccatccgtet
ggctgcetgg
ctgaccageyg
agcagcgtygg
gatcacaagc
tgcecacegt
cccaaggaca
aéccacgaag
gccaagacaa
acegttgtge
ggcotecocag
caggtotaca
tgeectgygtea
caggagaaca
tacagcaage
gtgatgcatg

aaatga

<210> 141

tgtggacctt
tcgagageqg
goggcttcac
tggaatgggt
gecggtteac
tgcgggecga
actggggceca
tecececeoectgge
tcaaggacta
gogtgcacac
tgacagtgece
ccagcaacac
geccageace
ccotcatgat
accccgaggt
agccacggga
accaggactg
ccoccatoga
ceetgeecce
aaggcttcta
actacaagac
tcaccgtgga

aggetcotgea

<211> 1389

gccattectg
cggagggctg
cttcagaagc
gteocecgecace
catcageegy
ggacaccgec
gggcaccctg
gcoctgetec
ctteoceegaa
ctteecaget
ctecageaac
caaggtggac
acctgtggca
ctceocggace
ccagttcaac
ggagecagttc
gctgaacygge
gaaaaccatc
atcececgggag
ceocagegac
cacacctecc
caagagcagg

caaccactac

atggcagcetg
gtgcageecty
cactggctgt
aacagatacg
gacaacagca
gtgtactact
gtcaccgtct
aggagcacct
ccggtgacgg
gtcectacagt
tteggeacce
aagacagttg
ggaccgtcag
cctgaggtca
tggtacgtgg
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaaacca
gagatgacca
atcgeegtgg
atgctggact
tggcagcagy

acgcagaaga

cccaaagtgt
gcggeagect
cetgggtgcg
gctacaccta
agaacaccct
gcgccaggga
cctecagette
ccgagagcac
tgtcgtggaa
ccteaggact
agacctacac
agcgcaaatyg
tettectett
cgtgegtggt
acggcgtgga
tcogtgtggt
agtgcaaggt
aagggcagcce
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggete
ggaacgtett

gcctcecteect

ccaggceecag
gagactgage
gcaggccect
ctacgccgac
gtacctgeag
cacctacctg
caccaaggge
agcggeectg
ctcaggeget
ctactcccte
ctgcaacgta
ttgtgtegag
ccecccaaaa
ggtggacgtg
ggtgcataat
cagegteocta
ctccaacaaa
ccgagaacca
cagcetgace
caatgggcag
cttettecte
ctecatgetce

gtcteecgggt

1320

1380

1386
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<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 141
atggcttggg

gtgcagctgg
tgcgccgeca
ggcaagggec
gacagcgtga
cagatgaaca
ctgcacttcg
ggcccateeg
ctgggctgee
gctctgacca
ctcagcageyg
gtagatcaca
gagtgecceac
aaacccaagg
gtgagccacg
aatgccaaga
ctcaccgttg
aaaggecetcece
ccacaggtgt
acctgeetgyg
cagcaoggaga
ctetacagca
tocegtgatge

ggtaaatga

<210> 142

tgtggacctt
tcgagagegg
gcggcecttcac
tggaatgggt
agggccggtt
gcctgeggge
actactgggg
tctteceect
tggtcaagga
goggegtgea
tggtgacagt
agcccageaa
cgtgeccage
acaccctcat
aagaccccga
caaagccacg
tgcaccagga
cagcceccat
acaccctgece
tcaaaggett
acaactacaa
agctcaccgt

atgaggectcet

<211> 1386

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 142

gecattectg
cggagggcty
cttcagaagc
gtccaacatc
caccatcage
cgaggacacc
ccagggeacc
ggcgecetge
ctacttcecec
caccttcecca
gecctecage
caccaaggtyg
accacctgtg
gatctcccgg
ggtccagttc
ggaggagcag
ctggctgaac
cgagaaaacc
cccateccocogg
ctaccccage
gaccacacct
ggacaagagc

gcacaaccac

79

atggeagetyg
gtgcageety
cactggetgt
aactacgacyg
cgggacaaca
gecgtgtact
ctggtcaceyg
teccaggagea
gaaccggtga
gctgtectac
aacttcggea
gacaagacag
gcaggacegt
acccctgagyg
aactggtacyg
ttcaacagca
ggcaaggagt
atctccaaaa
gaggagatga
gacatcgecyg
cccatgetgyg
aggtggcagc

