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1
Beskrivelse
OPPFINNELSENS OMRADE
[0001] Foreliggende oppfinnelse vedrarer en beinsgkende alkalisk fosfatase, sett

og fremgangsmater for anvendelse av dette.

OPPFINNELSENS BAKGRUNN

[0002] Hypofosfatasi (HPP) er en sjelden, arvelig form av rakitt eller
osteomalasi (Whyte 2001) med en forekomst sa stor som 1 per 2 500 fadsler i
kanadiske mennonitter (Greenberg, 1993) og 1 per 100 000 fadsler i den generelle
befolkningen for den mer alvorlige formen av sykdommen. Mildere former er mer
utbredt. Denne "medfadte feilen i stoffskiftet" er forarsaket av tap-av-funksjons-
mutasjon(er) i genet (ALPL) som koder for det vevs-spesifikke isozymet av alkalisk
fosfatase (TNALP; ogsa kjent som lever/bein/nyretype-ALP) (Weiss et al 1988;
Henthorn et al. 1992a; Henthom et al. 1992b; Zurutuza et al. 1999; Millan 1995). Det
biokjemiske kjennetegnet er lavere enn normal ALP-aktivitet i serum (hypofosfat-
asemi), som farer til forhgyede blod- og/eller urinnivaer i tre fosfoforbindelses-
substrater: uorganisk pyrofosfat (PP;), fosfoetanolamin (PEA), og pyridoksal-5'-fosfat
(PLP) (Whyte 1994).

[0003] HPP har et bemerkelsesverdig spekter av alvorlighetsgrad som varierer
fra (mest alvorlig til mildest), perinatale, infantile, barndoms, voksne og odonto-
hypofosfataseformer, klassifisert historisk i henhold til alderen ved diagnosen (Whyte
2001). Det kan veere nesten fullstendig fraveer av beinmineralisering in utero med
dedfadsel, eller spontane brudd og tannsykdom som forekommer farst i voksen
alder. Perinatal (dedelig) hypofosfatasi uttrykkes in utero og kan fare til dedfgdsel.
Noen nyfgdte kan overleve i flere dager, men lider gkt respiratorisk kompromiss pa
grunn av den hypoplastiske og rakittsykdommen i brystet. Ved infantil HPP,
diagnostisert fgr 6 maneders alderen, virker den postnatale utviklingen normal far
debuten av darlig mating, utilstrekkelig vektakning, og tilsynekomst av rakitt. De
radiologiske trekkene er karakteristiske og viser nedsatt skjelettmineralisering, noen
ganger med progressiv skjelettdemineralisering som farer til ribbensbrudd og
misdannet bryst. Barndomshypofosfatasi har ogsa et sterkt variabelt klinisk uttrykk.
Tidlig tap av melketenner oppstar fra aplasi, hypoplasi eller dysplasi av dental
cementum som forbinder tannroten med det periodontale ligamentet. Rakitt farer til
kortvoksthet og skjelettmisdannelsene kan inkludere bgyde bein, utvidede handledd,
kner og ankler som falge av utvidet metafyse. VVoksen HPP oppstar vanligvis hos
middelaldrende, men de har ofte en forhistorie med rakitt og/eller tidlig tap av tenner,
deretter god helse i ungdomsarene og i ung voksen alder. Tilbakevendende metatarsale
tretthetsbrudd er vanlige og kalsiumpyrofosfatdihydratavsetning forarsaker anfall av
artritt- og pyrofosfatartropati. Odontohypofosfatasi er diagnostisert nar den eneste
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kliniske abnormiteten er tannsykdom og radiologiske undersgkelser, selv beinbiopsier,
avdekker ingen tegn pa rakitt eller osteomalasi.

[0004] De alvorlige kliniske formene for hypofosfatasi arves vanligvis som
autosomalt recessive trekk med foreldre av slike pasienter som viser subnormale nivaer
av serum-AP-aktivitet (Whyte 2001). For de mildere formene av hypofosfatasi, dvs.
voksen og odontohypofosfatase, er det ogsa dokumentert et autosomalt dominant
arvemenster (Whyte 2001).

[0005] | det sunne skjelettet er TNALP, et ektoenzym, til stede pa overflaten til
plasmamembranen av osteoblaster og kondrocytter, blant annet pa membranene i de
avkastede matriksvesiklene deres (MV-er) (Ali et al. 1970; Bernard 1978) der enzymet
er seerlig anriket (Morris et al. 1992). Avsetning av hydroksyapatitt under bein-
mineralisering starter normalt inne i hulrommet i disse MV-ene (Anderson et al.
2005a). Elektronmikroskopi har vist at TNALP-manglende MV-er fra alvorlig
rammede HPP-pasienter og Akp2"'-mus (en TNALP-nullmusemodell, se nedenfor)
inneholder hydroksyapatittkrystaller, men den ekstravesikuleare krystallforplantningen
fremstar forsinket (Anderson 1997; Anderson 2004). Denne feilen er knyttet til den
ekstracellulaere opphopningen av PP; en potent inhiberer av forkalkning (Meyer 1984)
pa grunn av mangel pa TNALP-aktivitet (Hessle et al. 2002; Harmey et al. 2004;.
Harmey et al. 2006.).

[0006] Nar PPi er til stede neer fysiologiske konsentrasjoner, i omradet fra 0,01-
0,1 mM, har PPi evnen til & stimulere mineralisering i organdyrkede kyllinglarbein
(Anderson & Reynolds 1973) og ogsa i isolerte rotte-mV-er (Anderson et al. 2005b),
mens ved konsentrasjoner over 1 mM, inhiberer PPi-kalsiumfosfatmineraldannelse ved
a belegge hydroksyapatittkrystaller, og dermed forebygge mineralkrystallvekst og
proliferativ egenkimdannelse. Dermed har PPi en dobbelt fysiologisk rolle; det kan
virke som en promotoraktivator for mineralisering ved lave konsentrasjoner, men som
en inhibitor for mineralisering ved hgyere konsentrasjoner. TNALP har vist seg a
hydrolysere mineraliseringsinhibitoren PPi for a lette mineralutfelling og vekst
(Rezende et al. 1998). Nylige studier ved hjelp av Akp2™”-mus har indikert at den
primere rollen til TNALP in vivo er & begrense mengden av ekstracelluleert PPi for &
oppna tilstrekkelig skjelettmineralisering (Hessle et al. 2002; Harmey et al. 2004.).
[0007] Alvorlighetsgraden av hypofosfatasi er variabel og modulert av
karakteren av TNALP-mutasjonen. Missense-mutasjoner i nzrheten av det aktive setet
til enzymet, homodimergrensesnittet, kronedomenet, den aminoterminale armen og
kalsiumbindingssetet er alle blitt funnet a pavirke den katalytiske aktiviteten til TNALP
(Zurutuza et al. 1999). I tillegg har andre missense-, nonsense-, leseramme- 0g
spleisesetemutasjoner har vist seg a fare til avvikende muterte proteiner eller
intracellulaere trafikkfeil som farer til subnormal aktivitet pa celleoverflaten. De mange
mutasjonene og det faktum at forbindelsesheterozygociteten er en vanlig forekomst i
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hypofosfatasi forklarer ogsa den variable ekspressiviteten og ufullstendige gjennom-
trengningen som ofte observeres i denne sykdommen (Whyte 2001).

[0008] Utviklingen av den humane formen av sykdommen drar stor fordel av
eksistensen av TNALP-nullmus (Akp2”") som en dyremodell. Disse Akp2™”-musene
fenokopierer infantil HPP bemerkelsesverdig godt, siden de er fgdt med et normalt
mineralisert skjelett, men utvikler radiografisk tilsynelatende rakitter etter omtrent 6
dager, og dgr mellom dag 12-16 og lider av alvorlig skjeletthypomineralisering og
apneanfall og epileptiske anfall som skyldes forstyrrelser i PLP (vitamin Bg)-
stoffskiftet (Waymire et al. 1995; Narisawa et al. 1997; Fedde et al. 1999; Narisawa et
al. 2001).

[0009] Noen TNALP-aktive setemutasjoner har vist seg a pavirke enzymets evne
til @ metabolisere PPi eller PLP annerledes (Di Mauro et al. 2002). Bade PLP og PPi er
bekreftede naturlige substrater for TNALP og abnormiteter i PLP-stoffskiftet forklarer
epileptiske anfall observert i Akp2”-mus (Waymire et al. 1995; Narisawa et al. 2001),
mens abnormiteter i PPi-stoffskiftet forklarer skjelettfenotypen i denne musemodellen
for hypofosfatasi (Hessle et al. 2002; Anderson et al. 2004; Harmey et al. 2004;
Harmey et al. 2006; Anderson et al. 2005a).

[0010] Det er ingen etablert medisinsk behandling for HPP. Kasusrapporter om
tilfeller av enzymerstatningsterapi (ERT) med intravengse (i.v.) infusjoner av TNALP-
rikt plasma fra pasienter med Paget-beinsykdom og renset placentar ALP har beskrevet
at man ikke klarte a redde bergrte spedbarn (Whyte et al. 1982; Whyte et al. 1984). | en
annen tilsvarende studie gjorde Weninger et al. (Weninger et al. 1989) forsgk pa ERT
for en hardt rammet prematur gutt med hypofosfatasi med infusjoner av renset human
lever-TNALP. Behandling (1,2 1U/kg/min) startet ved tre ukers alderen og ble gjentatt i
ukentlige intervaller inntil 10 ukers alderen, nar barnet dede. TNALP-pravene ble
fortynnet med 10 ml fysiologisk saltlasning og infusert i lgpet av 30 min via et
umbilikalt arteriekateter. Ingen giftige eller allergiske bivirkninger ble observert.
Serum-TNALP-aktiviteten gkte fra 3 1U/I fer behandling til et maksimalt niva pa 195
IU/I med en halveringstid pa mellom 37 og 62 timer. Sekvensielle rgntgenstudier viste
imidlertid ingen bedring av beinmineraliseringen (Weninger et al. 1989).

[0011] Det virker som ALP-aktiviteten ikke ma gkes i sirkulasjonen, men i selve
skjelettet. Denne hypotesen stattes av tilsynelatende fordelaktige responser fra to jenter
med infantil HPP etter margcelletransplantasjon der de TNALP-holdige cellene ble
innfart i hele skjelettet (Whyte et al. 2003). Dermed ser det ut til & veere et behov for a
gi aktiv TNALP til skjelettet til disse pasientene. Nyere rapporter har indikert at
polyaspartatsekvenser gir beinsgkende egenskaper til rekombinant TNALP

(WO 2005/103263 til Crine et al.; Nishioka et al. 2006). WO 2005/103263

beskriver beinleveringskonjugater som inkluderer f.eks. lgselig alkalisk fosfatase, og
fremgangsmater for a anvende dette til malrettet behandling av beindefekter.
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[0012] En fersk rapport viste at den muterte formen av TNALP R450C (selv om
Nasu et al. refererer til en R433C-mutasjon, gjelder his-nummerering det modne
proteinet, og ikke en omfattende signalpeptidet) produserer et protein som har en dimer
struktur sammenfeyd med en disulfidbro mellom cysteinrestene i posisjon 450 av hver
underenhet som sterkt inhiberte sin alkaliske fosfataseaktivitet. Nasu et al. konkluderte
med at tapet av funksjon resulterer fra interkjededisulfidbroen og er den molekylere
basisen for den dgdelige hypofosfatasien forbundet med R450C (Nasu et al. 2006).
[0013] Den foreliggende beskrivelsen refererer til en rekke dokumenter,
innholdet av disse er innlemmet i dette dokumentet ved referanse i sin helhet.

OPPSUMMERING AV OPPFINNELSEN

[0014] Gitt de ndvearende begrensningene i den kliniske handteringen og
behandlingen av pasientene med HPP var det behov for en alternativ og effektiv
behandling. Falgelig tilveiebringer foreliggende oppfinnelse en effektiv enzym-
erstatningsterapi for behandling av HPP.

[0015] Til sekers kunnskaper, og i motsetning til tidligere forsgk pa enzym-
erstatningsterapi i enten TNALP-nullmus eller HPP-spedbarn der TNALP- eller andre
ALP-isoenzymer ble gitt intravengst, markerer foreliggende oppfinnelse farste gang en
neer fullstendig lgsning av kliniske rgntgen- og biokjemiske endringer er blitt
dokumentert a forekomme med enzymerstatning alene.

Beinsgkende SALP
[0016] En beinsgkende alkalisk fosfatase omfatter et polypeptid som har
strukturen:

Z-SALP- Y-avstandsstykke-X-Wn- V,

der SALP er det ekstracelluleere domenet for alkalisk fosfatase;

der V er fraveerende eller er en aminosyresekvens av minst én aminosyre; X er
fraveerende eller er en aminosyresekvens av minst én aminosyre; Y er fravaerende eller
er en aminosyresekvens av minst én aminosyre; Z er fraveerende eller er en aminosyre-
sekvens av minst én aminosyre; Whn er et polyaspartat eller et polyglutamat der n = 10
til 16; og avstandsstykket omfatter en krystalliserbar fragmentregion (Fc), der SALP er
fysiologisk aktivt mot fosfoetanolamin (PEA), uorganisk pyrofosfat (PPi) og
pyridoksal-5'-fosfat (PLP).
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ALP-er

[0017] Det er fire kjente ALP-isoenzymer, nemlig vevsuspesifikk alkalisk
fosfatase naermere beskrevet nedenfor, placentar alkalisk fosfatase (PALP) (f.eks.
[NP_112603], [NP_001623]), kimcellealkalisk fosfatase (GCALP) (f.eks. [P10696]) og
intestinal alkalisk fosfatase (f.eks. [NP_001622]). Disse enzymene har sveert lik
tredimensjonal struktur. Hvert av de katalytiske setene deres inneholder fire metall-
bindende domener for metallioner som er ngdvendige for enzymatisk aktivitet,
inkludert to Zn- og ett Mg-domene. Disse enzymene katalyserer hydrolysen av
monoestere av fosforsyre, og katalyserer ogsa en transfosforyleringsreaksjon i narveer
av hgye konsentrasjoner av fosfatakseptorer. Det har searlig vist seg at PALP er
fysiologisk aktiv mot fosfoetanolamin (PEA), uorganisk pyrofosfat (PPi) og
pyridoksal-5'-fosfat (PLP), alle tre er naturlige substrat for TNALP (Whyte, 1995). En
samstilling av disse isoenzymene er presentert i figur 30.

TNALP

[0018] Som indikert ovenfor er TNALP et membranbundet protein forankret
gjennom et glykolipid til dens C-terminal (Swiss-Prot, P05186). Dette glykolipid-
ankeret (GPI) tilsettes posttranslasjonelt etter fjerning av en hydrofob C-terminal ende,
som bade virker som et midlertidig membrananker og som et signal for a tilsette

GPI. Dermed omfattes den Igselige humane TNALP-en anvendt i alle eksemplene
nedenfor av et TNALP der den fgrste aminosyren i den hydrofobe C-terminale
sekvensen, nemlig alanin, erstattes av et stoppkodon. Den lgselige TNALP-en (kalt
STNALP i dette dokumentet) som dannes pa denne maten inneholder alle aminosyrene
i nativ forankret form av TNALP som er ngdvendig for dannelsen av det katalytiske
setet, men mangler GPl-membranankeret. Kjent TNALP inkluderer human-TNALP
[NP-000469, AAI10910, AAH90861, AAH66116, AAH21289, AAI26166]; rhesus-
TNALP [XP-001109717]; rotte-TNALP [NP_037191]; hunde-TNALP [AAF64516];
grise-TNALP [AANG64273], muse-[NP_031457], storfe-[NP_789828, AAI18209,
AAC33858], og katte-[NP_001036028].

[0019] Den beinsgkende sammensetningen ifglge foreliggende oppfinnelse
omfatter sekvenser som tilfredsstiller en konsensussekvens avledet fra det ALP-
ekstracelluleere domenet av humane ALP-isozymer og kjente funksjonelle TNALP-er
(menneske, mus, rotte, storfe, katt og hund). Som anvendt i dette dokumentet er
terminologien "ekstracellulaert domene" ment a sta for en hvilken som helst funksjonell
ekstracelluleer del av det native proteinet (dvs. uten peptidsignalet). Det har blitt vist at
de rekombinante STNALP-ene som oppbevarer de opprinnelige aminosyrene 1 til 501
(18 til 501, ved utskillelse) (se Oda et al., J. Biochem 126: 694-699, 1999), amino-
syrene 1 til 504 (18 til 504, ved utskillelse) (US-patent 6 905 689 til Bernd et al.) og
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aminosyrene 1 til 505 (18-505, ved utskillelse) (US 2007/0081984 til Tomatsu et al.),
er enzymatisk aktive. Eksempler som presenteres i dette dokumentet viser ogsa at et
rekombinant STNALP som oppbevarer aminosyrene 1 til 502 (18 til 502, ved
utskillelse) (figur 3) i det opprinnelige TNALP-et er enzymatisk aktivt. Dette indikerer
at aminosyrerestene kan fjernes fra den C-terminale enden av det native proteinet uten
a pavirke dens enzymaktivitet.

[0020] Tabell 1 nedenfor gir en oversikt over 194 mutasjoner kjent for a
forarsake HPP. | spesifikke utfgrelsesformer av de beinsgkende polypeptidene ifglge
foreliggende oppfinnelse inkluderer ikke ALP-sekvensen noen av disse mutasjonene.
[0021] Derfor, i SALP-ene ifglge foreliggende oppfinnelse, ved anvendelse av
nummereringen av en konsensussekvens avledet fra en samstilling av forskjellige
TNALP-er og humane ALP-isozymer, er aminosyren i posisjon 22 ikke en fenylalanin-
rest; aminosyren i posisjon 33 (posisjon 11 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
cysteinrest; aminosyren i posisjon 38 (posisjon 16 i sekvensen uten signalpeptid) er
ikke en valinrest; aminosyren i posisjon 42 (posisjon 20 i sekvensen uten signalpeptid)
er ikke en prolinrest; aminosyren i posisjon 45 (posisjon 23 i sekvensen uten signal-
peptid) er ikke en valinrest; aminosyreresten i posisjon 56 (posisjon 34 i sekvensen
uten signalpeptid) er ikke en serin- eller valinrest; aminosyreresten i posisjon 67
(posisjon 45 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en leucin-, isoleucin- eller valinrest;
aminosyreresten i posisjon 68 (posisjon 46 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
valinrest; aminosyreresten i posisjon 73 (posisjon 51 i sekvensen uten signalpeptid) er
ikke en metioninrest; aminosyreresten i posisjon 76 (posisjon 54 i sekvensen uten
signalpeptid) er ikke en cystein-, serin-, prolin- eller histidinrest; aminosyreresten i
posisjon 77 (posisjon 55 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en treoninrest;
aminosyreresten i posisjon 80 (posisjon 58 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
serinrest; aminosyreresten i posisjon 81 (posisjon 59 i sekvensen uten signalpeptid) er
ikke en asparaginrest; aminosyreresten i posisjon 105 (posisjon 83 i sekvensen uten
signalpeptid) er ikke en metioninrest; aminosyreresten i posisjon 113 (posisjon 89 i
sekvensen uten signalpeptid) er ikke en leucinrest; aminosyreresten i posisjon 116
(posisjon 94 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en treoninrest; aminosyreresten i
posisjon 117 (posisjon 95 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en serinrest;
aminosyreresten i posisjon 119 (posisjon 97 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
glycinrest; aminosyreresten i posisjon 121 (posisjon 99 i sekvensen uten signalpeptid)
er ikke en serin- eller treoninrest; aminosyreresten i posisjon 125 (posisjon 103 i
sekvensen uten signalpeptid) er ikke en argininrest; aminosyreresten i posisjon 128
(posisjon 106 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en aspartatrest; aminosyreresten i
posisjon 133 (posisjon 111 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en metioninrest;
aminosyreresten i posisjon 134 (posisjon 112 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
argininrest; aminosyreresten i posisjon 137 (posisjon 115 i sekvensen uten signal-
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peptid) er ikke en treonin- eller valinrest; aminosyreresten i posisjon 139 (posisjon 117
I sekvensen uten signalpeptid) er ikke en histidin- eller asparaginrest; aminosyreresten i
posisjon 141 (posisjon 119 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en histidinrest;
aminosyreresten i posisjon 153 (posisjon 131 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
alanin- eller isoleucinrest; aminosyreresten i posisjon 167 (posisjon 145 i sekvensen
uten signalpeptid) er ikke en serin- eller valinrest; aminosyreresten i posisjon 172
(posisjon 150 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en metioninrest; aminosyreresten i
posisjon 175 (posisjon 153 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en aspartatrest;
aminosyreresten i posisjon 176 (posisjon 154 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
tyrosin- eller argininrest; aminosyreresten i posisjon 181 (posisjon 159 i sekvensen
uten signalpeptid) er ikke en treoninrest; aminosyreresten i posisjon 182 (posisjon 160 i
sekvensen uten signalpeptid) er ikke en treoninrest; aminosyreresten i posisjon 184
(posisjon 162 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en treoninrest; aminosyreresten i
posisjon 186 (posisjon 164 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en leucinrest;
aminosyreresten i posisjon 189 (posisjon 167 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
tryptofanrest; aminosyreresten i posisjon 194 (posisjon 172 i sekvensen uten signal-
peptid) er ikke en glutamatrest; aminosyreresten i posisjon 196 (posisjon 174 i
sekvensen uten signalpeptid) er ikke en lysin- eller glycinrest; aminosyreresten i
posisjon 197 (posisjon 175 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en treoninrest;
aminosyreresten i posisjon 198 (posisjon 176 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
alaninrest; aminosyreresten i posisjon 206 (posisjon 184 i sekvensen uten signalpeptid)
er ikke en tyrosinrest; aminosyreresten i posisjon 208 (posisjon 186 i sekvensen uten
signalpeptid) er ikke en glutamatrest; aminosyreresten i posisjon 207 (posisjon 190 i
sekvensen uten signalpeptid) er ikke en prolinrest; aminosyreresten i posisjon 216
(posisjon 194 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en aspartatrest; aminosyreresten i
posisjon 217 (posisjon 195 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en fenylalaninrest;
aminosyreresten i posisjon 223 (posisjon 201 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
treoninrest; aminosyreresten i posisjon 225 (posisjon 203 i sekvensen uten signal-
peptid) er ikke en valin- eller alaninrest; aminosyreresten i posisjon 226 (posisjon 204 i
sekvensen uten signalpeptid) er ikke en valinrest; aminosyreresten i posisjon 228
(posisjon 206 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en tryptofan- eller glutaminrest;
aminosyreresten i posisjon 229 (posisjon 207 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
glutamatrest; aminosyreresten i posisjon 231 (posisjon 209 i sekvensen uten signal-
peptid) er ikke en treoninrest; aminosyreresten i posisjon 240 (posisjon 218 i sekvensen
uten signalpeptid) er ikke en glycinrest; aminosyreresten i posisjon 251 (posisjon 229 i
sekvensen uten signalpeptid) er ikke en serinrest; aminosyreresten i posisjon 254
(posisjon 232 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en valinrest; aminosyreresten i
posisjon 269 (posisjon 247 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en argininrest;
aminosyreresten i posisjon 277 (posisjon 255 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
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cystein-, leucin- eller histidinrest; aminosyreresten i posisjon 280 (posisjon 258 i
sekvensen uten signalpeptid) er ikke en prolinrest; aminosyreresten i posisjon 295
(posisjon 273 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en fenylalaninrest; aminosyre-
resten i posisjon 297 (posisjon 275 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en lysin-
rest; aminosyreresten i posisjon 298 (posisjon 276 i sekvensen uten signalpeptid) er
ikke en treoninrest; aminosyreresten i posisjon 300 (posisjon 278 i sekvensen uten
signalpeptid) er ikke en tyrosin- eller alaninrest; aminosyreresten i posisjon 301
(posisjon 279 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en valin-, treonin- eller
isoleucinrest; aminosyreresten i posisjon 303 (posisjon 281 i sekvensen uten
signalpeptid) er ikke en aspiratrest; aminosyreresten i posisjon 304 (posisjon 282 i
sekvensen uten signalpeptid) er ikke en lysinrest; aminosyreresten i posisjon 305
(posisjon 283 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en prolinrest; aminosyreresten i
posisjon 312 (posisjon 290 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en valinrest;
aminosyreresten i posisjon 313 (posisjon 291 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
serin- eller leucinrest; aminosyreresten i posisjon 317 (posisjon 295 i sekvensen uten
signalpeptid) er ikke en lysinrest; aminosyreresten i posisjon 332 (posisjon 310 i
sekvensen uten signalpeptid) er ikke en argininrest; aminosyreresten i posisjon 333
(posisjon 311 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en cystein-, glysin- eller
leucinrest; aminosyreresten i posisjon 334 (posisjon 312 i sekvensen uten signalpeptid)
er ikke en leucinrest; aminosyreresten i posisjon 340 (posisjon 318 i sekvensen uten
signalpeptid) er ikke en aspartatrest; aminosyreresten i posisjon 345 (posisjon 323 i
sekvensen uten signalpeptid) er ikke en arginin- eller glutamatrest; aminosyreresten i
posisjon 354 (posisjon 332 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en treoninrest;
aminosyreresten i posisjon 360 (posisjon 338 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
aspartatrest; aminosyreresten i posisjon 361 (posisjon 339 i sekvensen uten signal-
peptid) er ikke en treonin- eller isoleucinrest; aminosyreresten i posisjon 377 (posisjon
355 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en leucinrest; aminosyreresten i posisjon 380
(posisjon 358 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en metioninrest; aminosyreresten i
posisjon 383 (posisjon 361 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en valinrest;
aminosyreresten i posisjon 384 (posisjon 362 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
valinrest;