tacacgcaga

cecaaggtgt
geggeageocet
cetgggtgcy
gcagcagcac
gcaagaacac
actgegeeag
tctecctcage
cecteeogagag
cyggtgtcegtg
agtcctcagg
cecagaccta
ttgagcgcaa
cagtcttcct
tcacgtgogt
tggacggegt
cgttcegtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actccgacyg

aggggaacgt

agagccteto

ceaggeceag
gagactgagc
gcaggeecect
ctactacgec
cctgtacetg
ggacacctac
ttccaccaag
cacagecggec
gaactcaggc
actctactce
cacctgcaac
atgttgtgtc
cttcececea
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagegte
ggtctccaac
gcceccgagaa
ggtcagectg
gagcaatggqg
ctecttette
cttctcatge

cctgtcteeg

60

120

180
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420

480
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600
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780

840

200

960
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atggcttggy
gtgcagctgyg
tgogecgeca
ggcaagggee
agcgtgaagg
atgaacagec
cacttcegact
ccatccgtet
ggctgectgyg
ctgaccageyg
agcagegtygyg
gatcacaagc
tgeccacegt
cccaaggaca
agccacgaag
gccaagacaa
accgttgtge
ggocteccag
caggtgtaca
tgcctggtca
ccggagaaca
tacagcaagc
gtgatgcatyg

aaatga

<210> 143

tgtggaccett
tcgagagcgqg
geggetteoac
tggaatgggt
gceggtteac
tgcgggccga
actggggeca
tcececectygge
tcaaggacta
gcgtgeacac
tgacagtgecce
ccagcaacac
geeecagcace
ccectcatgat
accccgaggt
agccacggga
accaggactyg
ccocccatcga
ccctgececec
aaggcetteta
actacaagac
tcaccgtgga

aggcetetgea

<211> 1386

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 143

atggettggg

tgtggacctt

gocattectg
cggagggctyg
cttcagaage
gtccgtgatce
catcageccegyg
ggacaccgcc
gggcacccetyg
geecctgetee
cttcccogaa
cttceccaget
ctccagcaac
caaggtggac
acctgtggca
ctececeggace
ccagttcaac
ggagcagttc
gctgaacggce
gaaaaccatc
atccecygggag
cceccagcgac
cacacctecc
caagagcagg

caaccactac

gccattecty atggeagetg cccaaagtgt ccaggeccag

80
atggcagetyg
atgcagectyg
cactggctgt
acccectacg
gacaacagca
gtgtactact
gtcaccgtet
aggagcacct
ccggtgacgyg
gtcctacagt
tteggeacee
aagacagttg
ggaccgtcag
cctgaggtca
tggtacgtygg
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaaacca
gagatgacca
atcgcogtgg
atgctggact
tggcagcagg

acgcagaaga

cccaaagtgt
goggcagect
cctgggtgeg
gcgacaccta
agaacaccct
gcgccaggga
cetcagette
ccgagageac
tgtcgtggaa
cctcaggact
agacctacac
agecgeaaatg
tcttcoetctt
cgtgogtggt
acggcgtgga
tcegtgtggt
agtgcaaggt
aagggcagcc
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggetce
ggaacgtctt

gecctetecct

ccaggeccag
gagactgagc
gcaggecoct
ctacgeegac
gtacctgcag
cacctacctg
caccaagggc
agceggcectyg
ctcaggcget
ctactcecte
ctgcaacgta
ttgtgtcgag
ccceccaaaa
ggtggacgtyg
ggtgcataat
cagcgtecte
ctccaacaaa
ccgagaacca
cagectgace
caatgggcag
cttettecte
ctcatgetec

gtcteccgggt

gtgcagctgg tegagagcgg cggagggetg gtgcagcectg goggeagect gagactgagco

tgogeoegeca

geggetteac

cttcagaage cactggctgt ccotgggtgeyg goaggococt

60
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ggcaagyggcec
agegtgaagg
atgaacagec
cacttcgact
ccatcecgtet
ggctgectgg
ctgaccageyg
agcagcgtgg
gatcacaagc
tgcccacegt
cccaaggaca
agecacgaag
gccaagacaa
accgttgtge
ggcecteccay
caggtgtaca
tgecctggtcea
ccggagaaca
tacagcaagce
gtgatgcatg

aaatga

<210> 144

<211> 393

tguaatgggt
geeggttcac
tgcgggeega
actggggceca
tceeecetgge
tcaaggacta
gcgtgcacac
tgacagtgcc
ceagcaacac
geccageace
cecteatgat
acceccgaggt
agccacggga
accaggactg
cecccatega
cectgeococe
aaggcttcta
actacaagac
tcaccgtgga

aggctetgea

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 144

atgaaaaaga
gccgatateg
atctegtgta
gggeaggege
cgctttageg

gaagacgaag

ggcggeegea

cagctatcge
aactgaccca
geggegataa
cagttcttgt
gatccaacag

cggattatta

cgaagttaac

gtccgtgatce
catcagcegy
ggacaccgee
gggcaccctyg
geectgetee
cttcccogaa
cttececaget
ctccagcaac
caaggtggac
acctgtggcea
ctceceoggace
ccagttcaac
ggagcagttc
gctgaacggce
gaaaaccatc
atceccgggag
ceccagegac
cacaccteec
caagagcagqg

caaccactac

gattgcagtg
gecgecttea
tattggttet
gatttatgat
cggcaacacc

ttgeggttet

cgttcttgge

81

accccoctacg
gacaacagca
gtgtactact
gtcaccgtet
aggagcacct
ccggtgacgg
gtcctacagt
ttcggcacce
aagacagttg
ggaccgtcag
cctgaggtcea
tggtacgtgyg
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaaacca
gagatgacca
atcgecgtgg
atgctggact
tggcagcagy

acgcagaaga

gcactggetg
gtgagcgttyg
ttttatgttce
gataataatc
gcgaccctga

tgggctggtt

cag

gcgacaccta
agaacacccet
gcgecaggga
cecteagette
ccgagageac
tgtcgtggaa
cctecaggact
agacctacac
agcgcaaatg
tcttectett
cgtgcgtggt
acggcgtgga
tcegtgtggt
agtgcaaggt
aagggeagec
agaaccaggt
agtgggagag
cecgacggcete
ggaacgtctt

gcctecteect

gtttcgectac
caccaggtca
attggtacca
gtecctcagy
ccattagaogg

cttctggtte

ctacgcecgac
gtacctgcag
cacctacctg
caccaagggce
agcggccectg
ctcaggeget
ctacteccecte
ctgcaacgta
ttgtgtcgag
cceeccaaaa
ggtggacgtg
ggtgcataat
cagegteetce
ctccaacaaa
ccgagaacca
cagcctgace
caatgggcag
cttettecte
ctcatgetee

gtctceccgggt

cgtagecgeag
gaccgcgegt
gcagaaacce
catcceggaa
cactcaggeg

ttatgtgttt

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780
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960
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<210> 145

<211> 714

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 145

atgagtgtgc
gacatcgeece
agctgcaccg
caccccggea
agcaaccggt
caggecgagyg
gtgtttggcg
actctgttec
ataagtgact
aaggcgggag
agctatctga

acgcatgaag

<210> 146

<211> 705

tcactcaggt
tgacccagcc
gcaccageag
aggcccccaa
tcagcggeag
acgaggecga
gcggaaccaa
cgecctecte
tctacceggyg
tggagacaac
gecctgacgec

ggagceacegt

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 146

atgagtgtge
gacatcgage
agctgecagcg
caggccoecg
ttcageggea
gacgaggcecg
ggcggaacaa
cogooetoet
ttctaccegg

gtggagacaa

tcactcaggt
tgacccagcec
gcgacaacat
tgctggtgat
gcaacagegg
actactactg
agcttacegt
ctgaggagct
gagccgtgac

ceacaccctce

cctggegtty
cgecagcegtg
cgacgtggge
gctgatgatce
caagagogge
ctactactge
gcttaccgte
tgaggagctt
agccgtgaca
cacacectec
tgagcagtgg

ggaaaagaca

cetggegttg
écccagcgtg
cggeagette
ctacgacgac
caacaccgeco
cgccagetgg
cctaggtcag
tcaagccaac
agtggcctgy

caaacaaagc

82

ctgctgetgt
agcggcagee
gacatcaacg
tacgacgtga
aacaccgececa
agcagctacg
ctaggtcage
caagecaaca
gtggectgga
aaacaaagca
aagtcccaca