aminosyreresten i posisjon 387 (posisjon 365 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
argininrest; aminosyreresten i posisjon 388 (posisjon 366 i sekvensen uten signal-
peptid) er ikke en leucinrest; aminosyreresten i posisjon 395 (posisjon 373 i sekvensen
uten signalpeptid) er ikke en leucinrest; aminosyreresten i posisjon 397 (posisjon 375 i
sekvensen uten signalpeptid) er ikke en cystein- eller histidinrest; aminosyreresten i
posisjon 398 (posisjon 376 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en alaninrest;
aminosyreresten i posisjon 401 (posisjon 379 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
treoninrest; aminosyreresten i posisjon 405 (posisjon 383 i sekvensen uten signal-
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peptid) er ikke en serin- eller valinrest; aminosyreresten i posisjon 406 (posisjon 384 i
sekvensen uten signalpeptid) er ikke en leucinrest; aminosyreresten i posisjon 412
(posisjon 390 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en glycinrest; aminosyreresten i
posisjon 416 (posisjon 394 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en leucinrest;
aminosyreresten i posisjon 417 (posisjon 395 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
alaninrest; aminosyreresten i posisjon 420 (posisjon 398 i sekvensen uten signalpeptid)
er ikke en metioninrest; aminosyreresten i posisjon 423 (posisjon 401 i sekvensen uten
signalpeptid) er ikke en serinrest; aminosyreresten i posisjon 426 (posisjon 404 i
sekvensen uten signalpeptid) er ikke en serinrest; aminosyreresten i posisjon 429
(posisjon 407 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en alaninrest; aminosyreresten i
posisjon 430 (posisjon 408 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en metioninrest;
aminosyreresten i posisjon 432 (posisjon 410 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
cystein- eller aspartatrest; aminosyrerest i posisjon 434 (posisjon 412 i sekvensen uten
signalpeptid) er ikke en prolinrest; aminosyrerest i posisjon 435 (posisjon 413 i
sekvensen uten signalpeptid) er ikke en lysinrest; aminosyrerest i posisjon 442
(posisjon 420 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en histidinrest; aminosyrerest i
posisjon 451 (posisjon 429 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en prolinrest;
aminosyrerest i posisjon 456 (posisjon 434 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
histidin- eller cysteinrest; aminosyrerest i posisjon 458 (posisjon 436 i sekvensen uten
signalpeptid) er ikke en lysinrest; aminosyrerest i posisjon 460 (posisjon 438 i
sekvensen uten signalpeptid) er ikke en argininrest; aminosyrerest i posisjon 461
(posisjon 439 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en serin- eller aspartatrest;
aminosyrerest i posisjon 462 (posisjon 440 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
tryptofan- eller argininrest; aminosyrerest i posisjon 465 (posisjon 443 i sekvensen uten
signalpeptid) er ikke en metionin- eller leucinrest; aminosyrerest i posisjon 472
(posisjon 450 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en leucinrest; aminosyrerest i
posisjon 473 (posisjon 451 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en treoninrest;
aminosyrerest i posisjon 474 (posisjon 452 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
treoninrest; aminosyrerest i posisjon 479 (posisjon 457 i sekvensen uten signalpeptid)
er ikke en serinrest; aminosyrerest i posisjon 482 (posisjon 460 i sekvensen uten
signalpeptid) er ikke en lysin- eller glycinrest; aminosyrerest i posisjon 484 (posisjon
462 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en leucinrest; aminosyrerest i posisjon 495
(posisjon 473 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en serinrest; aminosyrerest i
posisjon 496 (posisjon 474 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en fenylalaninrest; og
aminosyrerest i posisjon 497 (posisjon 475 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
argininrest.

[0022] Nar et STNALP anvendes i de beinsgkende sALP-ene ifalge den
foreliggende oppfinnelsen, ved hjelp av nummereringen av den humane TNALP-
sekvensen, er aminosyren i posisjon 17 ogsa naermere bestemt ikke en fenylalanin-
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rest; aminosyren i posisjon 28 (posisjon 11 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
cysteinrest; aminosyren i posisjon 33 (posisjon 16 i sekvensen uten signalpeptid) er
ikke en valinrest; aminosyren i posisjon 37 (posisjon 20 i sekvensen uten signalpeptid)
er ikke en prolinrest: aminosyren i posisjon 40 (posisjon 23 i sekvensen uten signal-
peptid) er ikke en valinrest; aminosyreresten i posisjon 51 (posisjon 34 i sekvensen
uten signalpeptid) er ikke en serin- eller valinrest; aminosyreresten i posisjon 62
(posisjon 45 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en leucin-, isoleucin- eller
valinrest; aminosyreresten i posisjon 63 (posisjon 46 i sekvensen uten signalpeptid) er
ikke en valinrest; aminosyreresten i posisjon 68 (posisjon 51 i sekvensen uten
signalpeptid) er ikke en metioninrest; aminosyreresten i posisjon 71 (posisjon 54 i
sekvensen uten signalpeptid) er ikke en cystein-, serin-, prolin- eller histidinrest;
aminosyreresten i posisjon 72 (posisjon 55 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
treoninrest; aminosyreresten i posisjon 75 (posisjon 58 i sekvensen uten signalpeptid)
er ikke en serinrest; aminosyreresten i posisjon 76 (posisjon 59 i sekvensen uten
signalpeptid) er ikke en asparaginrest; aminosyreresten i posisjon 100 (posisjon 83 i
sekvensen uten signalpeptid) er ikke en metioninrest; aminosyreresten i posisjon 108
(posisjon 89 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en leucinrest; aminosyreresten i
posisjon 111 (posisjon 94 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en treoninrest;
aminosyreresten i posisjon 112 (posisjon 95 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
serinrest; aminosyreresten i posisjon 114 (posisjon 97 i sekvensen uten signalpeptid) er
ikke en glycinrest; aminosyreresten i posisjon 116 (posisjon 99 i sekvensen uten
signalpeptid) er ikke en serin- eller treoninrest; aminosyreresten i posisjon 120
(posisjon 103 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en argininrest; aminosyreresten i
posisjon 123 (posisjon 106 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en aspartatrest;
aminosyreresten i posisjon 128 (posisjon 111 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
metioninrest; aminosyreresten i posisjon 129 (posisjon 112 i sekvensen uten signal-
peptid) er ikke en argininrest; aminosyreresten i posisjon 132 (posisjon 115 i sekvensen
uten signalpeptid) er ikke en treonin- eller valinrest; aminosyreresten i posisjon 134
(posisjon 117 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en histidin- eller asparaginrest;
aminosyreresten i posisjon 136 (posisjon 119 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
histidinrest; aminosyreresten i posisjon 148 (posisjon 131 i sekvensen uten signal-
peptid) er ikke en alanin- eller isoleucinrest; aminosyreresten i posisjon 162 (posisjon
145 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en serin- eller valinrest; aminosyreresten i
posisjon 167 (posisjon 150 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en metioninrest;
aminosyreresten i posisjon 170 (posisjon 153 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
aspartatrest; aminosyreresten i posisjon 171 (posisjon 154 i sekvensen uten signal-
peptid) er ikke en tyrosin- eller argininrest; aminosyreresten i posisjon 176 (posisjon
159 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en treoninrest; aminosyreresten i posisjon
177 (posisjon 160 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en treoninrest; aminosyre-
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resten i posisjon 179 (posisjon 162 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en treonin-
rest; aminosyreresten i posisjon 181 (posisjon 164 i sekvensen uten signalpeptid) er
ikke en leucinrest; aminosyreresten i posisjon 184 (posisjon 167 i sekvensen uten
signalpeptid) er ikke en tryptofanrest; aminosyreresten i posisjon 189 (posisjon 172 i
sekvensen uten signalpeptid) er ikke en glutamatrest; aminosyreresten i posisjon 191
(posisjon 174 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en lysin- eller glycinrest;
aminosyreresten i posisjon 192 (posisjon 175 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
treoninrest; aminosyreresten i posisjon 193 (posisjon 176 i sekvensen uten signal-
peptid) er ikke en alaninrest; aminosyreresten i posisjon 201 (posisjon 184 i sekvensen
uten signalpeptid) er ikke en tyrosinrest; aminosyreresten i posisjon 203 (posisjon 186 i
sekvensen uten signalpeptid) er ikke en glutamatrest; aminosyreresten i posisjon 207
(posisjon 190 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en prolinrest; aminosyreresten i
posisjon 211 (posisjon 194 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en aspartatrest;
aminosyreresten i posisjon 212 (posisjon 195 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
fenylalaninrest; aminosyreresten i posisjon 218 (posisjon 201 i sekvensen uten
signalpeptid) er ikke en treoninrest; aminosyreresten i posisjon 220 (posisjon 203 i
sekvensen uten signalpeptid) er ikke en valin- eller alaninrest; aminosyreresten i
posisjon 221 (posisjon 204 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en valinrest;
aminosyreresten i posisjon 223 (posisjon 206 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
tryptofan- eller glutaminrest; aminosyreresten i posisjon 224 (posisjon 207 i sekvensen
uten signalpeptid) er ikke en glutamatrest; aminosyreresten i posisjon 226 (posisjon
209 i1 sekvensen uten signalpeptid) er ikke en treoninrest; aminosyreresten i posisjon
235 (posisjon 218 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en glycinrest; aminosyreresten
I posisjon 246 (posisjon 229 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en serinrest;
aminosyreresten i posisjon 249 (posisjon 232 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
valinrest; aminosyreresten i posisjon 264 (posisjon 247 i sekvensen uten signalpeptid)
er ikke en argininrest; aminosyreresten i posisjon 272 (posisjon 255 i sekvensen uten
signalpeptid) er ikke en cystein-, leucin- eller histidinrest; aminosyreresten i posisjon
275 (posisjon 258 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en prolinrest; aminosyreresten
I posisjon 289 (posisjon 272 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en fenylalanin-
rest; aminosyreresten i posisjon 291 (posisjon 274 i sekvensen uten signalpeptid) er
ikke en lysinrest; aminosyreresten i posisjon 292 (posisjon 275 i sekvensen uten
signalpeptid) er ikke en treoninrest; aminosyreresten i posisjon 294 (posisjon 277 i
sekvensen uten signalpeptid) er ikke en tyrosin- eller alaninrest; aminosyreresten i
posisjon 295 (posisjon 278 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en valin-, treonin-
eller isoleucinrest; aminosyreresten i posisjon 297 (posisjon 280 i sekvensen uten
signalpeptid) er ikke en aspiratrest; aminosyreresten i posisjon 298 (posisjon 281 i
sekvensen uten signalpeptid) er ikke en lysinrest; aminosyreresten i posisjon 299
(posisjon 282 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en prolinrest; aminosyreresten i
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posisjon 306 (posisjon 289 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en valinrest;
aminosyreresten i posisjon 307 (posisjon 290 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
serin- eller leucinrest; aminosyreresten i posisjon 311 (posisjon 294 i sekvensen uten
signalpeptid) er ikke en lysinrest; aminosyreresten i posisjon 326 (posisjon 309 i
sekvensen uten signalpeptid) er ikke en argininrest; aminosyreresten i posisjon 327
(posisjon 310 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en cystein-, glysin- eller
leucinrest; aminosyreresten i posisjon 328 (posisjon 311 i sekvensen uten signalpeptid)
er ikke en leucinrest; aminosyreresten i posisjon 334 (posisjon 317 i sekvensen uten
signalpeptid) er ikke en aspartatrest; aminosyreresten i posisjon 339 (posisjon 322 i
sekvensen uten signalpeptid) er ikke en arginin- eller glutamatrest; aminosyreresten i
posisjon 348 (posisjon 331 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en treoninrest;
aminosyreresten i posisjon 354 (posisjon 337 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
aspartatrest; aminosyreresten i posisjon 355 (posisjon 338 i sekvensen uten signal-
peptid) er ikke en treonin- eller isoleucinrest; aminosyreresten i posisjon 371 (posisjon
354 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en leucinrest; aminosyreresten i posisjon 374
(posisjon 357 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en metioninrest; aminosyreresten i
posisjon 377 (posisjon 360 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en valinrest;
aminosyreresten i posisjon 378 (posisjon 361 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
valinrest; aminosyreresten i posisjon 381 (posisjon 364 i sekvensen uten signalpeptid)
er ikke en argininrest; aminosyreresten i posisjon 382 (posisjon 365 i sekvensen uten
signalpeptid) er ikke en leucinrest; aminosyreresten i posisjon 389 (posisjon 372 i
sekvensen uten signalpeptid) er ikke en leucinrest; aminosyreresten i posisjon 391
(posisjon 374 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en cystein- eller histidinrest;
aminosyreresten i posisjon 392 (posisjon 375 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
alaninrest; aminosyreresten i posisjon 395 (posisjon 378 i sekvensen uten signalpeptid)
er ikke en treoninrest; aminosyreresten i posisjon 399 (posisjon 382 i sekvensen uten
signalpeptid) er ikke en serin- eller valinrest; aminosyreresten i posisjon 400 (posisjon
383 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en leucinrest; aminosyreresten i posisjon 406
(posisjon 389 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en glycinrest; aminosyreresten i
posisjon 410 (posisjon 393 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en leucinrest;
aminosyreresten i posisjon 411 (posisjon 394 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
alaninrest; aminosyreresten i posisjon 414 (posisjon 397 i sekvensen uten signalpeptid)
er ikke en metioninrest; aminosyreresten i posisjon 417 (posisjon 400 i sekvensen uten
signalpeptid) er ikke en serinrest; aminosyreresten i posisjon 420 (posisjon 403 i
sekvensen uten signalpeptid) er ikke en serinrest; aminosyreresten i posisjon 423
(posisjon 406 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en alaninrest; aminosyreresten i
posisjon 424 (posisjon 407 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en metioninrest;
aminosyreresten i posisjon 426 (posisjon 409 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
cystein- eller aspartatrest; aminosyrerest i posisjon 428 (posisjon 411 i sekvensen uten
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signalpeptid) er ikke en prolinrest; aminosyrerest i posisjon 429 (posisjon 412 i
sekvensen uten signalpeptid) er ikke en lysinrest; aminosyrerest i posisjon 436
(posisjon 419 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en histidinrest; aminosyrerest i
posisjon 445 (posisjon 428 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en prolinrest;
aminosyrerest i posisjon 450 (posisjon 433 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
histidin- eller cysteinrest; aminosyrerest i posisjon 452 (posisjon 435 i sekvensen uten
signalpeptid) er ikke en lysinrest; aminosyrerest i posisjon 454 (posisjon 437 i
sekvensen uten signalpeptid) er ikke en argininrest; aminosyrerest i posisjon 455
(posisjon 438 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en serin- eller aspartatrest;
aminosyrerest i posisjon 456 (posisjon 439 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
tryptofan- eller argininrest; aminosyrerest i posisjon 459 (posisjon 442 i sekvensen uten
signalpeptid) er ikke en metionin- eller leucinrest; aminosyrerest i posisjon 466
(posisjon 449 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en leucinrest; aminosyrerest i
posisjon 467 (posisjon 450 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en treoninrest;
aminosyrerest i posisjon 468 (posisjon 451 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
treoninrest; aminosyrerest i posisjon 473 (posisjon 456 i sekvensen uten signalpeptid)
er ikke en serinrest; aminosyrerest i posisjon 476 (posisjon 459 i sekvensen uten
signalpeptid) er ikke en lysin- eller glycinrest; aminosyrerest i posisjon 478 (posisjon
461 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en leucinrest; aminosyrerest i posisjon 489
(posisjon 472 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en serinrest; aminosyrerest i
posisjon 490 (posisjon 473 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en fenylalaninrest; og
aminosyrerest i posisjon 491 (posisjon 474 i sekvensen uten signalpeptid) er ikke en
argininrest. | andre spesifikke utfarelsesformer er én eller flere av X-ene definert som a
veere en hvilken som helst av aminosyrene funnet i den posisjonen i sekvensene til
samstillingene eller en rest som utgjar en konservert eller delvis konservert substitusjon
av en hvilken som helst av disse aminosyrene. | andre spesifikke utfgrelsesformer er X-
ene definert som a veere en hvilken som helst av aminosyrene funnet i den posisjonen i
sekvensene av samstillingen. F.eks. er aminosyreresten i posisjon 51 (posisjon 34 i
sekvensen uten signalpeptid) en alanin- eller valinrest; aminosyreresten i posisjon 177
(posisjon 160 i sekvensen uten signalpeptid) er en alanin- eller serinrest; aminosyre-
resten i posisjon 212 (posisjon 195 i sekvensen uten signalpeptid) er en isoleucin- eller
valinrest; aminosyreresten i posisjon 291 (posisjon 274 i sekvensen uten signalpeptid)
er en glutaminsyre- eller en asparaginsyrerest; og aminosyreresten i posisjon 374
(posisjon 357 i sekvensen uten signalpeptid) er en valin- eller isoleucinrest.

[0023] | spesifikke utfgrelsesformer bestar SALP-fragmentet i det beinsgkende
fusjonsproteinet i foreliggende oppfinnelse av et hvilket som helst av fragmentene av
en konsensussekvens avledet fra en samstilling av humane ALP-isozymer og TNALP-
er fra forskjellige pattedyrarter som tilsvarer aminosyrerestene 18-498, 18-499, 18-500,
18-501, 18-502, 18-503, 18-504, eller 18 til 505 av human TNALP. Disse konsensus-
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fragmentene er aminosyrerestene 23 til 508, 23 til 509, 23 til 510, 23 til 511, 23 til 512,
23 til 513, 23 til 514 og 23 til 515 i SEQ ID NO: 15 respektive. | disse konsensus-
fragmentene er X en hvilken som helst aminosyre bortsett fra en aminosyre som
tilsvarer en patologisk mutasjon i den posisjonen til humant TNALP som rapportert i
tabell 1. I andre spesifikke utfgrelsesformer er disse konsensusfragmentene aminosyre-
restene henholdsvis 23 til 508, 23 til 509, 23 til 510, 23 til 511, 23 til 512, 23 til 513, 23
til 514 og 23 til 5151 SEQ ID NO: 18. I disse konsensusfragmentene er X en hvilken
som helst aminosyre funnet i denne posisjonen i ALP-en av enten én av artene og
humane ALP-isozymer av samstillingen som konsensusen avledes fra, men er ikke en
aminosyre som tilsvarer en patologisk mutasjon ved den posisjonen for human TNALP
som rapportert i tabell 1 (se figur 30).