gtggccecta

ctgctgctyt
agegtggeeco
tacgtgcact
aacaaccgge
accctgacca
accggcgtygg
cccaaggety
aaggccacac
aaggcagata

aacaacaagt

ggcttacagy
ctggecagag
acgtgagctyg
acaacecggec
gectgaccat
gcgagagcct
ccaaggctygc
aggccacact
aggcagatag
acaacaagta
gaagctacag

cagaatgtte

ggcttacagg
ctggecagac
ggtatcagca
ccageggeat
tcagcggcac
agcccgacta
ceccetoggt
tggtgtgtct
gcagcecogt

acgoggecag

tacgegttge
catcaccatc
gtatcagcag
cageggegtyg
cageggectc
gaccagectac
cceeteggte
ggtgtgtctc
cagececegtco
cgeggecage
ctgccaggte

atag

tacgegttge
cgoocggate
gaagceogge
ceecgagegy
ccaggcecgag
cgtgtttgge
cactetgtte
cataagtgac
caaggcggga

cagctatctg

60
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83

agcctgacge ctgagcagtg gaagtcccac agaagotaca getgccaggt cacgcatgaa

gggagcaccy tggaaaagac agtggecccet acagaatgtt catag

<210> 147

<211> 714

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 147
atgagtgtgc

gacatcgecee
agctgcaccg
caccecggea
agcaaccggt
caggccgagy
gtgtteggeg
actctgttce
ataagtgact
aaggcgggag
agctatctga

acgcatgaag

<210> 148

<211> 714

tcactcaggt
tgacccagec
gcaccageag
aggcccccoaa
tcageggeayg
acgaggecga
gagggaccaa
cgecctocte
tctacceggg
tggagacaac
gcctgacgec

ggagcaccgt

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 148

cctggegttg
cgccagegtg
cgacgtgggce
gctgatgatc
caagagcggce
ctactactgce
gcttaccgte
tgaggagett
agccgtgaca
cacaccctee
tgagcagtgy

ggaaaagaca

ctgetgetgt
agcggcagec
gacatcaacyg
tacgacgtga
aacaccgcca
cagagctacg
ctaggtcage
caagccaaca
gtggcctgga
aaacaaagca
aagtcccaca

gtggccecta

ggcttacagg
ctggccagag
acgtgagetyg
acaaccggcece
gcetgaccat
caggeageta
ccaaggetge
aggccacact
aggcagatag
acaacaadgta
gaagctacag

cagaatgttc

tacgegttge
catcaccatc
gtatcagcag
cagcggegtyg
cagcggectc
cctgagcegag
ccecteggte
ggtgtgtcte
cagceccegtce
cgeggecage
ctgecaggtce

atag

6560
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atgagtgtgce
gacatcgececo
agctgecaccyg
caccceggea
agcaaccggt
caggccgagg
gtgtttggeyg
actctgttce
ataagtgact

aaggcgggag

agctatctga
acgeatgaag
<210> 149

<211> 714

tcactcaggt
tgacccagec
geaccageag
aggcoccecaa
tcagcggeag
acgaggecga
gcggaaccaa
cgcectecte
tctaccoggyg

tggagacaac

goectgacgec

ggagcaccgt

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 149
atgagtgtge

gacatcgeee
agctgcaccyg
caccceggoa
agcaaccggt
caggecgagy
gtgtttggeg
actctgtteo
ataagtgact
aaggcgggag
agctatctga

acgcatgaag

<210> 150

<211> 714

tcactcaggt

tgacccagec-

gcaccagéag
aggccocccaa
tcagcggeag
acgaggecga
gcggaaccaa
cgcectecte
tctacccggg
tggagacaac
gcctgacgee

ggagcaccgt

<212> DNA

cctggegttyg
cgccagegtg
cgacgtgggc
gctgatgatce
caagagcggce
ctactactgc
gcttacegto
tgaggagett
agccgtgaca

cacacecctee

tgagcagtgg

ggaaaagaca

cctggegttg
cgccagegtg
cgacgtgggc
gctgatgatc
caagagcgge
ctactactgce
gcttaccgte
tgaggagctt
agccgtgaca
cacaccctee
tgagcagtgg