[0024] | andre spesifikke utfarelsesformer bestar sSALP-fragmentet i det
beinsgkende fusjonsproteinet ifglge foreliggende oppfinnelse av en hvilken som helst
av fragmentene av en konsensussekvens avledet fra en samstilling av TNALP-er fra
forskjellige pattedyrarter som tilsvarer aminosyrerestene 18-498, 18-499, 18-500, 18-
501, 18-502, 18-503, 18-504, og 18 til 505 av human TNALP. Disse konsensus-
fragmentene er aminosyrerestene 18-498, 18-499, 18-500, 18-501, 18-502, 18-503, 18-
504, og 18 til 505 i SEQ ID NO: 16. | disse konsensusfragmentene er X en hvilken som
helst aminosyre som tilsvarer en patologisk mutasjon i den posisjonen av human
TNALP som rapportert i tabell 1. | andre spesifikke utfgrelsesformer er disse
konsensusfragmentene aminosyrerestene 18-498, 18-499, 18-500, 18-501, 18-502, 18-
503, 18-504, og 18 til 505 i SEQ ID NO: 19. | disse konsensusfragmentene er X en
hvilken som helst aminosyre funnet i den posisjonen i TNALP av enten én av artene av
samstillingen konsensusen er avledet fra, men er ikke en aminosyre som tilsvarer en
patologisk mutasjon ved den posisjonen for human TNALP som rapportert i tabell 1
(se figur 31).



[0025]

Ekson

Base-endring

C.-195C>T

c.17T>A

c.50C>T
c.83A>G
c.98C>T
c.110T>C
c.119C>T

c.132C>T

c.151G>T
€.152G>T

C.184A>T

c.184A>G
c.186G>C
c.167G>C

15

Tabell 1: Patologiske mutasjoner i human TNALP

Aminosyre-endring

Ikke-standardisert

nomenklatur

IL-12X

S-1F
Y11C
AleV
L20P
A23V

Q27X

A34S
A34V

M45L

M45V
M451
G46R

Standardisert
nomenklatur

p.L6X

p.S17F
p.Y28C
p.A33V
p.L37P
p.A40V

p.Q44X
p.A51S
p.A51V
p.M62L

p.M62V
p.M621l
p.G63R

Totalt antall mutasjoner 188

Referanse

Taillandier et al. 2000

Taillandier et al. 2000

Mornet et al. 1998
Taillandier et al. 2001
Henthorn et al. 1992
Versailles lab oct. 2003
Mornet et al. 1998

Momet E, upublisert

Mumm et al. 2002
Taillandier et al. 2001

Taillandier et al. 1999

Spentchian et al. 2003
Taillandier et al.2005
Spentchian et al. 2003

Pasientens
kliniske
tilstand

perinatal

barn-dommen

infantil
infantil
barn-dommen
perinatal

perinatal
perinatal

infantil

infantil
infantil

infantil
barn-dommen

infantil

Pasientens
genotype

C.-
195C>T/C184
Y

L-12X/?

S-1F/G58S
Y11C/R119H
Al16V/Y419H
L20/P1L20P
A23V/G456S

Q27X/c.662in
sG

A34S/T117H
A34VIV442M

M45L/c.1172d
elC

M45V/M45V
M451/E174K
G46R/G46R

VE-KT-
%

19,0
7,2

2,3

27,4

0

ref.

N | [

=

=

E.col

na

na

na

NO/EP2368999

Pavirker
transkrip-
sjonsstart-setet

Non-sense-
mutasjon

Non-sense-
mutasjon



Ekson

e LR L L SRR R

IVS4

Base-endring

.188G>T
€.203C>T
c.211C>T
c.211C>A
€.212G>C
€.212G>A
€.219T>C
€.223G>A
C.227A>G

€.298-2A>G

€.299C>T

¢.303_311del

€.323C>T

c.331G>A
c.334G>A
c.340G>A

€.341C>G

Aminosyre-endring

Ikke-standardisert

nomenklatur
G46V

T51M

R54C

R54S

R54P

R54H

I55T

G58S

Q59R

T83M

N85_N87del

PIO1L

AT
G95S
A9TT

A97G

Standardisert
nomenklatur

p.G63V
p.T68M
p.R71C
p.R71S
p.R71P
p.R71H
p.172T

p.G75S
p.Q76R

p.T100M

p.N102_N
104del

p.P108L

p.ALLLT
p.G112S
p.A114T

p.A114G
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Totalt antall mutasjoner 188

Referanse

Lia-Baldini et al. 2001
Orimo et al. 2002
Henthom et al. 1992
Orimo et al. 2002
Henthorn et al. 1999
Taillandier et al. 2001
Versailles lab oct. 2004
Mornet et al. 1998
Mornet et al. 2001

Taillandier et al. 2000

Mornet et al. 2001

Versailles lab Jul 2007

Herasse et al. 2003

Goseki-Sone et al. 1998

Witters et al. 2004
Mumm et al. 2001

Draguet et al. 2004

Pasientens
kliniske
tilstand

infantil
barn-dommen
infantil
barn-dommen
perinatal
perinatal
odonto
infantil

infantil

perinatal

infantil

perinatal

odonto

odonto
infantil

infantil

perinatal

Pasientens
genotype

G46V/N
T51M/A160T
R54C/D277A
R54S/?
R54P/Q190P
A23V/R54H
I55T/N
S-1F/G58S
Q59R/T117N

€.298-
2A>G/c.997+3
A>C

T83M/E174K
€.303_311del/
G474R
P91L/N

A94T/?
G95S/R374C
A97T/D277A

A97G+¢.348
349insACCGT

VE-KT-
%

0,8
5,2

29

3,5

0,4

B |I:“ I | lw

pub.

E.col
i

Denne

mutasjonen

na | pavirker

spleisingen og
ikke kodingen

na Sletting

NO/EP2368999



Ekson |Base-endring

5 c.348_349ins
A CCGTC

5 €.346G>T

5 €.346G>A

5 c.358G>A

5 €.368C>A

5 €.382G>A

5 €.385G>A

5 .388_391del
G TAA

5 €.389delT

5 €.392delG

5 c.394G>A

5 €.395C>T

5 c.400_401AC
>CA

5 c.401C>A

Aminosyre-endring

Ikke-standardisert
nomenklatur

A99S
A99T

G103R

A106D

V111M

G112R

Al115T
Al15V

T117H

T117N

Standardisert
nomenklatur

p.A116S
p.A116T

p.G120R

p.A123D

p.V128M

p.G129R

p.A132T
p.A132V

p.T134H

p.T134N

17

Totalt antall mutasjoner 188

Referanse

Draguet et al. 2004

Versailles lab Jul 2007
Hu et al. 2000

Mornet et al. 1998

Spentchian et al. 2006

Mumm et al. 2002

Momet et al. 1998

Spentchian et al. 2003

Spentchian et al. 2003

Mumm et al. 2002

Versailles lab Jul 2006
Watanabe et al. 2001

Mumm et al. 2002

Taillandier et al. 2000

Pasientens
kliniske
tilstand

perinatal
voksen
voksen

perinatal

perinatal

perinatal
perinatal

perinatal

perinatal

perinat/
sped-barn

voksen

voksen
perinatal

perinatal

Pasientens
genotype %

C /G309R

A97G+c.348
349insACCGT
C /G309R

A99S/N400S
A99T/N 0,8

G103R/648+1
G>A

A106D/S249_
H250del

V111M/R206
w

G112R/G474 R

E294K/388_3
91delGTAA

€.369delT/c.3
89delT

€.392delG/A3
31T

Al15T/E174K
Al115V/?

T117H/F310d
el

T117N/T117N |20,5

16,9

VE-KT-

ref.

[[e8)

E.col

i
To missense-

na mutasjoner og
Innfgring

+

+

+

+
Leseramme-

na .
mutasjon
Leseramme-

na ’
mutasjon
Leseramme-

na .
mutasjon
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Totalt antall mutasjoner 188

. . E.col
Aminosyre-endring Pasientens . :

. > Pasientens VE-KT- !

Ekson |Base-endring - - Referanse kliniske o ref.
Ikke-standardisert | Standardisert tilstand genotype Yo
nomenklatur nomenklatur
5 c.408C>T R119C p.R136C Versailles lab oct. 2003 | odonto R119C/R119 H -
5 c.407G>A R119H p.R136H Taillandier et al. 1999 | infantil R119H/G145V 33,4 1 -
5 C.442A>G T131A p.T148A Michigami et al. 2005 perinatal T131A/? -
5 c.443C>T T131l p.T148I Spentchian et al. 2003 infantil T1311/G145S -
6 .480delT Versailles lab. Jan. 2008 | perinatal gé\?\? delT/R2 na |sletting
6 c.484G>A G145S p.G162S Spentchian et al. 2003 infantil T1311/G145S +
6 c.485G>T G145V p.G162V Taillandier et al. 1999 infantil R119H/G145V (1,3 1 +
6 ¢.500C>T T150M p.T167M Versailles lab oct. 2003 | infantil T150M/E174K |0 +
6 ¢.508A>G N153D p.N170D Momet et al. 1998 perinatal N153D/N153 D |0 13
6 c.511C>T H154Y p.H171Y Taillandier et al. 1999 | infantil H154Y/E174K 2,1 1 -
6 €.512A>G H154R p.H171R Mornet E, upublisert voksen H154R/E174K -
6 €.526G>A Al159T p.Al76T Taillandier et al. 2000 barndommen |A159T/R229S |45,4 5 +
6 €.529G>A A160T p.AL77T Goseki-Sone et al. 1998 |voksen A160T/F310L (83,8 4 -
6 €.535G>A Al162T p.Al79T Weiss et al. 1988 perinatal Al162T/A162T |18 6 +
6  c542C>T  SieAL p.S181 L Lia-Baldini et al. 2001 | infantil )5164'-/ delexizly 3 3 .
6 c.544delG Taillandier et al. 1999 perinatal G232V/544del na Lesergmme-
G mutasjon

6 ¢.550C>T R167W p.R184W Mornet et al. 1998 perinatal )R(167W/W253 0,6 3 +
6 c.567C>A D172E p.D189E Spentchian et al. 2003 | perinatal D172E/D172E -

6 c.568_570del |N173del p.N190del Michigami et al. 2005 perinatal €.1559delT/N - Sletting av 1



Aminosyre-endring

Ekson |Base-endring

| OO OO O

IVS6

IVS6

IVS6

Standardisert
nomenklatur

Ikke-standardisert
nomenklatur

A AC

c.571G>A E174K p.E191K
c.572A>G E174G p.E191G
c.575T>C M175T p.M192T
c.577C>G IP176A p.P193A
€.602G>A C184Y p.C201Y
€.609C>G D186E p.D203E
€.620A>C Q190P p.Q207P
€.631A>G N194D p.N211D
C.634A>T 1195F p.1212F
€.848+1G>T

C.648+1G>A

c.649-

1 3delinsAA

€.653T>C 1201T p.1218T
859G>T G203V p.G220V

19

Totalt antall mutasjoner 188

Referanse

Henthom et al. 1992

Goseki-Sone et al, 1998

Versailles lab Jul 2007
Mumm et al. 2002

Taillandier et al. 1999

Versailles lab oct. 2004
Henthorn et al. 1992
Taillandier et al. 2001
Souka et al. 2002

Brun-Heath et al.2005

Mornet et al, 1998

Versailles lab Jul 2006

Utsch et al., 2005.
contact?

Taillandier et al. 2001

Pasientens
kliniske
tilstand

infantil
odonto
infantil
voksen

perinatal

perinatal
perinatal
infantil

perinatal

perinatal

perinatal

perinatal

perinatal

odonto

Pasientens
genotype %

173del
E174K/D361V 88,0

174G/c.1559
delT

M175T/E294K
A97T/P176A

C.-
195C>T/C184
Y

D186E/D186E
R54/Q190P
A99T/N194D
I1195F/E337D

C.648+1G>T/
D277A

G103R/c.648+
1G>A

€.649-

1 3delinsAA/c
.649-

1 3delinsAA

1201T/R374C |3,7

E174K/G203V

VE-KT-

E.col

i
ref.

na

upub. |-

NO/EP2368999

a.a.

Pavirker
spleisingen

Pavirker
spleisingen

Leseramme-
mutasjon



Ekson |Base-endring

~N N~~~

N~~~

659G>C

662insG

€.662delG

C.662G>T
c.667C>T

€.668G>A
€.670A>G

c.677T>C

C.704A>G
c.738G>T
C.746G>T
c.971A>G

€.797_802del
del

c.809G>A
c.814C>T
c.815G>T

c.815G>A

Aminosyre-endring

Ikke-standardisert

nomenklatur
G203A

G204V
R206W
R206Q
K207E

M209T

E218G
R229S

G232V
K247R

$249_H250del

W253X
R255C
R255L

R255H

Standardisert
nomenklatur

p.G220A

p.G221V
p.R223W
p.R223Q
p.K224E

p.M226T

p.E235G
p.R246S
p.G249V
p.K264R

p.S266_H
267del

p.W270X
p.R272C
p.R272L

p.R272H

20

Totalt antall mutasjoner 188

Referanse

Spentchian et al. 2003

Mornet E, upublisert

Spentchian et al. 2003

Versadies lab oct. 2004
Momet et al. 1998
Mumm et al. 2002
Mochizuki et al. 2000

Baumgartner-Sigl et al.
2007

Taillandier et al. 2001
Taillandier et al. 2000
Fedde et al. 1996
Versailles lab Jan.2007

Spentchian et al. 2006

Mornet et al. 1998

Spentchian et al. 2006

Spentchian et al. 2003

Brun-Heath et al. 2005

Pasientens
kliniske
tilstand

perinatal

perinatal

perinatal

perinatal
perinatal
perinatal

infantil
infantil

voksen
barn-dommen
perinatal

perinatal

perinatal

perinatal
perinatal
perinatal

infantil

Pasientens
genotype

G203A/G203 A
Q27X/662ins G
R255L /c.662del
G
G204V/IM338 T
R206W/?
R206Q/sletting
K207E/G409C

M209T/T 354l

E218G/A382S
A159T/R229S
G232V/IN
K247R/D361V

A106D/S249
H250del

R167W/W253
X

R255C/T117H

R255L/c.662d
elG

R255H/R255 H

VE-KT-
%

2,8

43

3,6
44
34,5

6,8

ref.

[e¥]

I~

W | o

E.col
i

na

na

na

Leseramme-
mutasjon

Leseramme-
mutasjon

Sletting av 2
a.a.

Non-sense-
mutasjon

NO/EP2368999



Ekson |Base-endring

€.824T>C

€.853_854ins
G ATC

€.862+5G>A

.885C>T
c.871G>A

c.871G>T

c.874C>A

c.876_881del
AGGGA

€.880G>T
c.881A>C
€.883A>G

€.884T>C

c.885G>A
€.889T>G
c.892G>A

c.896T>C
C.I17TA>T

Aminosyre-endring

Ikke-standardisert

nomenklatur
L258P

Y268X

L272F
E274K

E274X
P275T
G276_D277del

D277Y
D277A
M278V

M278T

M2781
Y280D
E281K

L282P
D289V

Standardisert

nomenklatur
p.L275P

p.Y285X

p.L289F
p.E291K

p.E291X

p.P292T

p.D294Y
p.D294A
p.M295V

p.M295T

p.M2951
p.Y297D
p.E298K

p.L299P
p.D306V

21

Totalt antall mutasjoner 188

Referanse

Orimo et al. 2002

Michigami et al. 2005

Taillandier et al. 1999

Sugimoto et al. 1998
Mornet et al. 1998

Taillandier et al. 2000

Brun-Heath et al.

Spentchian et al. 2003

Taillandier et al. 2001
Henthorn et al. 1992
Mornet et al. 2001

Brun-Heath et al. 2005

Michigami et al. 2005

Brun-Heath et al. 2005

Orimo et al, 1994

Versailles lab oct. 2003
Taillandier et al. 1999

Pasientens
kliniske
tilstand

barn-dommen

perinatal

infantil

infantil

infantil
perinatal
infantil
perinatal

infantil
infantil

barn-dommen

perinatal

perinatal
barn-dommen
infantil

infantil

infantil

Pasientens
genotype

L258P/A160T

€1559delT/Y2
68X

€.862+5G>A/c
.862+5G>A

L272F/?
E174K/E274K

A94T/E274X
P275T/AL6V
G276_D277d

A159T/D277Y
R54C/D277A
E174K/M278V

M278T/R206
w

M278l1/c.1559
delT

R119H/Y 280D

E281K/1559d
elT

L282P/L282P
D289V/D289V

VE-KT-
%

3,3

50
8,3

4,0

el/c.962
delG

8,5

13

ref.

=N

| | |oco
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E.col

i
Non-sense-

na .
mutasjon
Pavirker

na .
spleisingen

) Non-sense-
mutasjon

+

na



Ekson |Base-endring

IVS9

IVS9

IVS9

IVS9

€.919C>T
€.920C>T

¢.928_929del
TC

c.931G>A

€.962delG

€.976G>C

c.981_983del
CTT

€.979T>G

¢.979_980TT
> GG

c.979T>C

c.982T>A

c.997+2T>A

€.997+2T>G

€.997+3A>C

€.998-1G>T

Aminosyre-endring

Ikke-standardisert

nomenklatur
P290S
P290L

E294K

G309R

F310del

F310C

F310G

F310L

F311L

Standardisert
nomenklatur

p.P307S
p.P307L

p.E311K

p.G326R
p.F327del
p.F327C
p.F327G
p.F327L

p.F328L

22

Totalt antall mutasjoner 188

Referanse

Versailles lab oct. 2004
Versailles lab Jul. 2006

Brun-Heath et al. 2005

Spentchian et al. 2003

Spentchian et al. 2003

Litmanovitz et al. 2002

Orimo et al. 1997

Mornet et al. 2001

Taillandier et al, 2001

Ozono et al, 1996

Michigami et al. 2005

Taillandier et al. 2000

Brun-Heath et al. 2005

Mornet et al. 1998

Taillandier et al. 2001

Pasientens
kliniske
tilstand

infantil

barndommen

perinatal

perinatal

perinatal
perinatal
infantil
perinatal
voksen

infantil

perinatal
ikke-letal

perinatal

perinatal

perinatal

perinatal

Pasientens
genotype %

P290S/M450T
P290L/S164L

T394A/c.928_
929deITC

E294K/c.388_3
91delGTAA

G276_D277d
el/c.962delG

G309R/E274K

F310del/c.155
9delT

T117N/F310C

-10

E174K/F310G
F310L/G439R |72
F311L/T83M |-10
€.997+2T>A/C

472S

€.997+2T>Gl/c.
997+2T>G

€.997+3A>C/c
997+3A>C

E174K/c.998-
1G>T

VE-KT-

ref.

E.col
i

na

na

na

na

Leseramme-
mutasjon

Leseramme-
mutasjon

Aminosyre-
sletting

Pavirker
spleisingen

Pavirker
spleisingen
Pavirker
spleisingen

Pavirker
spleisingen

NO/EP2368999



NO/EP2368999
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Totalt antall mutasjoner 188

Aminosyre-endring Pasientens . E.col
Ekson | Base-endring Referanse kliniske Pasientens VEKT- et !
Ikke-standardisert | Standardisert tilstand genotype %
nomenklatur nomenklatur
10 c.1001G>A |G317D p.G334D Greenberg et al. 1993 perinatal G317D/G317D |0 10
10 c.1015G>A |G322R p.G339R Mumm et al. 2002 perinatal G322R/A159T -
10 c.1016G>A |G322E p.G339E Versailles lab oct. 2004 |infantil G322E/V111 M -
10 €.10d2G>A | A331T p.A348T Taillandier et al. 2000 infantil E174K/A331T |33,2 5 -
10 2.|1044_1055d L332_A335del g'zla?;?g—As Spentchian et al. 2006 | perinatal éi:’;iﬁA:S%de” :.Iae.tting av4
10 €.1062G>C E337D p.E354D Souka et al. 2002 perinatal 1195F/E337D +
10 c.1064A>C M338T p.M355T Versailles lab oct. 2004 | perinatal G204VIM338 T -
10 c.1065G>A |M3381 p.M355I Versailles lab. Jan. 2008 | infantil M338I/R374C -
10 g.llégé_llmd S351del p.S368del Versailles lab oct. 2004 | perinatal gélféﬁl;?; Id gllaeltting avl
10 |c1112C>T  |T3541 p.T371I ?g‘g;“qa””er'sm' etal i fantl M209T/T3541 ;
10 c.1120G>A | V357M p.V374M Versailles lab oct. 2004 |voksen V357M/E281K +
10 c.1130C>T | A360V p.A377V Mornet et al. 2001 perinatal A360V/A360V +
10 c.1133A>T D361V p.D378V Henthom et al. 1992 infantil E174K/D361V |[1,2 3 +
10 c.1142A>G | H364R p.H381R Taillandier et al. 2000 infantil A23V/H364R +
10 c.1144G>A | V365l p.v382I Goseki-Sone et al. 1998 |barn-dommen |F310L/V3651 |0 11 +
10 c.1166C>T T3721 p.T389I Versailles lab oct 2004 | perinatal T3721/S351de |
10 c.1171C>T R374C p.R391C Zurutuza et al.1999 barn-dommen |E174K/R374C |10,3 1
10 c.1172G>A R374H p.R391H Orimo et al. 2002 barn-dommen |R374H/? 3,7 4 -
10 c.1172delC Taillandier et al. 1999 infantil JM45L/e.1172d Leseramme-

na .
elC mutasjon



Ekson |Base-endring

10
10
11
11
11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

c.1175G>C
€.1182T7>C
€.1195G>T
c.1196C>T
c.1199C>T

c.1214_1215d
el CA

c.1216
1219de
IGACA

c.1217A>G
€.1228T>C

c.1231A>G
c.1240C>A

€.1250A>G

c.1256delC

c.1258G>A
€.1268T>C

c.1270G>A

Aminosyre-endring

Ikke-standardisert
nomenklatur

G375A
1378T
A382S
A382V
P383L

D389G
F393L

T394A

L397M

N400S

G403S

V406A

V407M

Standardisert
nomenklatur

p.G392A
p.1395T
p.A399S
p.A399V
p.P400L

p.D406G
p.F410L

p.T411A
p.L414M

p.N417S

p.G420S
p.V423A

p.V424M

24

Totalt antall mutasjoner 188

Referanse

Versailles lab. Jan. 2008
Versailles lab Jul.
Taillandier et al. 2001
Spentchian et al. 2006
Spentchian et al. 2006

Versailles lab Jul. 2006

Brun-Heath et al. 2005

Taillandier et al. 2000
Versailles lab oct. 2004

Brun-Heath et al. 2005

Mumm et al. 2002

Sergl et al. 2001

Taillandier et al. 2000

Glaser et al. 2004

Traillandier et al. 2001

Versailles lab jan. 2007

Pasientens
kliniske
tilstand

perinatal
perinatal
voksen
voksen

infantil

voksen

perinatal
odonto.
infantil
perinatal
perinatal

perinatal

perinatal

perinatal
perinatal

voksen

Pasientens
genotype

G375A/R119 C
1378T/EL74K
E218G/A382S
A382VIAL6V
P383L/P383L
c.1214_1215d
elCA/E174K

€.1216 1219d
elGACA/?
D389G/R433 H
F393L/E174K

T394A/c.926_
927delTC

L397M/D277A
N400S/c.648+
1G>A

€.1256delC/?

G403S/G403 S

A99T/V406A

V407M/IV407
M

VE-KT-
%

14,9

0,3

3

0,4

15,7

ref.

upub

na

upub

N

Leseramme-
mutasjon

Leseramme-
mutasjon
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Ekson |Base-endring

11
11

11

11

11

12
12

12

12
12
12
12
12

12

12
12
12
12

c.1276G>T
c.1277G>A

c.1282C>T

€.1283G>C

€.1285G>A
€.1306T>C
€.1333T7>C
€.1349G>A

€.1348C>T

€.1354G>A
c.1361A>G
c.1363G>A
€.1364G>A
.1366G>T

c.1366G>A

c.1375G>A
€.1375G>T
c.1396C>T
€.1400T>C

Aminosyre-endring

Ikke-standardisert

nomenklatur
G409C
G409D

R411X

R411P

E412K
Y419H
S428P

R433H

R433C

E435K
H437R
G438S
G438D
G439wW

G439R

V442M
V4421
P449L

M450T

Standardisert
nomenklatur

p.G426C
p.G426D

p.R428X

p.R428P

p.E429K
p.Y436H
p.S445P

p.R450H

p.R450C

p.E452K
p.H454R
p.G455S
p.G455D
p.G456W

p.G456R

p.V459M
p.V459L
p.P466L

p.M467T

25

Totalt antall mutasjoner 188

Referanse

Mochizuki et al. 2000
Mumm et al. 2002

Taillandier et al. 1999

Spentchian et al. 2006

Versailles lab Jul. 2006
Henthom et al. 1992
Mornet et al. 1998
Taillandier et al. 2000

Mornet et al. 1998

Spentchian et al. 2003
Versailles lab oct. 2003
Draguet et al. 2004
Versailles lab jan. 2007
Versailles lab oct. 2003

Ozono et al.1996

Taillandier et al. 2000

Versailles lab oct. 2004
Versailles lab oct. 2003
Versailles lab oct. 2004

Pasientens
kliniske
tilstand

infantil

barndommen

perinatal

perinatal

odonto.
barndommen
infantil

odonto.
infantil

perinatal
barn-dommen
voksen
perinatal

barn-dommen
infantil

infantil
perinatal
perinatal

infantil

Pasientens
genotype

K207A/G409C 18,5

G409D/E174K
R411X/R411X
R411P/c.997+
2T>A

E412K/?
A16V/Y419H
S428P/?
D389G/R433 H

R433C/R433c
C

A94T/E4A35K
E174K/H437R
G438S/G474 R
G438D/G438D
G439W/?

G439R/?

A34VIV442M
V4421 /E435K
P449L/?

M450T/P290S

VE-KT-

%

2,1

4,0

15

ref.

15

=

=

upub

E.col

i
Non-
sensemutasjon

na

+

+

+
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Ekson |Base-endring

12
12
12
12
12

12

12

12
12

12

12

c.1402G>A
c.1417G>A
€.1426G>A
c.1427A>G
C.1433A>T
c.1444 1445i
nsC
€.1456G>C

c.1468A>T
c.1471G>A

c.1471delG

€.1559delT

Store slettinger

sletting
av
eksone
ne 3-5

sletting
av
ekson
12 (3°-
del)

Aminosyre-endring

Ikke-standardisert |Standardisert

nomenklatur nomenklatur
A451T p.A488T
G456S p.G473S
E459K p.E476K
E459G p.E476G
N4611 p.N478I
C472S p.C489 S
1473F p.1490F
G474R p.G491 R

Spentchian et
al.2006

26

Totalt antall mutasjoner 188

Referanse

Spentchian et al. 2003
Mornet et al. 1998
Taillandier et al. 1999
Mornet et al. 2001
Taillandier et al. 2000

Brun-Heath et al. 2005

Taillandier et al. 2000

Lia-Baldini et al. 2001
Mornet et al. 1998

Brun-Heath et al, 2005

Orimo et al. 1994

Spentchian et al. 2006

infantil

Pasientens
kliniske
tilstand

perinatal
perinatal
perinatal
perinatal

barn-dommen

perinatal

perinatal

voksen

perinatal

odonto

infantil

perinatal

hetero-zygot
for-bindelse
med S164L

Pasientens VE-KT-
genotype %

ref.

A451T/A451T
A23V/G456S
A4T/EA59K
E459G/E459 G
N461I/N 11

c.1444 14451
nsC/G317D

C472S/c.997+
2T>A

1473F/? 37,1
G112R/G474 R

c.1471delG/R
119H

E281K/c.1559d 28 18
elT

[[e8)

[e¥]

homozygot

NO/EP2368999

E.col

i

+

+

+

+
Lese-ramme-
mutasjon
Lese-ramme-
mutasjon
Lese-ramme-

na .
mutasjon
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Avstandsstykke

[0026] Uten a veere begrenset til denne teorien, er det antatt at Fc-fragmentet
anvendt i det beinsgkende sALP-fusjonsproteinet presentert i eksemplene nedenfor
fungerer som et avstandsstykke som gjar det mulig for proteinet a foldes mer effektivt
siden uttrykking av STNALP-Fc-D10 var hgyere enn for STNALP-D10 (se eksempel 2
nedenfor). En mulig forklaring er at innfgringen av Fc-fragmentet lindrer de
frastetende kreftene som forarsakes av naerver av den svert negative lader-D10-
sekvensen tilsatt i C-endepunktet til den testede SALP-sekvensen.

[0027] Nyttige avstandsstykker for foreliggende oppfinnelse inkluderer
polypeptider som omfatter et Fc, og hydrofile og fleksible polypeptider i stand til &
lindre de frastgtende kreftene som skyldes nearveret av den sterkt negativt ladede D10-
sekvensen tilsatt i den C-terminale enden av SALP-sekvensen. | en spesifikk utfgrelses-
form lindrer avstandsstykket den steriske hindringen som forebygger to SALP-domener
fra to SALP-monomerer @ kommunisere med hverandre for a utgjere den minimale
katalytiske aktive enheten.

Fragmenter av det krystalliserbare fragmentet (Fc)

[0028] Nyttige Fc-fragmenter av foreliggende oppfinnelse inkluderer FC-
fragmenter av 1gG som omfatter hengselet, og CH2- og CH3-domenene. F.eks. kan
1gG-1, 19gG-2, 1gG-3, 1gG-3 og 1gG-4 anvendes.

Negativt ladet peptid

[0029] Det negativt ladede peptidet ifglge foreliggende oppfinnelse kan vare et
poly-aspartat eller poly-glutamat valgt fra gruppen som bestar av D10 til D16 eller E10
til E16.

[0030] | spesifikke utfgrelsesformer bringes de beinsgkende sALP-fusjons-
proteinene ifglge foreliggende oppfinnelse i kontakt pa denne maten for & danne
dimerer eller tetramerer.

[0031] Uten a veere begrenset til denne teorien utgjer dimerer formodentlig to
beinsgkende sALP-monomerer kovalent bundet gjennom de to disulfidbindingene som
befinner seg i hengselsomradene i de to Fc-fragmentene i spesifikke utfgrelsesformer
av oppfinnelsen der det anvendes et polypeptid omfattende en Fc som et avstands-
stykke. I denne dimerkonfigurasjonen forebygger den steriske hindringen som skyldes
disulfidbindingene mellom kjedene formodentlig at SALP-domener gar inn i den
dimere, minimalt katalytisk aktive enheten som finnes i normale celler.

[0032] Uten a veere begrenset til denne teorien, er det antatt at i den tetramere
strukturen, vil foreningen av fusjonsproteinene innebere ett SALP-domene fra en
dimer, og en annen fra en annen dimer. Den steriske hindringen som antagelig
forebygger to sSALP-domener fra den samme Fc-skjgtte dimeren fra @ kommunisere
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med hverandre for a utgjgre den minimalt katalytisk aktive entiteten kan eventuelt
lettes ved a sette inn et lengre avstandsstykke enn Fc-en beskrevet i eksemplene
presentert i dette dokumentet mellom sALP-fragmentet og polyaspartat- eller
polyglutamatfragmentet.

[0033] Den beinsgkende SALP-en kan videre eventuelt omfatte én eller flere
ytterligere aminosyrer 1) nedstrgms fra poly-aspartatet eller poly-glutamatet; og/eller
2) mellom poly-aspartatet og Fc-fragmentet; og/eller 3) mellom avstandsstykket, slik
som Fc-fragmentet og SALP-fragmentet. Dette er tilfelle f.eks. nar kloningsstrategien
som anvendes til & produsere det beinsgkende konjugatetet innfarer eksogene
aminosyrer i disse stedene. De eksogene aminosyrene bgr imidlertid velges slik at de
ikke gir et ytterligere GPI-forankringssignal. Sannsynligheten for at en utformet
sekvens spaltes av transamidasen i vertscellen kan forutsies som beskrevet av Ikezawa
(Ikezawa 2002).

[0034] Foreliggende oppfinnelse omfatter ogsa fusjonsproteinet som post-
translasjonelt modifisert, slik som ved glykolisering inkludert de som uttrykkelig er
nevnt i dette dokumentet, acetylering, amidering, blokkering, formylering, gamma-
karboksyglutaminsyrehydroksylering, metylering, fosforylering, pyrrolidonkarboksyl-
syre og sulfatering.

[0035] Begrepet "rekombinant protein™ anvendes i dette dokumentet for a sta for
et protein kodet for av en genetisk manipulert nukleinsyre satt inn i en prokaryot eller
eukaryot vertscelle. Nukleinsyren blir generelt plassert i en vektor, f.eks. et plasmid
eller virus, som er hensiktsmessig for den aktuelle vertscellen. Selv om kinesiske
hamsterovarie (CHO)-celler er blitt anvendt som en vert for a uttrykke konjugatene
ifalge foreliggende oppfinnelse i eksemplene presentert i dette dokumentet, vil en
person med ordinzre ferdigheter innen teknikken forsta at det kan anvendes en rekke
andre verter for & produsere rekombinante proteiner ifglge fremgangsmater som er
rutinemessige innen teknikken. Representative fremgangsmater er offentliggjort i
Maniatis, et al. Cold Springs Harbor Laboratory (1989). "Recombinant cleavable
protein”, som anvendt i dette dokumentet er ment a sta for et rekombinant protein som
kan spaltes av en verts enzym for & produsere et utskilt/lgselig protein. Uten a veere
begrenset pa denne maten kan ogsa HEK293-celler, PERC6, babyhamsternyreceller
anvendes.

[0036] Som anvendt i dette dokumentet er terminologien "forhold egnet til &
bevirke uttrykking av polypeptidet" ment a sta for et hvilket som helst kulturmedium
som vil muliggjare produksjon av fusjonsproteinet ifalge foreliggende oppfinnelse.
Uten a veere begrenset pa denne maten inkluderer det medier fremstilt med en buffer,
bikarbonat og/eller HEPES, ioner som klorid, fosfat, kalsium, natrium, kalium,
magnesium, jern, karbonkilder som enkle sukkerarter, aminosyrer, potensielle lipider,
nukleotider, vitaminer og vekstfaktorer som insulin; vanlige kommersielt tilgjengelige
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medier som alfa-MEM, DMEM, Hams-F12 og IMDM supplert med 2-4 mM L-
glutamin og 5 % fetalt bovint serum; vanlige kommersielt tilgjengelige dyreproteinfrie
medier som Hyclone™ SFM4CHO, Sigma CHO DHFR-, Cambrex POWER™ CHO
CD supplementert med 2-4 mM L-glutamin. Disse mediene fremstilles fortrinnsvis
uten tymidin, hypoksantin og L-glycin for a opprettholde selektivt trykk og tillater
stabil protein-produkt-uttrykking.

[0037] Uten a vere begrenset pa denne maten inkluderer vertsceller nyttige for a
uttrykke fusjonen ifglge foreliggende oppfinnelse L-celler, C127-celler, 3T3-celler,
CHO-celler, BHK-celler, COS-7-celler eller kinesiske hamsterovarie (CHO)-

celler. Seerlige CHO-celler av interesse for a uttrykke fusjonsproteinet i foreliggende
oppfinnelse inkluderer CHO-DG44 og CHO/dhfr", ogsa referert til som CHO duk’

. Denne sistnevnte cellelinjen er tilgjengelig gjennom the American Type Culture
Collection (ATCC-nummer CRL-9096).

[0038] Begrepet "beinvev" anvendes i dette dokumentet for a sta for vev
syntetisert av osteoblaster som bestar av en organisk matriks som hovedsakelig
inneholder kollagen og mineralisert ved avsetning av hydroksyapatittkrystaller.

[0039] Fusjonsproteinene omfattet i beinleveringskonjugatene ifglge fore-
liggende oppfinnelse er nyttige for terapeutisk behandling av skjelettdefektsykdommer
ved a gi en effektiv mengde av fusjonsproteinet til beinet. Fusjonsproteinene er gitt i
form av farmasgytiske sammensetninger i hvilke som helst standard farmasgytisk
akseptable baerere, og administrert ved en hvilken som helst standard prosedyre, f.eks.
ved intravengs injeksjon.

[0040] Som anvendt i dette dokumentet er terminologien "HPP-fenotype" ment &
sta for en hvilken som helst av rakitter (defekt i vekstplatebrusk), osteomalasi,
forhgyede blod- og/eller urinnivaer av uorganisk pyrofosfat (PP;), fosfoetanolamin
(PEA) eller pyridoksal-5'-fosfat (PLP), anfall, beinsmerter, kalsiumpyrofosfatdihydrat-
krystallavsetning (CPPD) i leddene som farer til kondrokalcinose og for tidlig dad.
Uten a veere begrenset til dette, kan en HPP-fenotype dokumenteres med vekst-
hemming med en reduksjon i lang beinlengde (som larbein, skinnebein, humerus,
radius, ulna), en reduksjon i gjennomsnittlig tetthet av totalbein og en reduksjon av
beinmineralisering i bein som larbein, skinnebein, ribbein og metatarsi, og phalange, en
reduksjon i tannmineralisering, et for tidlig tap av melketenner (f.eks. aplasi, hypoplasi
eller dysplasi av dental cementum). Uten a vere begrenset til dette, kan korreksjon
eller forebyggelse av beinmineraliseringsdefekt observeres av én eller flere av de
fglgende: en gkning av lang beinlengde, en gkning av mineralisering i bein og/eller
tenner, en korreksjon av bgying av beinene, en reduksjon av beinsmerte og en
reduksjon av CPPD-krystallavsetning i leddene.

[0041] Som anvendt i dette dokumentet er terminologien "riktig" i begrepet
"korrigere en hypofosfatasifenotype" ment a sta for enhver delvis eller fullstendig
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reduksjon av en pre-eksisterende HPP-fenotype. Tilsvarende er terminologien
"forebygge" i begrepet "forebygge en hypofosfatasifenotype" ment a sta for en hvilken
som helst forsinkelse eller bremsing av utviklingen av en HPP-fenotype eller en
hvilken som helst delvis eller fullstendig unngaelse av utviklingen av en HPP-fenotype.
[0042] Som anvendt i dette dokumentet er begrepet "individ" ment a sta for et
hvilket som helst pattedyr, inkludert menneske, mus, rotte, hund, Kkatt, gris, ku, ape,
hest osv. | en bestemt utfgrelsesform refererer det til et menneske.

[0043] Som anvendt i dette dokumentet er begrepet "individ som trenger
det/individ som har behov for det" i en fremgangsmate for & administrere en
forbindelse ifalge foreliggende oppfinnelse ment a sta for et individ som vil ha nytte av
a motta en forbindelse ifalge foreliggende oppfinnelse. | spesifikke utfarelsesformer
refererer det til et individ som allerede har minst én HPP-fenotype eller til et individ
som er sannsynlig a utvikle minst én HPP-fenotype eller minst én HPP-fenotype. | en
annen utfgrelsesform refererer det videre til et individ som har aplasi, hypoplasi eller
dysplasi av dental cementum eller et individ som er sannsynlig a utvikle aplasi,
hypoplasi eller dysplasi av dental cementum.

[0044] Som anvendt i dette dokumentet er "et individ som er sannsynlig a utvikle
minst én HPP-fenotype" et individ som har minst én tap-av-funksjons-mutasjon i genet
(ALPL).

[0045] Som anvendt i dette dokumentet er "et individ som er sannsynlig a utvikle

aplasi, hypoplasi eller dysplasi av dental cementum® et individ som har HPP eller en
periodontal sykdom pa grunn av en bakteriell infeksjon. Periodontal sykdom pa grunn
av en bakteriell infeksjon kan indusere endring av sement som kan fare til eksfoliering
av tennene.

Administreringsvei

[0046] Beinsgkende sALP-er ifglge foreliggende oppfinnelse kan administreres
ved f.eks. oral, nasal, intravengs, intramuskuler, subkutan, sublingual, intratekal eller
intradermal vei. Administreringsveien kan avhenge av en rekke faktorer, slik som
miljget og terapeutiske mal. Som anvendt i dette dokumentet refererer individer til dyr
som mennesker der forebyggelse, eller korreksjon av beinmineraliseringsdefekt som
karakteriserer HPP eller andre fenotyper assosiert med HPP eller forebyggelse eller
korreksjon av defekt cementum er gnskelig.

[0047] Som et eksempel kan farmasgytisk sammensetning ifelge oppfinnelsen
veere i form av en vaske, lgsning, suspensjon, pille, kapsel, tablett, gelkapsel, pulver,
gel, salve, krem, take, atomisert damp, aerosol eller fytosom. For oral administrering
kan det fremstilles tabletter eller kapsler ved konvensjonelle midler med farmasgytisk
akseptable eksipienter slik som bindemidler, fyllstoffer, smgremidler, desintegrerende
midler eller fuktemidler. Tablettene kan belegges ved hjelp av fremgangsmater kjent i
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teknikken. Flytende preparater for oral administrering kan ta form av f.eks. lgsninger,
siruper eller suspensjonen, eller de kan presenteres som et tert produkt for
konstituering med saltlgsning eller annen egnet flytende vehikkel fgr anvendelse.
Kosttilskudd ifglge oppfinnelsen kan ogsa inneholde farmasgytisk akseptable additiver
slik som suspensjonsmidler, emulgeringsmidler, ikke-vandige vehikler, konserverings-
midler, buffersalter, smaksstoffer, fargestoffer og sgtningsmidler etter behov.
Preparater for oral administrering kan ogsa hensiktsmessig formuleres for a gi
kontrollert frigjering av de aktive bestanddelene.

[0048] Enteriske belegg kan videre anvendes pa tabletter ifalge foreliggende
oppfinnelse til @ motsta forlenget kontakt med den svert sure magesaften, men lgser
seg opp i det middels sure eller ngytrale miljget i tarmen. Uten a vere begrenset til
dette kan celluloseacetatftalat, Eudragit™ og hydroksypropylmetylcelluloseftalat
(HPMCP) anvendes i enteriske belegg av farmasgytiske sammensetninger ifglge
foreliggende oppfinnelse. Celluloseacetatftalatkonsentrasjoner som generelt anvendes
er 0,5-9,0 % av kjernevekten. Tilsetning av myknere gker vannbestandigheten av dette
beleggmaterialet, og formuleringer som anvender slike myknere er mer effektive enn
nar celluloseacetatftalat anvendes alene. Celluloseacetatftalat er kompatibel med
mange myknere, inkludert acetylert monoglycerid; butylftalybutylglykolat; dibutyl-
tartrat; dietylftalat; dimetylftalat; etylftalyletylglykolat; glyserin; propylenglykol;
triacetin; triacetincitrat; og tripropionin. Det anvendes ogsa i kombinasjon med andre
beleggmidler slik som etylcellulose, i medikamentkontrollert-frigjgrende preparater.

Dosering
[0049] En mengde av en farmasgytisk sammensetning kan gis til et individ.

Dosene vil avhenge av mange faktorer, inkludert administreringsmaten og alderen til
individet. Vanligvis er mengden beinsgkende ALP ifglge oppfinnelsen inneholdt i en
enkelt dose en mengde som effektivt forebygger, forsinker eller korrigerer bein-
mineraliseringsdefekt i HPP uten & indusere signifikant giftighet. Slik det anvendes i
dette dokumentet er begrepet "terapeutisk effektiv mengde" ment a sta for en mengde
effektiv til & oppna den gnskede terapeutiske effekten og samtidig unnga ugnskede
bivirkninger. Vanligvis kan beinsgkende sALP-er i samsvar med foreliggende opp-
finnelse administreres til individer i doser i omradet fra 0,001 til 500 mg/kg/dag og, i
en mer spesifikk utfgrelsesform, omtrent 0,1 til omtrent 100 mg/kg/dag og, i en mer
spesifikk utfgrelsesform, omtrent 0,2 til omtrent 20 mg/kg/dag. Den allometriske
skaleringsmetoden til Mahmood et al. (Mahmood et al. 2003) kan anvendes til &
ekstrapolere dosen fra mus til menneske. Dosen tilpasses av legen i samsvar med
konvensjonelle faktorer slik som omfanget av sykdommen og forskjellige parametere
fra pasienten.