ggaaaagaca

84
ctgctgetgt
agcggcagec
gacatcaacg
tacgacgtga
aacaccgcca
agcagctacg
ctaggtcage
caagccaaca
gtggcetgga

azacaaagca

aagtcccaca

gtggcccecta

ctgetgetgt
agcggeagcec
gacatcaacg
tacgacgtga
aacaccgccea
agcagctacyg
ctaggtcage
caagccaaca
gtggcctgga
aaacaaagca
aagtcccaca

gtggccecta

ggcttacagg
ctggccagag
acgtgagctyg
acaaccggeco
gcctgaccat
gcgagagecet
ccaaggctge
aggccacact
aggcagatag

acaacaagta

gaagctacag

cagaatgttc

ggcttacagg
ctggccagag
acgtgagetg
acaaccggcc
gcectgaccat
gcgagagect
ccaaggcetge
aggccacact
aggcagataqg
acaacaagta
gaagctacag

cagaatgtte

tacgegttge
catcaccatce
gtatcagcag
cagcggegtg
cagcggecte
gaccagctac
ccecteggte
ggtgtgtcte
cagceccegte

cgcggccage

ctgecaggte

atag

tacgcgttge
catcaccatc
gtatcagcag
cagcggcegtg
cagcggectce
gaccagctac
ccecteggte
ggtgtgtctc
cagcccegte
cgecggecage
ctgccaggtce

atag
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<213> Homo sapiens

<400> 150

atgagtgtge
gacategece
agctygecacey
cacccecggea
agcaaccégt
caggoogagy
gtgtttggcy
actctgttce

ataagtgact

daaggcgggayg
agctatctga

acgcatgaag

<210> 151

<211> 714

tcactcagge
tgacccagec
gcaccagcag
aggcccccaa
tcagcggcag
acgaggccga
gcggaaccaa
cgccetecte

tctacccocggg

tggagacaac
geetgacgee

ggagcacegt

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 151

atgagtgtgce
gacatcgccce
agctgcaccyg
caccccggcea
agcaaccggt
caggccgagg
gtgtttggeg
actctgttec
ataagtgact
aaggcgggag
agctatctga

acgcatgaag

<210> 152

tcactcaggt
tgacccagee
gcaccagcayg
aggceeccaa
tcageggeag
acgaggccga
gcggaaccaa
cgccctectao
tctacceygyg
tggagacaac
gcectgacgeo

ggagcaccgt

cctggegttg
cgecagegtyg
cgacgtggge
gctgatgatce
caagagcggc
ctactactge
gcttaccgte
tgaggagett

agcogtgaca

cacaccctec
tgagcagtgy

ggaaaagaca

cctggegtty
cgecagegtg
cgacgtgggc
getgatgate
caagagcgygc
ctactactgce
gcttaccgte
tgaggagett
agcegtgaca
cacaccctee
tgagcagtgg

ggaaaagaca

85

ctgctgetgt
agcggeagec
gacatcaacg
tacgacgtga
aacaccgcea
agcagctacg
ctaggtcage
caagccaaca

gtggoctgga

aaacaaagca
aagtcccaca

gtggccecta

ctgetgetgt
agcggeagec
gacatcaacg
tacgacgtga
aacaccgeca
agcagctacg
ctaggtcagc
caagccaaca
gtggectgga
aaacaaagca
aagtcccaca

gtggceccta

ggcttacagg
ctggccagag
acgtgagetg
acaaccggcc
gcctgaccat
gcgagagect
ccaaggcetge
aggccacact

aggcagatag

acaacaagta
gaagctacag

cagaatgttc

ggcttacagg
ctggecagag
acgtgagctg
acaaccggcec
gcctgaccat
gecgagagect
ccaaggctgce
aggccacact
aggcagatag
acaacaagta
gaagctacag

cagaatgttc

tacgegttge
catcacecate
gtatcagcag
cagcggegtag
cagcggectce
gaccagctac
ccecteggte
ggtgtgtete

cageeoegte

cgcggccage
ctgccaggte

atag

tacgegttge
catcaccate
gtatcagcag
cagcggcgtyg
cagcggectc
gaccagcetac
ccccteggtce
ggtgtgtcectce
cagccecgte
cgecggecage
ctgccaggtc

atag
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240
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<211> 714

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 152
atgagtgtagc

gacatcgecce
agctgcaccyg
caccceggea
agcaaccggt
caggeogagg
gtgttcggeg
actctgttece

ataagtgact

aaggcgggag
agctatctga
acgcatgaag
<210> 153

<211> 714

tcactcaggt
tgacccagec
gcaccagcay
aggeoecocaa
tcagcggcag
acgaggecga
gagggaccaa
cgecectcete

tctacecggg

tggagacaac
gectgacgeo

ggagcaccgt

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 153

cctggegttyg
cgcocagegty
cgacgtggge
gctgatgatc
caagagcggc
ctactactge
gcettaccgte
tgaggagcett

agccgtgaca

cacaccctcee

tgagcagtgg

ggaaaagaca

86

ctgctgetgt
agcggeagec
gacatcaacg
tacgacgtga
aacaccgooa
agcacctacyg
ctaggtcage
caageccaaca

gtggcctgga

azacaaagca
aagtcccaca

gtggeeccta

ggcttacagg
ctggecagag
acgtgagctg
acaaccggce
gcetgaccat
acggcectgg
ccaaggctgce
aggccacact

aggcagatag

acaacaagta
gaagctacag

cagaatgttce

tacgcgttge
catcaccatc
gtatcagcag
cagcggegtg
cagcggecto
cctgagegag
ceecteggte
ggtgtgtctc

cageceecgtce

cgoggecage
ctgccaggte

atag

60Q

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

714
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atgagtgtge
gacatcgccc
agctgcaccg
cacceccggea
agcaaccggt
caggcegagyg
gtgtteggeg
actctgttcc
ataagtgact
aaggcgggag
agctatc£ga

acgcatgaag
<210> 154

<211> 714

tcactcaggt
tgacccagec
gcaccagceag
aggccececaa
tcagcggeag
acgaggeega
gagggaccaa
cgcectecte
tctacceggy
tggagacaac
gcctgacgee

ggagcaccgt

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 154
atgagtgtgc

gacatocgeoeo
agctgcaccy
cacceooggea
agcaaccggt
caggecgagyg
gtgttcggey

actctgttee

ataagtgact
aaggegggag
agctatctyga
acgcatgaaq
<210> 155
<211> 213

<212> PRT

tcactcaggt
tgacccagcco
gcaccageag
aggceeecaa
tcageggeay
acgaggecga
gagggaccaa

cgcectecete

tctacccggyg
tggagacaac
gecotgacgece

ggageaccegt

cctggegttyg
cgccagegtyg
cgacgtgggce
gctgatgatce
caagagcgygce
ctactactgce
gcttaccgte
tgaggagctt
agecgtgaca
cacaccctece
tgagcagtyyg

ggaaaagaca

cctggegttg
cgccagegty
cgacgtgggc
gctgatgatc
caagagcggce
ctactactgc
gcttacegte

tgaggagett

agccgtgaca
cacaccetce
tgagcagtgg

ggaaaagaca

87
ctgctgetgt
agcggcagec
gacatcaacg
tacgacgtga
aacaccgeca
agcacctacg
ctaggtcagce
caagccaaca
gtggcctgga
daacaaagca
aagtcccaca

gtggccecta

ctgectgetgt
ageggeagece
gacatcaacqg
tacgacgtga
aacaccgecea
agcacctacg
ctaggtcagce

caagccaaca

gtggcetgga
aaacaaagca
aagtcccaca

gtggcececta

ggcttacagg
ctggeccagag
acgtgagctg
acaaccggec
gcctgaccat
acggeectgg
ccaaggetgo
aggccacact
aggcagatag
acaacaagta
gaagctacag

cagaatgttc

ggcttacagy
ctggecagag
acgtgagctyg
acaaccggoc
gcctgaccat
acggceetgyg
ccaaggctge

aggccacact

aggcagatag
acaacaagta
gaagctacag

cagaatgttc

tacgcgttge
catcaccatce
gtatcagcag
cagcggegtyg
cagecggecte
cectgagegag
ccacteggte
ggtgtgtcte
cagceceegte
cgcggccage
ctgccaggte