[0050] Den terapeutisk effektive mengden av beinsgkende SALP kan ogsa males
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direkte. Den effektive mengden kan gis daglig eller ukentlig eller fraksjoner av

dette. Vanligvis kan en farmasgytisk sammensetning ifglge oppfinnelsen administreres
I en mengde fra omtrent 0,001 mg opptil omtrent 500 mg per kg kroppsvekt per dag
(f.eks. 0,05, 0,01, 0,1, 0,2, 0,3, 0,5, 0,7, 0,8, 1 mg, 2 mg, 3 mg, 4 mg, 5 mg, 10 mg,

15 mg, 20 mg, 30 mg, 50 mg, 100 mg eller 250 mg). Doser kan tilveiebringes i enten et
enkelt doseregime eller flere doseregimer. F.eks., i noen utfgrelsesformer er den
effektive mengden en dose som varierer fra omtrent 0,1 til omtrent 100 mg/kg/dag, fra
omtrent 0,2 mg til omtrent 20 mg av beinsgkende SALP per dag, omtrent 1 mg til
omtrent 10 mg beinsgkende SALP per dag, fra omtrent 0,07 mg til omtrent 210 mg
beinsgkende SALP per uke, 1,4 mg til omtrent 140 mg beinsgkende SALP per uke,
omtrent 0,3 mg til omtrent 300 mg beinsgkende sALP hver tredje dag, omtrent 0,4 mg
til omtrent 40 mg beinsgkende sALP annenhver dag, og omtrent 2 mg til omtrent

20 mg beinsgkende SALP annenhver dag.

[0051] Dette er bare veiledende siden den faktiske dosen ma velges ngye og
styrkeberegnes av den behandlende legen ut fra kliniske faktorer som er unike for hver
pasient, eller av en ernaringsfysiolog. Den optimale daglige dosen bestemmes med
fremgangsmater som er kjent i faget, og vil pavirkes av faktorer som pasientens alder,
som angitt ovenfor, og andre klinisk relevante faktorer. Dessuten kan det hende at
pasienter tar legemidler for andre sykdommer eller lidelser. De kan fortsette med de
andre legemidlene i Igpet av den tiden en beinsgkende sALP gis til pasienten, men i
slike tilfeller oppfordres det sterkt & begynne med lave doser for a finne ut om
pasienten opplever bivirkninger.

Beerere/vehikler

[0052] Preparater som inneholder en beinsgkende sALP kan gis til pasienter i
kombinasjon med farmasgytisk akseptable sterile vandige eller ikke-vandige lgsnings-
midler, suspensjoner eller emulsjoner. Eksempler pa ikke-vandige lgsningsmidler er
propylenglykol, polyetylenglykol, vegetabilsk olje, fiskeolje, og injiserbare organiske
estere. Vandige berere inkluderer vann, vann-alkohol-lgsninger, emulsjoner eller
suspensjoner, inkludert saltlgsning og bufrede medisinsk parenterale vehikler inkludert
natriumkloridlgsning, Ringers dekstroselgsning, dekstrose pluss natriumkloridlgsning,
Ringers lgsning som inneholdt laktose, eller fikserte oljer. Intravengse vehikler kan
inkludere vaeske og naeringskomplettere, elektrolyttkomplettere, slik som de basert pa
Ringers dekstrose og lignende.

[0053] | enda en annen utfgrelsesform kan de farmasgytiske sammensetningene
ifalge foreliggende oppfinnelse leveres i et kontrollert frigjgringssystem. | en
utfgrelsesform kan det anvendes polymere materialer, inkludert polymelkesyre,
polyortoestere, tverrbundne amfipatiske blokkopolymerer og hydrogeler, poly-
hydroksysmarsyre og polydihydropyraner (se ogsa Smolen and Ball, Controlled Drug
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Bioavailability, Drug product design and performance, 1984, John Wiley & Sons;
Ranade and Hollinger, Drug Delivery Systems, pharmacology and toxicology series,
2003, 2. utgave, CRRC Press), i en annen utfgrelsesform kan en pumpe anvendes
(Saudek et al., 1989, N. Engl. J. Med. 321: 574).

[0054] Fusjonsproteinene ifglge foreliggende oppfinnelse kan vere i form av et
lyofilisert pulver ved hjelp av egnede eksipientlgsninger (f.eks. sukrose) som
fortynningsmidler.

[0055] Videre kan nukleotidsegmentene eller proteinene ifglge foreliggende
oppfinnelse innfares i individer pa en rekke mater. F.eks. kan osteoblaster isoleres fra
det bergrte individet, omgjeres med et nukleotidkonstrukt ifglge oppfinnelsen og
gjeninnfares til det bergrte individet pa en rekke mater, inkludert intravengs

injeksjon. Alternativt kan nukleotidkonstruktet administreres direkte til det bergrte
individet, f.eks. ved injeksjon. Nukleotidkonstruktet kan ogsa leveres gjennom en
vehikkel slik som et liposom, som kan utformes til a rettes mot en spesifikk celletype
og konstrueres for administrering gjennom forskjellige veier.

[0056] Fusjonsproteinene ifalge foreliggende oppfinnelse kunne ogsa med fordel
leveres ved genterapi. Nyttige genterapeutiske metoder inkluderer de som er beskrevet
I WO06060641A2, US7179903 og WO0136620A2 til Genzyme ved hjelp av f.eks. en
adenovirusvektor for det terapeutiske proteinet og malrette hepatocytter som protein-
produserende celler.

[0057] En "genleveringsvehikkel™ er definert som et hvilken som helst molekyl
som kan fgre innsatte polynukleotider inn i en vertscelle. Eksempler pa genleverings-
baerere er liposomer, biokompatible polymerer, inkludert naturlige polymerer og
syntetiske polymerer; lipoproteiner; polypeptider; polysakkarider; lipopoly-
sakkarider; kunstige virushylser; metallpartikler; og bakterier eller virus, slik som
baculovirus, adenovirus og retrovirus, bakteriofager, kosmider, plasmider,
soppvektorer og andre rekombinasjonsvehikler som vanligvis anvendes innen
teknikken, som er blitt beskrevet for uttrykking i en rekke eukaryote og prokaryote
verter, og kan anvendes for genterapi og for enkel proteinuttrykking. "Genlevering,"
"genoverfering” og lignende som anvendt i dette dokumentet, er begreper som henviser
til innfaring av et eksogent polynukleotid (noen ganger referert til som et "transgen”)
inn i en vertscelle, uansett hvilken metode som anvendes i innfgringen. Slike metoder
inkluderer en rekke velkjente metoder som f.eks. vektor-formidlet genoverfering (f.eks.
virusinfeksjon/transfeksjon, eller forskjellige andre proteinbaserte eller lipid-baserte
genleveringskomplekser), sa vel som metoder som letter leveringen av "nakne"
polynukleotider (slik som elektroporering, "genpistol”-levering og andre forskjellige
metoder som anvendes til & innfare polynukleotider). Det innfarte polynukleotidet kan
opprettholdes stabilt eller forbigaende i vertcellen. Stabil opprettholdelse krever
vanligvis at det innfarte polynukleotidet enten inneholder et replikasjonsorigo som er
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kompatibelt med vertscellen, eller integrerer inn i et replikon i vertscellen, slik som et
ekstrakromosomalt replikon (f.eks. et plasmid) eller et kjernekromosom eller
mitokondriekromosom. Mange vektorer er kjent for a vaere i stand til 2 mediere
overfagring av gener til pattedyrceller, som er kjent innen teknikken og beskrevet i dette
dokumentet.

[0058] En "virusvektor" er definert som et rekombinant produsert virus eller
viruspartikkel som omfatter et polynukleotid som skal leveres inn i en vertscelle, enten
in viva, ex viva eller in vitro. Eksempler pa virusvektorer inkluderer retrovirale
vektorer, adenovirusvektorer, adeno-assosierte virusvektorer, slik som de beskrevet i
WO06002203A2, alfavirusvektorer og lignende. Alfavirusvektorer, slik som Semliki
Forest-virusbaserte vektorer og Sindbis-virusbaserte vektorer, har ogsa blitt utviklet for
anvendelse i genterapi og immunterapi.

[0059] | aspekter der genoverfgring medieres av en DNA-virusvektor, slik som
et adenovirus (Ad) eller adeno-assosiert virus (MV), refererer et vektorkonstrukt til
polynukleotidet omfattende virusgenomet eller en del av dette, og et transgen.
Adenovirus (Ad-er) er en relativt godt karakterisert, homogen gruppe av virus,
inkludert over 50 serotyper. Se f.eks. internasjonal PCT-sgknad nr. WO 95/27071.
Ad-er er lette & dyrke og krever ikke integrering inn i ertscellegenomet. Rekombinante
Ad-avledede vektorer, spesielt de som reduserer muligheten for rekombinasjon og
generering av villtypevirus, er ogsa blitt konstruert. Se internasjonal PCT-sgknad nr.
WO 95/00655 og WO 95/11984. Vektorer som inneholder bade en promotor og et
kloningssete et polynukleotid kan bindes operativt i er velkjent innen teknikken. Slike
vektorer er i stand til & transkribere RNA in vitro eller in vivo, og er kommersielt
tilgjengelige fra kilder som Stratagene (La Jolla, CA) og Promega Biotech (Madison,
WI1). For & optimalisere uttrykking og/eller in vitro-transkripsjon, kan det vere
ngdvendig a fjerne, tilfaye eller endre 5'- og/eller 3'-ikke-translaterte deler av klonene
for & eliminere ekstra, potensielt upassende alternative translasjonsinitieringskodoner,
eller andre sekvenser som kan forstyrre med eller redusere uttrykking, enten pa nivaet
av transkripsjon eller translasjon.

[0060] Den beinsgkende sALP-en ifglge foreliggende oppfinnelse kan ogsa
anvendes i kombinasjon med minst én annen aktiv bestanddel for a korrigere en
beinmineraliseringsdefekt eller annet skadelig symptom pa HPP. Den kan ogsa
anvendes i kombinasjon med minst én annen aktiv bestanddel for a korrigere
sementdefekten.

[0061] Begrepet "hgy stringens" star for forhold som gjer det mulig a binde
sekvenser med hgy homologi. Uten at de skal vere begrensende, er eksempler pa slike
forhold oppfart i handboken "Molecular cloning, a laboratory manual, andre utgave av
1989 fra Sambrook et al.: 6XSSC eller 6 XSSPE, Denhardts reagens eller ikke, 0,5 %
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SDS, og temperaturen som anvendes for & oppna hgy stringens er oftest i omradet rundt
68 °C (se sidene 9,47 til 9,55 i Sambrook) for nukleinsyre av 300 til 1500 nukleotider.
Selv om den optimale temperaturen som skal anvendes for en spesifikk nukleinsyre-
probe kan beregnes empirisk, og selv om det er rom for alternativer i de valgte
bufferbetingelsene, vil nukleinsyren som fanges ikke variere signifikant innen disse
meget velkjente tilstandsomradene. Sambrook indikerer tydelig at "valget avhenger i
stor grad av personlige preferanser" (se side 9,47). Sambrook angir formelen for a
beregne den optimale temperaturen som varierer med fraksjonen av guanin og cytosin i
nukleinsyreproben og lengden pa sonden (10 til 20 °C lavere enn T,, der T,, = 81,5 °C
+ 16,6(logio[Na’]) + 0,41 (fraksjon G+C)-0,63 (% formamid -(600/1)) (se side 9.50 og
9.51 i Sambrook).

Sett

[0062] Foreliggende oppfinnelse vedrarer ogsa et sett for a korrigere eller
forebygge en HPP-fenotype eller cementumdefekt som omfatter en nukleinsyre, et
protein eller en ligand ifglge foreliggende oppfinnelse. Det kan f.eks. besta av en
beinsgkende sammensetning ifglge foreliggende oppfinnelse eller en vektor som koder
det samme, og instruksjoner for a administrere sammensetningen eller vektoren til et
individ for & korrigere eller forebygge en HPP-fenotype. Slike sett kan videre omfatte
minst ett annet aktivt middel i stand til & forbygge eller korrigere en HPP-fenotype. Nar
settet anvendes til a forbygge eller korrigere en HPP-fenotype i et HPP-individ, kan
settet ogsa ytterligere omfatte minst ett annet aktivt middel i stand til & forbygge eller
korrigere eventuelle andre uheldige symptomer pa HPP. | tillegg inkluderer et
rominndelt sett ifglge foreliggende oppfinnelse et hvilken som helst sett der reagensene
befinner seg i separate beholdere. Slike beholdere inkluderer sma glassheholdere,
plastbeholdere eller strimler av plast eller papir. Slike beholdere muliggjar effektiv
overfgring av reagenser fra ett rom til et annet rom, slik at pravene og reagensene ikke
kontamineres med hverandre, og at midlene eller lgsningene i hver beholder kan
tilsettes pa en kvantitativ mate fra ett rom til et annet.

[0063] Nermere bestemt, i samsvar med et farste aspekt av foreliggende
oppfinnelse, er det tilveiebrakt en beinsgkende alkalisk fosfatase omfattende et
polypeptid med falgende struktur: Z-sALP-Y-avstandsstykke-X-Wn-V, der SALP er
det ekstracelluleere domenet til alkalisk fosfatase; der V er fraveerende eller er en
aminosyresekvens av minst én aminosyre; X er fraveerende eller er en aminosyre-
sekvens av minst én aminosyre; Y er fraveerende eller er en aminosyresekvens av minst
én aminosyre; Z er fravaerende eller er en aminosyresekvens av minst én aminosyre; og
Whn er et polyaspartat eller et polyglutamat der n = 10 til 16.

[0064] | en spesifikk utferelsesform omfatter SALP aminosyrerestene 23-508 i
SEQ ID NO: 15. | en annen spesifikk utfgrelsesform bestar SALP av aminosyrerestene
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23-512 1 SEQ ID NO: 15. | en annen spesifikk utfgrelsesform omfatter SALP
aminosyrerestene 23-508 i SEQ ID NO: 18. I en annen spesifikk utfarelsesform bestar
SALP av aminosyrerestene 23-512 i SEQ ID NO: 18. | en annen spesifikk utfgrelses-
form omfatter SALP aminosyrerestene 18-498 i SEQ ID NO: 16. | en annen spesifikk
utfarelsesform bestar SALP av aminosyrerestene 18-502 i SEQ ID NO: 16. | en annen
spesifikk utfgrelsesform omfatter SALP aminosyrerestene 18-498 i SEQ ID NO: 19. |
en annen spesifikk utfarelsesform bestar SALP av aminosyrerestene 18-502 i SEQ ID
NO: 19. | en annen spesifikk utfgrelsesform omfatter SALP aminosyrerestene 18-498 i
SEQ ID NO: 19. | en annen spesifikk utfarelsesform bestar SALP av aminosyrerestene
18-502 i SEQ ID NO: 19. Som ogsa beskrevet i dette dokumentet omfatter SALP
aminosyrerestene 18-498 i SEQ ID NO: 8. | en annen spesifikk utfarelsesform bestar
SALP av aminosyrerestene 18-502 i SEQ ID NO: 8.

[0065] | en annen spesifikk utfgrelsesform omfatter avstandsstykket en
fragmentkrystalliserbar region (Fc). | en annen spesifikk utfgrelsesform omfatter Fc et
CH2-domene, et CH3-domene og et hengselomrade. | en annen spesifikk utfgrelses-
form er Fc et konstant domene av et immunglobulin valgt fra gruppen som bestar av
1gG-1, 19gG-2, 19G-3 og 1gG-4. | en annen spesifikk utfgrelsesform er Fc et konstant
domene av et immunglobulin IgG-1. | en annen spesifikk utfgrelsesform er Fc som
angitt i SEQ ID NO: 3. | en annen spesifikk utfarelsesform er Wn et polyaspartat.

| en annen spesifikk utferelsesform er n=10. | en annen spesifikk utfgrelsesform er Z
fraveerende. I en annen spesifikk utfgrelsesform er Y to aminosyrerester. | en annen
spesifikk utfgrelsesform er Y leucin-lysin. I en annen spesifikk utfarelsesform er X 2
aminosyrerester. | en annen spesifikk utfgrelsesform er X aspartat-isoleucin. Som ogsa
beskrevet i dette dokumentet, er V fravaerende. | en annen spesifikk utferelsesform er
polypeptidet som fremsatt i SEQ ID NO: 4.

[0066] | en annen spesifikk utferelsesform omfatter den beinsgkende alkaliske
fosfatasen polypeptidet i en form som omfatter en dimer. | en annen spesifikk
utfgrelsesform omfatter den beinsgkende alkaliske fosfatasen polypeptidet i form av en
tetramer.

[0067] | en annen spesifikk utfarelsesform er den beinsgkende alkaliske
fosfatasen i en farmasgytisk akseptabel barer. | en annen spesifikk utfgrelsesform er
den farmasgytisk akseptable baereren en saltlgsning. | en annen spesifikk utfagrelses-
form er den beinsgkende alkaliske fosfatasen i en lyofilisert form. | en annen spesifikk
utfarelsesform er den beinsgkende alkaliske fosfatasen i en daglig dose pa omtrent 0,2
til omtrent 20 mg/kg. | en annen spesifikk utfgrelsesform er den beinsgkende alkaliske
fosfatasen i en dosering pa omtrent 0,6 til omtrent 60 mg/kg for administrering hver
tredje dag. I en annen spesifikk utfgrelsesform er den beinsgkende alkaliske fosfatasen
i en ukentlig dose pa omtrent 1,4 til omtrent 140 mg/kg. | en annen spesifikk
utfarelsesform er den beinsgkende alkaliske fosfatasen i en ukentlig dose pa omtrent
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0,5 mg/kg.

[0068] Nermere bestemt, i samsvar med et annet aspekt av foreliggende
oppfinnelse, er det tilveiebrakt en isolert nukleinsyre som omfatter en sekvens som
koder for polypeptidet ifglge foreliggende oppfinnelse.

[0069] | samsvar med et annet aspekt ved foreliggende oppfinnelse er det
tilveiebrakt en isolert nukleinsyre som bestar av en sekvens som koder for polypeptidet
ifglge foreliggende oppfinnelse. Som beskrevet i dette dokumentet er det tilveiebrakt
en isolert nukleinsyre som omfatter en sekvens som fremsatt i SEQ ID NO: 17.

[0070] | samsvar med et annet aspekt ved foreliggende oppfinnelse er det
tilveiebrakt en rekombinant uttrykkingsvektor omfattende en nukleinsyre ifglge
foreliggende oppfinnelse. Neermere bestemt, i samsvar med et annet aspekt ved
foreliggende oppfinnelse, er det tilveiebrakt en rekombinant adeno-assosiert
virusvektor som omfatter nukleinsyren ifglge foreliggende oppfinnelse. Naermere
bestemt, i samsvar med et annet aspekt ved foreliggende oppfinnelse, er det tilveiebrakt
en isolert rekombinant vertscelle omgjort eller transfektert med vektoren ifglge
foreliggende oppfinnelse.

[0071] | samsvar med et annet aspekt av foreliggende oppfinnelse er det
tilveiebrakt en fremgangsmate for a produsere den beinsgkende alkaliske fosfatasen for
foreliggende oppfinnelse, som omfatter a dyrke vertscellen ifalge foreliggende
oppfinnelse under forhold som egner seg for a bevirke uttrykking av den beinsgkende
alkaliske fosfatasen, og utvinne den beinsgkende alkaliske fosfatasen fra dyrknings-
mediet.

[0072] | en spesifikk utferelsesform er vertscellen en L-celle, C127-celle,
3T3-celle, CHO-celle, BHK-celle, COS-7-celle eller en kinesisk hamsterovarie (CHO)-
celle. I en annen spesifikk utfarelsesform er vertscellen en kinesisk hamsterovarie
(CHO) -celle. I en spesifikk utfarelsesform er vertscellen en CHO-DG44-celle.

[0073] | samsvar med et annet aspekt ved foreliggende oppfinnelse er det
tilveiebrakt et sett som omfatter den beinsgkende alkaliske fosfatasen for foreliggende
oppfinnelse, og instruksjoner for & administrere polypeptidet til et individ for a
korrigere eller forebygge en hypofosfatasi(HPP)-fenotype.

[0074] | samsvar med et annet aspekt av foreliggende oppfinnelse, er det
tilveiebrakt et sett som omfatter den beinsgkende alkaliske fosfatasen i foreliggende
oppfinnelse, og instruksjoner for & administrere polypeptidet til et individ for a
korrigere eller forebygge aplasi, hypoplasi eller dysplasi av dental cementum.

[0075] | samsvar med et annet aspekt av foreliggende oppfinnelse, er det
tilveiebrakt en fremgangsmate for a anvende den beinsgkende alkaliske fosfatasen i
foreliggende oppfinnelse, for & korrigere eller forebygge minst én hypofosfatase (HPP)
fenotype, som omfatter & administrere en terapeutisk effektiv mengde av den
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beinsgkende alkaliske fosfatasen til et individ med behov for dette, hvorved den minst
ene HPP-fenotypen korrigeres eller forebygges i individet.

[0076] | en spesifikk utfgrelsesform har individet minst én HPP-fenotype. | en
annen spesifikk utfarelsesform er individet sannsynlig a utvikle minst én HPP
fenotype. | en annen spesifikk utfgrelsesform omfatter den minst ene HPP-fenotypen
HPP-relaterte anfall. I en annen spesifikk utfgrelsesform omfatter den minst ene HPP-
fenotypen tidlig tap av melketenner. I en annen spesifikk utfgrelsesform omfatter den
minst ene HPP-fenotypen ufullstendig beinmineralisering. | en annen spesifikk
utfgrelsesform er ufullstendig beinmineralisering ufullstendig femoral beinminerali-
sering. | en annen spesifikk utfgrelsesform er ufullstendig beinmineralisering
ufullstendig skinnebeinbeinmineralisering. | en annen spesifikk utferelsesform er
ufullstendig beinmineralisering ufullstendig metatarsal beinmineralisering. | en annen
spesifikk utfgrelsesform er ufullstendig beinmineralisering ufullstendig ribbeinmine-
ralisering. | en annen spesifikk utfgrelsesform omfatter den minst ene HPP-fenotypen
forhayede blod- og/eller urinnivaer av uorganisk pyrofosfat (PPI). | en annen spesifikk
utfgrelsesform omfatter den minst ene HPP-fenotypen forhgyede blod- og/eller
urinnivaer av fosfoetanolamin (PEA). | en annen spesifikk utfgrelsesform omfatter den
minst ene HPP-fenotypen forhgyede blod- og/eller urinnivaer av pyridoksal-5'-fosfat
(PLP). I en annen spesifikk utfgrelsesform omfatter den minst ene HPP-fenotypen
utilstrekkelig vektekning. | en annen spesifikk utfgrelsesform omfatter den minst ene
HPP-fenotypen rakitt. | en annen spesifikk utfgrelsesform omfatter den minst ene HPP-
fenotypen beinsmerte. | en annen spesifikk utfarelsesform omfatter den minst ene
HPP-fenotypen kalsiumpyrofosfatdihydratkrystallavsetning. | en annen spesifikk
utfgrelsesform omfatter den minst ene HPP-fenotypen aplasi, hypoplasi eller dysplasi
av dental cementum. | en annen spesifikk utfgrelsesform har individet som trenger det
infantil HPP. | en annen spesifikk utfgrelsesform har individet som trenger det
barndoms-HPP. I en annen spesifikk utfgrelsesform har individet som trenger det
perinatal HPP. 1 en annen spesifikk utfgrelsesform har individet som trenger det voksen
HPP. | en annen spesifikk utfgrelsesform har individet som trenger det, odontohypo-
fosfatase HPP.

[0077] | samsvar med et annet aspekt av foreliggende oppfinnelse er det
tilveiebrakt en fremgangsmate for anvendelse av beinsgkende alkalisk fosfatase i
foreliggende oppfinnelse, for a korrigere eller forebygge aplasi, hypoplasi eller dysplasi
av dental cementum, som omfatter & administrere en terapeutisk effektiv mengde av
beinmalrettet alkalisk fosfatase til et individ som trenger det, der aplasi, hypoplasi eller
dysplasi av dental cementum korrigeres eller forebygges i individet.

[0078] | en spesifikk utfarelsesform omfatter administrering a transfektere en
celle i individet med en nukleinsyre som koder for den alkaliske fosfatasen. | en annen
spesifikk utfgrelsesform utfares transfeksjon av cellen in vitro, slik at den beinsgkende
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alkaliske fosfatasen uttrykkes og skilles ut i en aktiv form, og administreres til individet
med cellen. | en annen spesifikk utfgrelsesform omfatter administreringen subkutan
administrering av beinsgkende alkalisk fosfatase til individet. | en annen spesifikk
utfgrelsesform omfatter administreringen intravengs administrering av beinsgkende
alkalisk fosfatase til individet.

[0079] | samsvar med et annet aspekt ved foreliggende oppfinnelse tilveiebringes
beinsgkende alkalisk fosfatase i foreliggende oppfinnelse, for anvendelse i a korrigere
eller forebygge minst én HPP-fenotype.

[0080] | samsvar med et annet aspekt ved foreliggende oppfinnelse tilveiebringes
beinsgkende alkalisk fosfatase i foreliggende oppfinnelse, for anvendelse i a korrigere
eller forebygge aplasi, hypoplasi eller dysplasi av dental cementum.

[0081] | samsvar med et annet aspekt ved foreliggende oppfinnelse tilveiebringes
en anvendelse av beinsgkende alkalisk fosfatase ifglge foreliggende oppfinnelse i
fremstillingen av et medikament.

[0082] | samsvar med et annet aspekt ved foreliggende oppfinnelse tilveiebringes
en anvendelse av beinsgkende alkalisk fosfatase i foreliggende oppfinnelse, for a
korrigere eller forebygge minst én HPP-fenotype.

[0083] | samsvar med et annet aspekt ved foreliggende oppfinnelse tilveiebringes
en anvendelse av beinsgkende alkalisk fosfatase ifalge foreliggende oppfinnelse, for a
korrigere eller forebygge aplasi, hypoplasi eller dysplasi av dental cementum

[0084] Andre formal, fordeler og trekk ved foreliggende oppfinnelse vil bli mer
apenbare ved a lese den fglgende ikke-begrensende beskrivelsen av spesifikke
utfgrelsesformer av denne, gitt i form av eksempel med henvisning til de vedlagte
tegningene.

KORT BESKRIVELSE AV TEGNINGENE
[0085] | de vedlagte tegningene:

Figur 1 viser utformingen og den skjematiske strukturen av beinsgkende ALP ifglge
foreliggende oppfinnelse eksemplifisert ved hsTNALP-FcD10. Rute A viser en
skjematisk fremstilling av det fullstendige primare translasjonsproduktet av det
humane ikke-vevsspesifikke alkalisk fosfatase-genet (TNALP) inkludert signal-
peptidet i N-enden og det forbigaende membran-forankrede signalet for GPI-
tilsetning. Rute B viser det primere translasjonsproduktet av fusjonsproteinet. Rute
C viser det primere translasjonsproduktet uten det spaltbare TNALP-signalpeptidet;

Figur 2 viser proteinsekvensen for " TNALP-FcD10 ((SEQ ID NO: 1), inkludert det
N-terminale peptidsignalet-17 farst aa), der N TNALP-delen (SEQ ID NO: 2) er i
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kursiv inkludert peptidsignaldelen vist i kursiv og understreket, og Fc-fragmentet er
understreket (SEQ ID NO: 3);

Figur 3 viser proteinsekvensen for hsTNALP-FcD10 anvendt i eksemplene som
presenteres i dette dokumentet (SEQ ID NO: 4) (uten det N-terminale peptid-
signalet), der hsTNALP-delen (SEQ ID NO: 5) er i kursiv, og Fc-fragmentet er
understreket (SEQ ID NO: 3). De dobbelt understrekede asparagin-(N)-restene
tilsvarer antatte N-glykosyleringsseter og fete aminosyrerester (LK & DI) tilsvarer
linkere mellom hsTNALP og Fc, og henholdsvis Fc- og D10-domenene. Disse
linkeren avledes fra endonukleasekartrestriksjonsseter introdusert ved cDNA-
teknikk;

Figur 4 viser grafisk den komparative uttrykkingen av sTNALP-D10 og STNALP-
FcD10 i CHO-DG44-celler:;

Figur 5 viser sSTNALP-FcD10-rensing pa protein-A-Sepharosemolekylsikt-
kromatografi pa Sephacryl™ 3-300 samt SDS-PAGE-analyse av renset STNALP-
FcD10 under reduserende (DTT+)- og ikke-reduserende (DTT)-forhold. Den viser
0gsa en skjematisk versjon av sSTNALP-FcD10. Proteinet renset ved protein A-
Sepharose™.-affinitetskromatografi ble analysert ved SDS-PAGE og band farget
med Sypro™ Ruby. Hovedarter av STNALP-FcD10 migrerte med en tilsynelatende
molekylvekt pa 90 000 Da under reduserende forhold og 200 000 Da under ikke-
reduserende forhold,;

Figur 6 viser posisjonen av papainspaltningssetet i STNALP-FcD10;

Figur 7 viser en ikke-denaturerende SEC-HPLC-analyse av STNALP-FcD10 pa
TSK-Gel G3000WXL-kolonne. Vanlig kurve: papaindigerert prave. -X-kurve:
identisk preve inkubert ved de samme forholdene uten papain (kontroll);

Figur 8 viser en SDS-PAGE-analyse av STNALP-FcD10 inkubert med eller uten
papain som viser hvilket fragment som er ansvarlig for hvilket band pa gelen.
Analysen ble utfgrt under reduserende (+DTT)- eller ikke-reduserende (-DTT)-
forhold,;

Figur 9 viser en in vitro-bindingsanalyse. STNALP-FcD10 og ikke-spesifikk alkalisk
fosfatase fra storfenyrevev ble sammenlignet i den rekonstituerte mineralbindings-
analysen som beskrevet i eksempel 2. Total aktivitet er summen av den enzymatiske
aktiviteten gjenvunnet i de frie og bundne fraksjonene. Total aktivitet ble funnet &
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veere 84 % og 96 % av opprinnelig mengde av enzymatisk aktivitet innfart i hvert
sett av analyser for henholdsvis de bovine og STNALP-FcD10-formene av
enzym. Resultatene er gjennomsnittet av to bindinger;

Figur 10 viser farmakokinetiske og distribusjonsprofiler av sSTNALP-FcD10 i serum,
skinneben og muskel hos voksne WT-mus. Konsentrasjoner av STNALP-FcD10 i
serum, skinneben og muskel er uttrykt i pg/g vev (vat vekt) etter en enkel intravengs
bolusinjeksjon pa 5 mg/kg hos voksne WT-mus;

Figur 11 viser den farmakokinetiske profilen til STNALP-FcD10-serumkonsentra-
sjonen hos nyfgdte WT-mus. Serumkonsentrasjoner av STNALP-FcD10 som en
funksjon av tid etter en enkelt i.p. (rute A), eller s.c. (rute B) injeksjon av 3,7 mg/kg
hos (1 dag gamle) nyfgdte WT-mus;

Figur 12 viser den forutsagte farmakokinetiske profilen til STNALP-FcD10 i
serum. Forutsagte maksimale (Cmaks) og minimale (Cmin) sirkulerende stabile-
tilstandsnivaer av STNALP-FcD10 etter gjentatte (hver 24. time) subkutane
injeksjoner av 10 mg/kg hos nyfgdte mus;

Figur 13 viser den eksperimentelt testede farmakokinetiske profilen til STNALP-
FcD10 i serum hos nyfadte mus. Malt minimale (Cmin) sirkulerende stabile
tilstandsnivaer av sSTNALP-FcD10 24 timer etter de siste subkutane injeksjonene av
10 mg/kg hos nyfgdte mus. Homo: homozygot, hetero: heterozygot;

Figur 14 viser kortsiktige (15 dager), effektivitetsresultater av lav dose (1 mg/kg), i
form av STNALP-FcD10-serumkonsentrasjoner hos behandlede Akp2”-mus.
STNALP-FcD10-serumkonsentrasjoner pa dag 16 hos mus behandlet i 15 dager med
daglige s.c.-injeksjoner av 1 mg/kg STNALP-FcD10;

Figur 15 viser kortvarige (15 dager), effektivitetsresultater av lav dose (1 mg/kg) i

form av serum PPi-konsentrasjoner hos behandlede Akp2™-mus. Maling av serum

PPi-konsentrasjoner. En lav dose pa 1 mg/kg var tilstrekkelig til & normalisere PPi-
nivaene hos ERT-behandlede mus;

Figur 16 viser kortsiktige (15 dager), effektivitetsresultater av lav dose (1 mg/kg) i
form av vekstplatemorfologien hos behandlede Akp2”-mus. Goldners trikrom-
farging av vekstplatene hos WT-mus og ubehandlede og behandlede Akp2™-

mus. De proksimale tibiale vekstplatene viste overdreven utvidelse av den
hypertrofiske sonen hos bade STNALP-FcD10- og vehikkelinjiserte Akp2”-mus, i
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samsvar med tidlig rakitt. Men vekstplatemorfologien virket mindre forstyrret hos
dyrene som ble behandlet med sSTNALP-FcD10;

Figur 17 viser kortsiktige (15 dager), effektivitetsresultater av lav dose (1 mg/kg), i
form av vekstplatehypertrofisk arealstarrelse av behandlede Akp2”-mus.

Starrelsen pa det hypertrofiske omradet av vekstplaten er uttrykt som en prosent-
andel av hele vekstplatearealet. Legg merke til normaliseringen av det hypertrofiske
arealet hos de behandlede musene;

Figur 18 viser kortsiktige (15 dager), effektivitetsresultater av hgy dose (8,2 mg/kg),
i form av kroppsvekt i behandlede Akp27/-mus. Effekten av STNALP-FcD10 pa
kroppsvekt;

Figur 19 viser kortsiktige (15 dager), effektivitetsresultater av hgy dose (8,2 mg/kg),
i form av lang beinlengde hos behandlede Akp2™”-mus. Effekt av STNALP-FcD10
pa larbein- og skinnebeinlengde (malinger gjort pa dag 16);

Figur 20 viser kortsiktige (15 dager), effektivitetsresultater av hgy dose (8,2 mg/kg),
i form av sSTNALP-FcD10-serumkonsentrasjon hos behandlede Akp2”-mus.
STNALP-FcD10-serumkonsentrasjoner pa dag 16 hos mus behandlet i 15 dager med
daglige s.c.-injeksjoner pa 8,2 mg/kg STNALP-FcD10;

Figur 21 viser kortsiktige (15 dager), effektivitetsresultater av hgy dose (8,2 mg/kg),
i form av mineralisering av bein hos behandlede Akp2”-mus. Rentgenanalyse av
fattene, brystkasse og baklemmene av Akp2/-mus (16 dager) og en Faxitron™-
bildefordelingstabell. Fattene og brystkassene ble klassifisert som alvorlige,
moderate eller sunne med hensyn til omfanget av beinmineraliseringsdefektene.
Bein ble bare klassifisert som unormale (minst én defekt) eller friske (ingen synlig
defekt);

Figur 22 viser kortsiktige (15 dager), effektivitetsresultater av hgy dose (8,2 mg/kg),
i form av defekter i tenner hos behandlede Akp2™-mus. Histologisk analyse av
tenner hos Akp2”-mus injisert vehikkel eller sSTNALP-FcD10 og villtypemus.
Tynne snitt ble utarbeidet og farget som beskrevet i Millan et al. PDL = peridontalt
ligament;

Figur 23 viser langsiktige (52 dager), effektivitetsresultater av hgy dose (8,2 mg/kg),
i form av overlevelse hos behandlede Akp2”-mus. Langsiktig overlevelse av
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Akp2"-mus behandlet med sSTNALP-FcD10 ble sammenlignet med tidlig ded hos
Akp2™" som bare var behandlet med kontrollvehikkel;

Figur 24 viser langsiktige (52 dager), effektivitetsresultater av hgy dose (8,2 mg/kg),
i form av starrelse, mobilitet og utseende hos behandlede Akp2”-mus. Behandlingen
normaliserer starrelse, mobilitet og utseende hos behandlede Akp2™”-mus.
Ubehandlede mus fra samme kull er vist for sammenligning;

Figur 25 viser langsiktige (52 dager) effektivitetsresultater av hgy dose (8,2 mg/kg) i
form av mineralisering og beinlengde hos behandlede Akp2”-mus. Rantgenbilder av
de metatarsale beinene hos 46 og 53 dager gamle behandlede Akp2”-mus i sammen-
ligning med WT-mus;

Figur 26 viser langsiktige (52 dager), effektivitetsresultater av hgy dose (8,2 mg/kg),
i form av sSTNALP-FcD10-serumkonsentrasjon hos behandlede Akp2”-mus,
STNALP-FcD10-serumkonsentrasjoner pa dag 53 hos mus behandlet i 52 dager med
daglige s.c.-injeksjoner av 8,2 mg/kg sTNALP-FcD10;

Figur 27 viser A) overlevelseskurvene for Akp2™-mus som mottok STNALP-FcD10
i doser pa enten 4,3 mg/kg daglig (Tx-1) eller 15,2 mg/kg hver 3. dag (Tx-3) eller
15,2 mg/kg hver uke (Tx-7), og B) gj. snittlig overlevelsestid for hver av disse
regimene. Overlevelse av de behandlede musene ble sammenlignet med
overlevelsen av mus injisert med vehikkel;

Figur 28 viser A) overlevelseskurver for Akp2”-mus som mottok STNALP-FcD10
ved doser pa 8,2 mg/kg daglig (RTX) med utgangspunkt i dag 15 etter fadselen og
B) gjennomsnittlig overlevelse for behandlede og vehikkelinjiserte mus. Overlevelse
av de behandlede musene ble sammenlignet med overlevelse av mus injisert med
vehikkel (R-vehikkel);

Figur 29 viser effektene pa kroppsvekt av daglige 8,2 mg/kg doser av STNALP-
FcD10 injisert til Akp2”-mus (RTX) med start p& dag 15 etter fodselen. Daglig
kroppsvekt ble sammenlignet med vehikkel-injiserte Akp2™-mus (R-vehikkel) eller
villtypemusekull (WT);

Figur 30 viser en samstilling av forskjellige ALP-er etablert av CLUSTAL™ W
(1,82) flersekvenssamstilling, nemlig en TNALP-storfesekvens (SEQ ID NO: 6); en
TNALP-kattesekvens (SEQ ID NO: 7), en human TNALP-sekvens (SEQ ID NO: 8),
en TNALP-musesekvens (SEQ ID NO: 9), en TNALP-rottesekvens (SEQ ID NO:
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10), og en TNALP-delvis hundesekvens (SEQ ID NO: 11), der innholdet av de
farste 22 aminosyrerestene er ukjent; en human IALP (SEQ ID NO: 12)
(tiltredelsesnr.: NP_001622), en human GCALP (SEQ ID NO: 13) (tiltredelsesnr.:
P10696), og en human PLALP (SEQ ID NO: 14) (tiltredelsesnr.: NP_112603.). "*"

betegner at restene i den kolonnen er identiske i alle sekvenser i samstillingen, ":
betegner at konserverte substitusjoner er blitt observert, og "." betegner at semi-
konserverte substitusjoner er blitt observert. En konsensussekvens avledet fra denne
samstillingen (SEQ ID NO: 15) er ogsa vist, der x er en hvilken som helst

aminosyre;

Figur 31 viser en samstilling av TNALP-er fra forskjellige arter som er fastsatt av
CLUSTAL™ W (1.82) flersekvenssammenstilling, nemlig storfesekvensen (SEQ ID
NO: 6); kattesekvensen (SEQ ID NO: 7), den humane sekvensen (SEQ ID NO: 8),
musesekvensen (SEQ ID NO: 9), rottesekvensen (SEQ ID NO: 10), og en delvis
hundesekvens (SEQ ID NO: 11), der innholdet i de farste 22 aminosyrerestene er
ukjent. "*" betegner at restene i den kolonnen er identiske i alle sekvenser av
samstillingen, ":" betegner at konserverte substitusjoner er blitt observert, og "."
betegner at semi-konserverte substitusjoner er blitt observert. En konsensussekvens
avledet fra denne samstillingen (SEQ ID NO: 16) er ogsa vist, der x er en hvilken

som helst aminosyre; og

figur 32 viser nukleinsyresekvensen (SEQ ID NO: 17) som koder for polypeptid-
sekvensen beskrevet i figur 1.

BESKRIVELSE AV ILLUSTRERENDE UTFGRELSESFORMER

[0086] Eksemplene nedenfor viser den ferste vellykkede behandlingen av
TNALP-knockout-mus (Akp2-/-) ved hjelp av subkutane injeksjoner av en
rekombinant form av ALP. Akp2”-mus rekapitulerer den alvorlige, ofte dadelige,
infantile formen av hypofosfatasi.

[0087] Den godt beskrevne TNSALP-homozygote nullmusemodellen som
speiler mange av de skjelett- og biokjemiske abnormitetene forbundet med infantil
HPP ble anvendt. Musene ble behandlet med en ny lgselig rekombinant form av human
TNSALP spleiset i karboksyenden slik at den inneholdt bade et avstandsstykke i form
av krystallinsk fragment-omradet (Fc) av human 1gG-1 fusjonert til en beinsgkende
sekvens sammensatt av ti sekvensielle asparaginsyre-(D10)-rester. Det ble vist at i
forhold til opprinnelig TNSALP renset fra nyrene, binder den modifiserte
rekombinante formen av enzymet hydroksyapatitt langt mer reaksjonsvillig og
beholder samtidig sin enzymatiske aktivitet. Behandling med det rekombinante
TNSALP-et ifglge foreliggende oppfinnelse normaliserte overraskende plasma-PPi-
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nivaer, og forbedret mineralisering av fattene, brystet, baklemmene og tannsettene til
homozygote nullmus sammenlignet med mus som mottok vehikkelen alene.
Behandlingen ble ogsa vist a forlenge overlevelsen, med ner radiografisk
normalisering av skjelettfenotypen.

[0088] | tillegg til dens fordelaktige in vivo-terapeutiske effekt, ble det
overraskende oppdaget at den rekombinant aktive formen av det modifiserte enzymet
som inneholder et avstandsstykke uttrykkes pa hgyere nivaer enn sitt rekombinante
motstykke som mangler et slikt avstandsstykke. 1 tillegg ble det vist at enzymet
fungerer som en tetramer.

[0089] Foreliggende oppfinnelse er vist mer detaljert i de fglgende ikke-
begrensende eksemplene.