atag

tacgegttge
catcaccatc
gtatcagcag
cagcggegtg
cagecggectc
cetgagegag
ccecteggte

ggtgtgtete

cagoccogte
cgegygccage
ctgccaggtce

atag

60

120

-180

240

300

360

420

480

540

600

660

714
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<213> homo sapiens

<400> 155
Met Gln Leu

1

Ala

Ala

Glu

Pro

65

Arg

Ala

Arg

Gly

Gln

145

Leu

Ser

Arg

Leu

Phe

Thr

Leu

50

Pro

Glu

Lys

Leu

Pro

130

Leu

val

Glu

Lys

Glu
210

Arg

Glu

35

Glu

His

Leu

Fro

Leu

115

Asp

Leu

Ala

Leu

Pro
195

Asn

<210> 156

<211> 14

<212> PRT

Pro

val

20

Ile

Asn

His

His

Val

100

Pro

Phe

Cys

Serx

Lys

180

Arg

Ala

Leu

val

Ile

Asn

Fro

Phe

85

Thr

Asn

Arg

Pro

cys

165

Asp

Pro

Tyr

Ala

Glu

Pro

Lys

Phe

10

Thr

Glu

Ala

Cys

Gly

150

Lys

Phe

Arg

Leu

Gly

Glu

Thr

55

Glu

Arg

Leu

Ile

Ile

135

Gly

Cys

Gly

Ala

Cys

Gln

Leu

40

Met

Thr

Tyr

Val

Gly

120

Pro

Glu

Lys

Thr

Arg
200

Leu

Gly

25

Gly

Asn

Lys

val

Cys

105

Arg

Asp

Ala

Arg

Glu

185

Ser

88

val

10

Trp

Glu

Arg

Asp

Thr

Ser

Gly

Arg

Pro

Leu

170

Ala

Ala

Cys

Gln

Tyr

Ala

val

75

Asp

Gly

Lys

Tyr

Arg

155

Thr

Ala

Lys

Leu
Ala
Pro
Glu
60

Ser
Gly
Gln
Trp
Arg
140
Ala

Arg

Arg

Ala

Leu

Phe

Glu

45

Asn

Glu

Pro

Cys

Irp

125

Ala

Arg

Phe

Pro

Asn
203

Val

Lys

30

Pro

Gly

Tyr

Cys

Gly

110

Arg

Gln

Lys

His

Gln

190

Gln

His

15

Asn

Pro

Gly

Ser

Arg

95

Pro

Pro

Arg

val

Asn

175

Lys

Ala

Thr

Asp

Pro

Arg

Cys

20

Ser

Ala

Ser

Val

Arg

160

Gln

Gly

Glu
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89

<213> Homo sapiens

<400> 156

Ala Arg Leu Leu Asn Ala Ile Gly Arg Gly Lys Trp Trp Arg
1 5 10

<210> 157

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 157

Arg Leun Val Ala Ser Cys Lys Cys Lys Arg Leu Thr Arg Phe His
1 5 10 15

<210> 158

<211> 13

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Protein linker sequence

<400> 158

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
1 5 10
<210> 159

<211> 19

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Protein linker sequence

<400> 159

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
1 5 10 15

Gly Gly Gly
<210> 160
<211> 21

<212> DNA



<213> Artificial
<220>

<223> siRNA

<400> 160
taaattatca taaagtccta a
<210> 161

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial
<220>

<223> siRNA

<400> 161
aggactttat gataatttat t
<210> 162

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial
<220>

<223> siRNA

<400> 162
atagtggtta aataactcca g
<210> 163

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial
<220>

<223> siRNA

<400> 163

ggagttattt aaccactatt t

90

21

21

21

21
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<210> 164

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> siRNA

<400> 164

taaattctcg tgatgtgcca t 21
<210> 165

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> siRNA

<400> 165

ggcacatcac gagaatttat t 21
<210> 166

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> siRNA

<400> 166

tttcttatag cacagctggt t 21
<210> 167

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
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<223> siRNA

<400> 167

ccagctgtgc tataagaaat t 21
<210> 168

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> siRNA

<400> 168

tagacctttc catccacgct g 21
<210> 169

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> siRNA

<400> 169

gcgtggatgg aaaggtctat t 21
<210> 170

<211> 29

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> RT-PCT primer

<400> 170

atgcagctcc cactggccect gtgtcttgt 29
<210> 171

<211> 30
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<212> DNA

<213> Artificial
<220>

<223> RT-PCR primer
<400> 171

aatcaggccg agctggagaa cgcctactag 30
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