EKSEMPEL 1

Uttrykking og rensing av rekombinant sSTNALP-FcD10

[0090] For a lette uttrykking og rensing av rekombinant TNALP, ble den
hydrofobe C-terminalsekvensen som angir GPl-ankerfeste i TNALP eliminert for &
gjare det til et lgselig utskilt enzym (Di Mauro et al. 2002). Den kodende sekvensen til
TNALP-ektodomenet ble ogsa utvidet med Fc-omradet til humant 1gG (y1 form
(IgG1), Swiss-Prot P01857). Dette tillot hurtig rensing av det rekombinante enzymet pa
protein-A-kromatografi og overraskende, dets gkte uttrykking. Videre, for a rette det
rekombinante TNALP-et til beinvev, ble en deka-aspartat (D10)-sekvens festet til
C-enden i Fc-omradet. Denne kimare formen av TNALP, betegnet STNALP-FcD10,
beholder fullstendig enzymatisk aktivitet bade nar den analyseres ved pH 9,8 ved hjelp
av det kunstige substratetet p-nitrofenylfosfat, og nar den analyseres ved pH 7,4 ved
hjelp av uorganisk pyrofosfat (PPi), som det fysiologiske substratet. Som i den naturlig
forekommende formen av TNALP spaltes signalpeptidet i N-enden av under den
kotranslasjonale translokasjonen av proteinet over det granulerte endoplasmatiske
retikulumet. Dens utforming og struktur er vist skjematisk i figur 1. Aminosyre-
sekvensen til fusjonsproteinet (inkludert signalpeptidet) er vist i figur 2. Aminosyre-
sekvensen til fusjonsproteinet som utskilles (dvs. uten signalpeptidet) er vist i figur 3.
[0091] Fremgangsmaten som ble anvendt til & konstruere dette fusjonsproteinet
er som fglger. cDNA-et som koder for fusjonsproteinet (se figur 32) ble satt inn i
PIRES-vektoren (Clontech™) i det forste flerkloningssetet som er lokalisert oppstrems
for IRES-en ved hjelp av Nhel- og BamHI-endonukleaserestriksjonsseter. Dihydro-
folatreduktase-(DHFR)-genet ble satt inn i det andre flerkloningssetet lokalisert
nedstrems for IRES-en ved hjelp av Smal- og Xbal-endonukleaserestriksjons-

setene. Den resulterende vektoren ble transfektert inn i kinesiske hamsterovarieceller
(CHO-DG44-celler) som manglet begge DHFR-genallelene (Urlaub et al. 1983,
oppnadd fra Dr. Lawrence A. Chasin, Columbia University) ved hjelp av
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Lipofectamine™-transfeksjonssettet (Invitrogen). To dager etter transfeksjon ble
mediet forandret og cellene ble opprettholdt i et nukleotidfritt medium (IMDM supplert
med 5 % dialysert FBS) i 15 dager for a isolere stabile transfektanter for plakkloning.
[0092] Cellene fra de tre beste klonene eller fem opprinnelig valgte som vokser i
det nukleotidfrie mediet ble samlet og dyrket videre i medium (IMDM + 5 % dialysert
FBS) som inneholdt gkende konsentrasjon av metotreksat (MTX). Kulturer som er
resistente mot 50 nM MTX ble ytterligere ekspandert i Cellstacks™ (Corning) som
inneholdt IMDM-medium supplert med 5 % FBS. Nar man nadde konfluensen ble
cellelaget renset med fosfatbufret saltlgsning (PBS), og cellene ble inkubert i
ytterligere tre dager med IMDM som inneholdt 3,5 mM natriumbutyrat for a gke
proteinuttrykking. Ved slutten av kulturen var konsentrasjonen av STNALP-FcD10 i
det anvendte mediet 3,5 mg/l, analysert ved & male TNALP-enzymatisk aktivitet.
[0093] SALP-FcD10-nivaene i anvendt medium ble kvantifisert ved hjelp av en
kolorimetrisk analyse for ALP-aktivitet der absorbansen av frigjort p-nitrofenol er
proporsjonal med reaksjonsproduktene. Reaksjonen forekom i 100 pl ALP-buffer

(20 mM Bis Tris propan (HCI), pH 9, 50 mM NacCl, 0,5 mM MgCl, og 50 uM ZnCl,)
som inneholdt 10 pl fortynnet anvendt medium, og 1 mM pNPP. Den sistnevnte
forbindelsen ble tilsatt sist for a initiere reaksjonen. Absorbansen ble registrert ved
405 nm hvert 45. sekund i lgpet av 20 minutter ved hjelp av en spektrofotometrisk
plateleser. Katalytisk STNALP-FcD10- aktivitet, uttrykt som utgangshastighet, ble
analysert ved a tilpasse det bratteste stigningstallet for 8 sekvensielle verdier.
Standardene ble utarbeidet med varierende konsentrasjoner av SALP-FcD10, og ALP-
aktivitet ble bestemt som ovenfor. Standardkurven ble generert ved a plotte log for
utgangshastigheten som en funksjon av log av standard konsentrasjonene. STNALP-
FcD10-konsentrasjonen i de forskjellige pravene ble lest fra standardkurven ved hjelp
av deres respektive ALP-absorbans. Aktivitetsmalinger ble omgjort til konsentrasjoner
av SALP-FcD10 ved hjelp av en kalibreringskurve oppnadd ved a plotte aktiviteten av
kjente konsentrasjoner av renset rekombinant enzym.

[0094] Kultursupernatanten ble sa konsentrert og dialysert mot PBS ved hjelp av
tangensiell stremningsfiltrering og lastet pa MabSelect SuRe™-kolonne (GE Health
Care) balansert med 150 mM NaCl, 10 mM natrium-PO,4. Bundne proteiner ble eluert
med 50 mM Tris pH 11, pH 11,0 buffer. Oppsamlede fraksjoner ble justert til pH 8-9
med 200 mM Tris-HCI pH 5,5. Fraksjoner som inneholdt det meste av det eluerte
materialet ble dialysert mot 150 mM NacCl, 25 mM natrium-PO, pH 7,4-buffer som
inneholdt 0,1 mM MgCl,, 20 uM ZnCl, og filtrert pa en 0,22 um (Millipore, Millex-
GP™) membran under sterile forhold. Det totale utbyttet av renseprosedyren var 50 %
med en renhet over 95 %, som bedemt ved Sypro™-rubinfarget SOS-PAGE. Renset
STNALP-FcD10-preparat ble lagret ved 4 °C og holdt seg stabil i flere maneder.
[0095] Den neste rensemetoden ble ogsa testet med hell. Kultursupernatanten ble
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konsentrert og dialysert mot PBS ved hjelp av tangentialfiltrering og eluert pa Protein
A-Sepharose™-kolonne (Hi-Trap™ 5 ml, GE Health Care) balansert med PBS.
Bundne proteiner ble eluert med 100 mM pH 4,0 sitratbuffer. De oppsamlede
fraksjonene ble umiddelbart justert til pH 7,5 med 1 M Tris pH 9,0. Fraksjonene som
inneholdt mesteparten av det eluerte materialet ble dialysert mot 150 mM NaCl,

25 mM pH 7,4 natrium PO,-buffer som inneholdt 0,1 mM MgCl,, 20 uM ZnCl, og
filtrert pa en 0,22 um (Millipore, Millex-GP™) membran under sterile forhold. Det
totale utbyttet av renseprosedyren var 50 % med en renhet over 95 %, som bedgmt ved
Sypro™ rubinfarget SDS-PAGE. Renset STNALP-FcD10-preparat ble lagret ved 4 °C
og holdt seg stabil i flere maneder.

[0096] Antall kopier av sSTNALP-FcD10-genet ble gkt ved a dyrke transfekterte
CHO-DG44194-celler i naerveer av gkende konsentrasjon av metotreksat. Kloner av
celler som er resistente mot 100 nM metotreksat ble isolert og undersgkt for deres evne
til & produsere STNALP-FcD10 i et hgyt utbytte. De beste produsentene ble tilpasset
kulturen i suspensjon i Hyclone media™ SFM4CHO™ (kat.# SH30549) i fraveer av
fotalt storfeserum. Kulturer som opprettholdt et hayt produksjonsutbytte under disse
forholdene ble overfort til disponible Wave™-bioreaktorposer. Mediet (25 I total-
volum) ble uts&dd i en tetthet p& 0,4 x 10° celler per ml. Temperaturen i kulturen ble
opprettholdt ved 37 °C inntil celletettheten nadde 2 x 10° celler/ml. Temperaturen ble
deretter redusert til 30 °C, og kulturen ble tilsatt 125 ml CHO generisk fade (Sigma,
C1615). Disse forholdene ble funnet a sinke celledelingen og gke produktutskillelsen i
dyrkingsmediet. Disse forholdene ble opprettholdt i 6 dager fer man hgstet cellekultur-
supernatanten som inneholdt utskilt STNALP-FcD10.

EKSEMPEL 2

Sammenligning av uttrykkingen mellom sTNALP-D10 og STNALP-FcD10
[0097] Plasmidvektorene som kodet for enten STNALP-FcD10 eller STNALP-
D10 ble transfektert i CHO-DG44-celler ved hjelp av Lipofectamine™ og dyrket i
selektivt medium (dvs. blottet for nukleotider) utformet for & fremme overlevelsen av
celler som uttrykker DHFR-genet som beskrevet i eksempel 1 ovenfor. De stabile
transfektantene ble isolert ved plakkloning og rangert ifglge deres niva av protein-
uttrykking ved anvendelse av den alkaliske fosfataseenzymatiske analysen ogsa
beskrevet i eksempel 1 ovenfor. Screening tillot identifikasjon av en klon bare for
STNALP-D10 (0,120 pg/celle/dag) og fem kloner for sSTNALP-FcD10 (0,377, 0,258,
0,203, 0,099 og 0,088 pg/celle/dag). Metotreksat (MTX)-genamplifisering ble utfart
som beskrevet i eksempel 1 ovenfor (MTX som strekker seg fra O til 200 mM), og tillot
en 8 gangers gkning i uttrykking av STNALP-FcD10 mens ingen amplifikasjon ble
observert med STNALP-D10-kulturene (se figur 4). Ved hjelp av en lignende prosess
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for cellelinjeutviklingen ble det uventet funnet at STNALP-FcD10-proteinet var lettere
a uttrykke i forhold til STNALP-D10 (se figur 4).

EKSEMPEL 3

STNALP-FcD10-karakterisering

[0098] STNALP-FcD10 ble farst renset pa protein-A-Sepharose™, og analysert
pa SDS-PAGE under reduserende og ikke-reduserende forhold.

[0099] Under reduserende forhold migrerte det som et bredt band med en
tilsynelatende molekylvekt pa - 90 000 Da (DTT+ i figur 5). Fordgyelse med peptid-N-
glykosidase F (PNGase F) reduserte den tilsynelatende molekylmassen av proteinet til
ca. 80 000 som tett tilneermer den beregnede massen av 80 500 Da for den ikke-
glykosylerte STNALP-FcD10-monomeren vist i figur 1. Lgselig TNALP i serum, som
TNALP til stede som et GPI-forankret protein i den ytre overflaten av osteoblaster, er
et sterkt glykosylert protein med karbohydrater omfattende <20 % av den totale
massen av enzymet (Farley & Magnusson 2005). Selv om de spesifikke karbohydrat-
strukturene pa TNALP ikke er blitt identifisert, indikerer sekvensstudier at enzymet har
fem antatte seter for N-bundet glykosylering, og biokjemiske studier har vist tegn pa
bade N- og O-bundne karbohydrater (Nosjean et al. 1997). Etter avtale med disse
tidligere observasjonene antyder den elektroforetiske migrasjonen av STNALP-FcD10
og dens falsomhet for PNGase F at det ogsa er et tungt N-glykosylert protein.

Loselig TNALP i serum, som TNALP til stede som et GPI-forankret protein pa den
ytre overflaten av osteoblaster, er et sterkt glykosylert protein med karbohydrater
omfattende < 20 % av den totale massen av enzymet (Farley & Magnusson 2005).
[0100] Nar SDS-PAGE ble gjentatt under ikke-reduserende betingelser viste den
tilsynelatende molekylmassen av STNALP-FcD10 seg a vaere 200 000 (DTT- i figur 5)
konsistent med den til en homodimer som i nativ uforandret TNALP (Millan 2006).
Denne homodimeren er sannsynligvis resultatet av dannelsen av de to disulfidbroene
mellom de to monomere Fc-omradene (den gvre hagyre ruten, figur 5).

[0101] Den molekyleere massen av renset STNALP-FcD10 under native forhold
ble evaluert ved hjelp av starrelseseksklusjons-FPLC-kromatografi pa en kolonne av
Sephacryl™ S-300 (GE Health Care) balansert i 150 mM NaCl, 20 mM Tris pH 7,5-
buffer. Kolonnen var tidligere kalibrert med et standard proteinsett (HMW-
kalibreringssett, GE Health care) (ruten nederst til venstre, figur 5).

[0102] De samlede kromatografiske fraksjonene ble analysert for alkalisk
fosfataseenzymatisk aktivitet, og materialet i hver topp. Overraskende eluerte 78 % av
materialet ved en posisjon tilsvarende proteinene av 370 kDa (nedre venstre rute, figur
5) som tyder pa en tetramer form for det native STNALP-FcD10-rekombinante
enzymet som produseres i CHO-celler. Nar fraksjoner fra Sephacryl S-300-kolonnen
ble testet for aktivitet, ble all den enzymatiske aktiviteten knyttet til 370 kDa
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fraksjonen. Det gjenveaerende materialet var av en mye hgyere molekylvekt som
indikerer dannelsen av noen STNALP-FcD10-aggregater. Begge de tetramere formene,
som kanskje ikke observeres i SDS-page, fordi den sistnevnte gdelegger den ikke-
kovalente bindingen som holder tetrameren sammen, og aggregatformer ble Igst som
STNALP-FcD10-monomerer med en tilsynelatende molekylvekt pa 90 000 ved SDS-
PAGE under reduserende forhold (DTT+, nedre, hgyre rute i figur 5) og som dimerer
med en tilsynelatende molekylvekt pa 200 000 under ikke-reduserende forhold (DTT-,
nedre, hgyre rute i figur 5). Rekombinant STNALP-FcD10 synes a besta i det
vesentlige av enzymatisk funksjonelle homotetramerer dannet av ikke-kovalent
forbindelse mellom to STNALP-FcD10-disulfid-bundede dimerer.

[0103] Den tetrameriske strukturen av STNALP-FcD10 ble ytterligere testet ved
begrenset papainfordayelse (figur 6-8). Denne proteasen er kjent for a spalte 1gG-
tungkjeder nar hengselomradet og pa N-endesiden av disulfidbindingene, og dermed
generere hele monomere Fab-fragmenter og dimere disulfidbundne Fc-dimerer.
Fordgyelse av STNALP-FcD10 bgr dermed frigjere enzymatisk aktive STNALP-
dimerer fra de intakte Fc-domenene (se figur 6).

[0104] Porsjoner som inneholdt 400 pg sTNALP-FcD10 ble digerert med

208 mU papain-agarose (Sigma) i en 20 uM fosfatbuffer (pH 7,0) som inneholdt 250
UM ditiotreitol. Digereringen ble fortsatt ved 37 °C i 1 time under forsiktig omraring.
Reaksjonen ble stoppet ved a fjerne papain-agarosekulene ved sentrifugering. Under
disse forholdene var det intet signifikant tap av STNALP-FcD10 enzymatisk aktivitet
under de forste 4 timene av inkuberingen. STNALP-FcD10 inkuberte i en time i
narveer eller fraver av papain-agarose og ble deretter analysert ved SEC-HPLC pa en
TSK-Gel G3000WXL (Tosoh Bioscience) i ikke-denaturerende forhold.

[0105] Figur 7 viser at hovedproduktet som eluerer med en tilsynelatende Mr pa
370 kDa ikke lenger kunne observeres etter 1 times papainfordgyelse. Under disse
forholdene genererer papainfordgyelsen to hovedfragmenter av henholdsvis 135 kDa
0g 62 kDa. En mindre topp med Mr pa 35 kDa ble ogsa observert.

[0106] Under reduserende SDS-PAGE-forhold (DTT+, figur 8) ble produktet fra
den ikke papain-behandlede preven lgst i et stort band (102 kDa) (DTT+, papain-), som
tidligere ble vist a tilsvare monomerisk STNALP-FcD10. | Western-blott kunne dette
bandet faktisk farges med antistoffer til bade TNALP- og Fc-domenet av 1gG;-
molekylet (ikke vist). Etter papainfordgyelse spaltes dette bandet inn i to store
fragmenter: 1) 32 kDa-bandet, som binder anti-Fc-antistoffet, men ikke anti-TNALP-
antistoffet og er foreslatt a tilsvare FcD10-fragmentet; og 2) det brede og diffuse
proteinbandet (66 - 90 kDa), som kan farges med anti-ALP-antistoffet, men ikke med
anti-Fc-antistoffet og er saledes antatt a tilsvare TNALP-ektodomenemonomerer.
Heterogeniteten til dette materialet er antakelig pa grunn av dets glykosylering siden
det kan reduseres ved fordgying med peptid-N-glykosidase F, noe som ogsa reduserer
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dens tilsynelatende molekylmasse til 52 kDa (resultater ikke vist).

[0107] Under ikke-reduserende forhold (DTT-, figur 8), ble STNALP-FcD10
uten papain funnet & migrere i SDS-Page som et 216 kDa protein (DTT-, papain-, figur
8). Western blott viser ogsa at dette proteinet inneholder epitoper til bade TNALP- og
Fc-delene (resultater ikke vist). Disse molekylere artene ble tidligere foreslatt a besta
av disulfidbundede sTNALP-FcD10-dimerer. Som under reduserende forhold danner
papainspalting under ikke-reduserende forhold (DTT-, papain +) to hovedfragmenter. |
Western-blott kan 55 kDa-fragmentet farges med anti-Fc-antistoffet, men ikke med
anti-TNALP-antistoffet. Dette fragmentet er sannsynligvis identisk med 62 kDa-artene
observert pa SEC-HPLC under native forhold, og er foreslatt a tilsvare disulfidbundne
Fc-dimerer. De andre store artene komigrerer med hovedproteinbandet (66-90 kDa)
observert under reduserende forhold. Dette er forenlig med at det er sammensatt av
TNALP-ektodomenemonomerene. Nar de analyseres ved HPLC i ikke-denaturerende
forhold er disse monomerene ikke-kovalent bundet i de enzymatisk aktive TNALP-
dimerene som eluerte fra SEC-kolonnen som 135 kDa-artene.

EKSEMPEL 4

Affinitetssammenligning mellom hydroksyapatitt av sSTNALP-FcD10-protein og
storfenyre-sALP

[0108] Affiniteten til det rensede STNALP-FcD10-proteinet for hydroksyapatitt
ble ogsa sammenlignet med storfenyre (vevsuspesifikk) lgselig alkalisk fosfatase
(Calzyme) ved hjelp av falgende prosedyre. Storfenyre-TNALP ble anvendt i stedet for
humanbein-TNALP fordi det var kommersielt tilgjengelig. Hydroksyapatittkeramiske
kuler (BioRad) ble ferst lgseliggjort i 1 M HCI og mineralet ble utfelt ved a bringe
lasningen tilbake til pH-verdi 7,4 med 10 N NaOH. Binding til dette rekonstituerte
mineralet ble utfart ved a inkubere alikvoter av mineralsuspensjonen som inneholdt
750 pg mineral med 5 pg protein i 100 pl 150 mM NaCl, 80 mM natriumfosfat pH 7,4,
buffer. Pravene ble holdt ved 21 + 2 °C i 30 minutter pa et roterende hjul. Mineral ble
spunnet ned ved lavhastighetssentrifugering og total enzymatisk aktivitet gjenvunnet i
bade mineralpelleten og supernatanten ble malt. Figur 9 viser tydelig at STNALP-
FcD10 binder mer effektivt til rekonstituert hydroksyapatittmineral enn storfenyre-
TNALP. Videre ble mesteparten av det rekombinante STNALP-FcD10-proteinet
innfgrt i analysen utvunnet ved & summere opp den enzymatiske aktiviteten gjenvunnet
i bade de bundne og ikke-bundne fraksjonene. Dette viser at binding av det
rekombinante proteinet til den rekonstituerte mineralfasen ikke vesentlig endrer dets
enzymatiske aktivitet.

EKSEMPEL 5

Musemodell
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[0109] Akp2-musene ble opprettet ved & sette inn Neo-kassetten i ekson VI av
muse-TNALP-genet (Akp2) via homolog rekombinasjon (Narisawa et al. 1997; Fedde
et al. 1999). Denne mutasjonen forarsaket den funksjonelle inaktiveringen av Akp2-
genet og intet MRNA- eller TNALP-protein er paviselige i slike knockoutmus
(Narisawa et al. 1997). Fenotypisk etterligner Akp2™-musene alvorlig infantil HPP.
Disse musene har ingen apenbar hypofosfatasifenotype ved fadselen, skjelettmanglene
viser seg vanligvis pa eller rundt dag 6, og forverres etterpa. De har stuntet vekst med
rakitt, utvikler epileptiske anfall og apné, og ble rapportert & dg mellom de 12-16 farste
dagene etter fodselen. Som HPP-pasienter har Akp2”-mus hypofosfatasemi pa grunn
av global mangel pa TNALP-aktivitet, endogen opphopning av ALP-substratene, PPi,
PLP og PEA og lider av svekket skjelettmatrisemineralisering som farer til rakitt eller
osteomalasi (Fedde et al. 1999.).

[0110] For a forstd hvordan defekter i alkalisk fosfatase kan fare til nevrologiske
manifestasjoner av sykdommen hos bade mennesker og mus, ma man gjennomga
rollen og stoffskiftet av vitamin B6 i sentralnervesystemet. Vitamin 86 er et viktig
neringsstoff som fungerer som en kofaktor for minst 110 enzymer, inkludert de som er
involvert i biosyntesen av nevrotransmitterne y-aminosmgrsyre (GABA), dopamin og
serotonin. Vitamin B6 kan finnes i tre frie former (eller vitaminer), dvs. pyridoksal
(PL), pyridoksamin (PM), og pyridoksin (PN), som alle kan bli fosforylert til de
tilsvarende 5'-fosfaterte derivatene, PLP, PMP og PNP (Jansonius 1998). Fjerning av
fosfatgruppen er en funksjon av ALP og primart den til TNALP-isozymet (Whyte
2001). Siden bare defosforylerte vitamerer kan transporteres inn i cellene, farer senket
TNALP-aktivitet i hypofosfatasi til markerte gkninger i plasma PLP (Whyte et al.
1985; Whyte 2001) og intracelluleer mangel pa PLP i perifere vev og i sentralnerve-
systemet der det farer til reduserte hjernenivaer av GABA. Det er ogsa blitt antatt at
disse epileptiske anfallene som observeres i disse musene er resultat av glutaminsyre-
dekarboksylasedysfunksjon pa grunn av mangel pa PLP (Waymire et al. 1995).

[0111] Pyridoksinsupplement undertrykker de epileptiske anfallene til Akp2™-
musene, men forlenger deres levetid med bare noen fa dager, til de 18-22 farste dagene
etter (Narisawa et al. 2001.). Derfor fikk alle dyrene i denne studien (avlsmus,
ammende mgdre, unger og nyavvente) fri tilgang til et modifisert laboratoriumgnager-
kosthold 5001 med gkte nivaer (325 ppm) av pyridoksin.

[0112] Akp2-mus (12,5 % C57BUG - 87,5 % 129J hybrid bakgrunn) ble
opprettholdt ved heterozygot avling. Dyr, avispar eller ammende mgdre med sine
unger, ble plassert i et ventilert plastbur med fast bunn utstyrt med et automatisk
vanningssystem. Alle dyrene hadde fri tilgang til et modifisert laboratoriumgnager-
kosthold 5001 med 325 ppm pyridoksin (#48057, TestDiet™). Maksimalt tillatte
konsentrasjoner av kontaminanter i kosten (f.eks. tungmetaller, aflatoksin,
organofosfat, klorerte hydrokarboner, PCB-er) ble forsikret av produsentene. Ingen
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kjente kontaminanter var til stede i kostholdsmaterialet for a pavirke giftigheten av
testartikkelen.

EKSEMPEL 6

Farmakokinetikk og vevsfordeling av injisert STNALP-FcD10 hos WT-mus
Blodprevetaking

[0113] Blodpraver ble oppsamlet i heparinlitiumrer (VWR, #CBD365958), og
satt pa is i hgyst 20 minutter far sentrifugering ved 25009 i 10 min ved romtemperatur.
Minst 15 ul av plasmaet ble overfart til 0,5 ml rgr (Sarstedt, #72.699), frosset i flytende
nitrogen og oppbevart ved -80 °C inntil analyser. Om tilgjengelig ble ytterligere < 50
pl av plasmaet overfart til 0,5 ml rar, inaktivert ved 65 °C i 10 minutter, frosset i
flytende nitrogen og oppbevart ved -80 °C inntil de ble analysert. Eventuelt
gjenvearende plasma ble slatt sammen med 15 pl alikvoten, frosset i flytende nitrogen
og oppbevart ved -80 °C inntil analyse.

Bestemmelse av plasma sTNALP-FcD10

[0114] Nerveer av STNALP-FcD10 i plasmaprgver ble analysert etter
behandlingen ved hjelp av en kolorimetrisk enzymatisk analyse. Enzymatisk aktivitet
ble bestemt ved hjelp av et kromogent substrat, der gkningen av absorbans er
proporsjonal med substratomdannelse til produkter. Reaksjonen ble utfgrt i 100 pul
buffer, 50 mM NaCl, 20 mM Bis Tris propan (HCI), pH 9 buffer som inneholder

0,5 mM MgCl, og 50 uM ZnCl, og til dette ble det tilsatt 10 pl fortynnet plasmaprgve.
ALP-substratet p-nitrofenyl ble tilsatt sist ved en sluttkonsentrasjon pa 1 mM for a
initiere reaksjonen. Absorbansen ble registrert ved 405 nm hvert 45 sekund i lgpet av
en tjue minutters periode ved hjelp av en Spectramax™ 190 (molekylare enheter)
plateleser. STNALP-FcD10 enzymatisk aktivitet uttrykt som en initiell reaksjons-
hastighet ble bestemt ved a tilpasse det bratteste stigningstallet over 8 tilstatende
leseverdier. Standarder ble fremstilt med varierende konsentrasjoner av testartikkelen,
og den enzymatiske aktiviteten ble bestemt som beskrevet ovenfor i eksempel 1.
Standardkurven ble generert ved a plotte log av innledende hastighet som en funksjon
av log for standard mengdene. STNALP-FcD10-konsentrasjonen av de forskjellige
plasmaprgvene ble avlest direkte fra standardkurven ved hjelp av deres respektive
enzymatiske aktivitet.

Bestemmelse av plasma-PPi

[0115] Sirkulerende nivaer av PPi ble malt i serum oppnadd fra hjertepunktur
ved hjelp av differensiell adsorpsjon pa aktivt trekull av UDP-D-[6-*H]glukose
(Amersham Pharmacia) fra reaksjonsproduktet av 6-fosfo[6-*H]glukonat, som tidligere
beskrevet (Johnson et al. 1999).
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Halveringstid og vevsfordeling av STNALP-FcD10

[0116] I voksne WT-mus ble halveringstiden og vevsfordelingen av STNALP-
FcD10 injisert i mus bestemt. Figur 10 oppsummerer sin farmakokinetikk- og
vevsfordeling etter en enkelt bolus-intravengs injeksjon pa 5 mg/kg i voksne WT-mus.
[0117] Halveringstiden var 34 timer i blod med en akkumulering av [**°I]-merket
STNALP-FcD10 i bein pa opptil 1 pg/g bein (vatvekt). Denne halveringstiden er
sammenlignbar med den som ble observert tidligere i mislykkede rapporterte kliniske
studier. Nivaene av beinsgkende materiale virket ganske stabile, ettersom ingen
signifikant reduksjon i radioaktivt merket STNALP-FcD10 ble observert under
forsgket. Ingen akkumulering av STNALP-FcD10 ble observert i muskel, ettersom
mengden radioaktivt merket enzym i vevet minket parallelt med det til STNALP-
FcD10-enzymatisk aktivitet i blodet.

[0118] | nyfadte mus. Fordi Akp2”-mus dgr mellom dagene 12-16 og i.v.-
injeksjon ikke er gjennomfarbart i slike sma mus, ble den farmakokinetiske analysen
av STNALP-FcD10 i serum gjentatt ved hjelp av i.p.- og s.c.-veier i WT-nyfgdte mus
ved hjelp av en dose pa 3,7 mg/kg. i.p.-veien ble funnet utilstrekkelig pa grunn av det
haye trykket i bukhulen som farer til uforutsigbare tap gjennom injeksjonssetet (figur
11 A). s.c.-veien var mer reproduserbar i nyfadte mus, som vist i PK-forsgket i figur
11B. De farmakokinetiske parameterne for sSTNALP-FcD10 hos nyfgdte og voksne
mus er rapportert i tabell 2 nedenfor.

[0119]

Tabell 2: Farmakokinetiske parametere for STNALP-FcD10 hos nyfadte WT-

mus.
Parameter Nyfadt
s.C. I.p.

T1/2 (t) 31 19
Tmaks (t) 6
Cmaks (mg/l) 5
AUCINf (mg/I/t) 257 92
[0120] Disse PK-dataene, analysert av WinNonlin™-programvaren (Pharsight

Corporation, Mountain View, CA), ble anvendt til a forutsi sirkulerende blodnivaer av
STNALP-FcD10 oppnadd etter gjentatte daglige s.c.-injeksjoner. Sirkulerende
STNALP-FcD10 nadde stabile tilstandsserumkonsentrasjoner som oscillerte mellom
Cmin- og Cmaks-verdier pa henholdsvis 26,4 og 36,6 pg/ml (figur 12). Stabil tilstand
ble oppnadd etter 5 til 6 daglige doser pa 10 mg/kg.
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[0121] Forutsigelsesvaliditet ble testet eksperimentelt etter 5 daglige injeksjoner
pa 10 mg/kg av STNALP-FcD10. Pa injeksjonsdagen kunne man ikke skjelne musenes
genotype. Av de testede musene ble det senere fastslatt hvilke som var heterozygote
eller homozygote. Det var ingen forskjell i oppfarselen til alle de forskjellige
genotypene. Nar sirkulerende ALP-aktivitet ble malt 24 timer etter den siste
injeksjonen, nemlig pa dag 6, (Cmin) ble det observert god overensstemmelse mellom
eksperimentelle og forutsagte konsentrasjoner (figur 13). I disse ikke-behandlede 5
dagers gamle dyrene var serum-TNALP-nivaene 0,58 pg/ml. Disse nivaene vil avta
med alderen. Dermed ble det beregnet at injeksjonsregimet tillot & bygge seg opptil
stabile tilstandsserumkonsentrasjoner av STNALP-FcD10 ca. 50 ganger hgyere enn
normale TNALP-konsentrasjoner.

Eksempel 7
Konsentrasjon av STNALP-FcD10 hos voksne WT-musebein etter bolus-

intravengs administrering

[0122] En 5 mg/kg STNALP-FcD10-dose ble administrert i.v. i 129J-voksne
WT-mus. STNALP-FcD10-konsentrasjonen i bein ved t = 25 timer var som fglger:
0,64 ug/g calvaria (taket i hjerneskallen); 1,33 ug/g skinnebeinene (eng.: tibias); og
1,37 pg/g larbeinene, for en gjennomsnittlig konsentrasjon pa 1,11 pg/g. Hos rotter
representerer beinvev 16,3 % av den totale massen. Det er forventet at denne prosent-
andelen ogsa finnes hos mus. Kroppsvekten til musene som ble anvendt i dette forsgket
var 18,4 g. Den beregnede beinvevvekten til disse musene var saledes omtrent 18,4 g x
0,163 = 3,00 g. Beregnet mengde STNALP-FcD10 i beinvev var pa 3,33 pg. Prosent-
andelen av den injiserte dosen i beinvev var saledes pa (3,33 pg/(5/ug/g * 18,4g))*100
=4 %.

[0123] STNALP-FcD10-konsentrasjonen i bein ved t = 96 timer var som falger:
0,83 ug/g calvaria; 1,33 pg/g skinnebein og 1,63 pg/g larbein, for en gjennomsnittlig
konsentrasjon pa 11,26 ug/g. Kroppsvekten til musene anvendt i dette forsgket var
17,8 g. Den beregnede beinvevvekten til disse musene var saledes omtrent 17,8 g x
0,163 = 2,90 g. Mengden sTNALP-FcD10 i musebeinvev var dermed omtrent

3,66 pg. Prosentandelen av den injiserte dosen i beinvev var dermed pa (3,66
pg/(5/pg/g * 17,8 9))*100 = 4 %.

Eksempel 8
Konsentrasjon av STNALP-FcD10 i nyfadte WT-musebein etter 15 dagers

subkutan bolusinjeksjon
[0124] En 4,3 mg/kg STNALP-FcD10 dose ble administrert subkutant i 129J
nyfgdte WT-mus hver dag i 15 dager i en total administrert mengde av 65 mg/kg.
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STNALP-FcD10-konsentrasjonen i bein ved t = 24 timer var som falger: 6,45 ug/g
calvaria; 3,05 pg/g skinnebein; og 3,71 pg/g larbein, for en gjennomsnittlig
konsentrasjon pa 4,40 pg/g. Kroppsvekten til musene som ble anvendt i dette forsgket
var 9,83 g. Den beregnede beinvevsvekten til disse musene var dermed omtrent 9,83 g
x 0,163 = 1,60 g. Mengden av sSTNALP-FcD10 i musebeinvev pa den tiden var dermed
omtrent 7,04 ug. Prosentandelen av den injiserte dosen i beinvevet var dermed pa
(7,04 g/(65 pg/g * 9,839))*100 = 1 %.

[0125] STNALP-FcD10-konsentrasjonen i bein ved T = 168 timer var som
falger: 5,33 pg/g calvaria; 1,37 pg/g skinnebein; og 1,88 ug/g larbein, for en gjennom-
snittlig konsentrasjon pa 2,86 pg/g. Kroppsvekten til musene som ble anvendt i dette
forsgket var 14,0 g. Den beregnede beinvevsvekten til disse musene var dermed
omtrent 14,0 g x 0,163 = 2,28 g. Mengden av sSTNALP-FcD10 i musebeinvev pa den
tiden var dermed omtrent 6,52 pg. Prosentandelen av den injiserte dosen i beinvevet
var dermed pa (6,52 pg/(65 pg/g * 14 g))*100 = 0,7 %. Tabell 3 nedenfor opp-
summerer resultatene fra eksemplene 7 og 8.

[0126]
Tabell 3: Gjennomsnittlig konsentrasjon av STNALP-FcD10 og prosentvis injisert
dose i bein
Forsgk Injeksjonsregime | Gjennomsnittlig konsentrasjon i % injisert
bein (ug/g vatt vev) dose i bein
1 x5mg/kg (bolus) | T =25t =96 t® T= T=96
IV-bolus 25t
1,11 1,26 4% | 4%
15 x 4,3 mg/kg T=24tY T 168tV T= | T=
SC-bolus over (daglig) 24 t® 168t
15 dager
4,40 2,86 1% | 0,7%

Windikerte tidspunkt er fra den siste injeksjonen.

EKSEMPEL 9

Korttids (15 dager) effekten av lave doser (1 mg/kg) av STNALP-FcD10 for HPP
hos AKP"-mus

[0127] Daglig s.c.-injeksjon av STNALP-FcDy, ble utfart i 15 dager i Akp2™-
mus ved anvendelse av mg/kg. Behandlingsgruppene ble konstituert fra 19 kull. Akp2™”
-mus mottok vehikkel (N=13) eller sSTNALP-FcD10 (N=12). Kontroller bestod av 15
WT-mus (én per kull). Kontrollmusene ble ikke injisert. Blod ble tatt 24 timer etter
siste injeksjon som beskrevet i eksempel 6.

[0128] Figur 14 viser at enzymaktiviteter i serum pa dag 16 var knapt over
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deteksjonsgrensen. Til tross for lave serumverdier for STNALP-FcD10, ble serum PPi-
nivaene korrigert (figur 15). Ubehandlede Akp2”-mus hadde serum-PPi-konsentra-
sjoner pa 1,90 + 0,64 pmol/ml, mens behandlede Akp2”-mus hadde nivaer p& 1,41 +
0,30 pmol/ml, sammenlignet med de til WT-musene (1,52 £ 0,35 pmol/ml).

[0129] Proksimale skinnebeinvekstplater viste en utvidelse av den hypertrofiske
sonen i Akp2”-dyr sammenlignet med WT-dyr (sammenligne vehikkel med villtype i
figur 16). Den samme observasjonen gjort tidligere i denne stammen av Akp2™-mus
(Hessle et al. 2002) er konsistent med rakitt. En trend mot normalisering av vekstplate-
morfologien ble observert hos dyr behandlet med sSTNALP-FcD10 i 15 dager (figur 17)
sammenlignet med vehikkel (ubehandlet).

EKSEMPEL 10

Korttids (15 dager) effekt av hgye doser (8,2 mg/kg) av STNALP-FcD10 for HPP i
Akp2"-mus

[0130] For a evaluere 15 dager med daglige s.c.-injeksjoner ved hjelp av en
betydelig hayere dose av STNALP-FcD10 (8,2 mg/kg) pa vekst- og beinmineralisering,
ble det anvendt mus fra 20 kull (141 mus totalt). De ble fordelt i to grupper:

1) Akp2”-mus som fikk vehikkel (N = 19); 2) Akp2™”-mus behandlet med STNALP-
FcD10 (N = 20); i tillegg var det én WT-mus per kull, ikke behandlet (N = 18).

Kroppsvekt
[0131] Akp2”-musene vokste saktere enn WT-musene. P& dag 1 var ingen

statistisk forskjell i kroppsvekt observert blant vehikkel-, sSTNALP-FcD10- og WT-
dyrene. Men daglige gjennomsnittlige kroppsvekter divergerte pa dag 6 (figur

18). Forskjellen mellom WT (4,2 + 0,6 g) og vehikkel (3,7 + 0,7 g) oppnadde statistisk
signifikans (p=0,0217) pa dag 6; men forskjellen mellom vehikkel- (5,9 + 1,0 g) og
STNALP-FcD10-behandlede verdier (6,7 + 1,0 g) oppnadde statistisk signifikans pa
dag 11 (p=0,04), der behandlingsgruppen var paradoksalt tyngre enn WT-gruppen. Pa
dag 16 var gjennomsnittlige kroppsvekter av behandlede dyr (8,2 £ 1,1 g) og WT

(8,4 £ 0,8 g) ikke statistisk forskjellige. Dyr behandlet med STNALP-FcD10 hadde
kroppsvekter som var statistisk sterre (p=0,026) enn de som ble behandlet med
vehikkel (6,6 £ 1,4 g). Ingen signifikant forskjell mellom ERT- og WT-gruppene ble
observert for kroppsvekt pa et hvilket som helst tidspunkt.

Beinlengde
[0132] Ved slutten av forsgket (dag 16) utgjorde skinnebeinlengden en

ytterligere maling av skjelettfordelen for Akp2”-mus. Skinnebeinlengden med ERT var
12,6 £ 0,7 mm og lengre (p=0,0135), sammenlignet med dyr som fikk vehikkel (11,7 £
1,1 mm) (figur 19). En statistisk signifikant forskjell (p=0,0267) ble ogsa oppnadd nar
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larbeinlengden ble sammenlignet med sSTNALP-FcD10 (9,2 + 0,4 mm) og vehikkel
(8,6 £ 0,8 mm) gruppene. Ingen statistisk signifikant forskjell ble observert for
skinnebein- eller larbeinslengden av ERT sammenlignet med WT-musene. En delvis
bevaring (dvs. delvis forebygging av reduksjon i beinvekst som blir tydelig rundt to
ukers alderen) av skinnebein- og larbeinsveksten ble observert ved malinger av lengden
ved nekropsi (figur 19).

[0133] | alle unntatt 5 dyr ble det funnet paviselige, men sterkt variable nivaer av
STNALP-FcD10 i plasmaet til behandlede Akp2™-mus pé dag 16 (figur 20).
Sirkulerende TNALP-konsentrasjoner i normale dyr er gitt for sammenligningsformal.

Beinmineralisering

[0134] Blinde evalueringer av Faxitron™-bilder av fgttene og brystkassen
skjelnet to grader av alvorlighet av mineraliseringsdefekter i Akp2”-musene (figur
21). Alvorlig rammede mus (alvorlig) hadde et fraveer av digitale bein (falanger) og
sekundzre ossifikasjonssentre. Moderat pavirkede (moderate) mus hadde unormale
sekundare ossifikasjonssentre, men alle digitale bein var til stede. WT-mus (friske)
hadde alle beinstrukturer til stede med normal arkitektur. Rgntgenbilder av bak-
lemmene ble tilsvarende klassifisert som unormale hvis tegn pa akutte eller kroniske
brudd var til stede, eller friske i fraveer av eventuelle unormale funn (figur 21). ERT
minimerte mineraliseringsdefekter i fattene dokumentert med antallet Akp2™-mus med
alvorlige defekter, bestaende av 5 i den ubehandlede gruppen, men 0 i ERT-gruppen
(tabell i figur 21). 2 var signifikant (p < 0,05), noe som indikerer at ERT reduserte
alvorlighetsgraden av de ervervede beindefektene. Fordi alvorlig rammede infantile
HPP-pasienter ofte dgr av undermineraliserte og brukne ribbein ute av stand til a stette
andedrettet, ble brystkassene ogsa ngye undersgkt. ERT reduserte ogsa forekomsten av
alvorlig dysmorfe brystkasser (tabell i figur 21). y*>-—analysen var signifikant ved p
<0,025. Tilsvarende var baklemmene friske hos alle behandlede dyr (tabell i figur

21). y-analysen var signifikant ved p < 0,025.

Tannskader

[0135] Underkjevene fra 16 dager gamle mus ble nedsenket fast over natten i
natriumkakodylatbufret aldehydlgsning og skaret inn i segmenter som inneholdt farste
jeksel, underliggende fortann, og det alveolare beinet omkring dem. Prgvene ble
dehydratisert gjennom en gradert etanolserie og infiltrert med enten akryl (LR hvit)
eller epoksy (Epon 812) harpiks, etterfulgt av polymerisering av de vevsholdige
harpiksblokkene ved 55 °C i 2 dager. Tynne snitt (1 um) ble kuttet pa en ultramikrotom
ved hjelp av en diamantkniv, og objektglassmonterte snitt ble farget for mineral ved
hjelp av en % sglvnitrat (von Kossa farging, svart) og motfarget med 1 % bla

toluidin. Frontalsnittene gjennom underkjevene (pa samme niva i den mest mesiale
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roten til farste jeksel ga i lengdesnitt av jekselen og tverrsnitt av fortannen for
sammenlignende histologiske analyser.

[0136] Histologisk undersgkelse av tennene fra Akp2”-mus viser darlig
mineralisert tannvev og svert lite sement mellom det periodontale ligamentet og
tannbeinet i forhold til villtype-dyrene (figur 22, sammenlign Akp2”, vehikkel og WT-
normal). Gjenopprettet tannbenmineralisering og dannelsen av sement er ogsa vist i
figur 22 (Akp2” behandlet vs. WT-normal).

EKSEMPEL 11

Langsiktige (52 dager) effekter av hgye doser (8,2 mg/kg) av sSTNALP-FcD10 for
HPP i Akp2™”-mus

[0137] Til slutt, for a vurdere langsiktig overlevelse og beinmineralisering i
Akp2"-mus, ble enten STNALP-FcD10 (8,2 mg/kg) eller vehikkel gitt daglig i 52
dager (s.c.-injeksjoner).

Museoverlevelse, aktivitet og utseende

[0138] Ubehandlede mus hadde en gjennomsnittlig overlevelsestid pa 18,5 dager
(figur 23), mens overlevelsen ble dramatisk gkt med ERT, og denne behandlingen
bevarte ogsa den normal aktiviteten og det friske utseendet (figur 24) til de behandlede
musene.

Beinmineralisering

[0139] Rentgenbilder av fattene til 16 dager gamle Akp2™-mus viste sekundzre
ossifikasjonsdefekter som er et kjennetegn pa sykdommen (se figur 25). Disse
defektene ble forebygget i alle behandlede mus med daglige doser av STNALP-FcD10 i
46 eller 53 dager (figur 25).

AL P-aktivitet

[0140] Plasma-ALP-aktivitetsnivaene ble malt i behandlede Akp2”-mus etter 53
dager. Figur 26 viser at mesteparten av verdiene var mellom 1 og 4 pg/ml ALP-
aktivitet. Tre dyr hadde imidlertid upaviselige ALP-nivaer.

[0141] Det er interessant at, i motsetning til WT-mus der en stabil tilstand
serumkonsentrasjon pa STNALP-FcD10 var oppnaelig, ble det malt store variasjoner i
serumnivéene til ALP hos den behandlede Akp2™-musen.

EKSEMPEL 12

Langtidseffekt av forskjellige doseringsintervall av sSTNALP-FcD10 i Akp2”-mus
[0142] Nyfodte Akp2”-mus ble injisert med 4,3 mg/kg daglig (Tx-1), 15,2
mg/kg hver 3. dag (Tx-3) eller 15,2 mg/kg hver 7. dag (Tx-7) av STNALP-FcD10.
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Behandlingen ble fortsatt i 43 dager og musene ble avlivet pa dag 44, nemlig 24 timer
etter siste injeksjon. De ble overvaket for a vurdere eventuelle forbedringer av deres
overlevelse og skjelettmineralisering.

Museoverlevelse

[0143] Overlevelsen av behandlede mus gket sammenlignet med mus som ble
injisert med vehikkel (figur 27). Denne gkningen var statistisk signifikant (p<0,0001).
Det var ingen statistisk signifikant forskjell nar overlevelseskurvene for behandlede
grupper ble sammenlignet mellom seg.

Beinmineralisering

[0144] A) For hver behandling ble rantgenbildene av fattene analysert og fordelt
mellom normale og unormale. Tall og prosenter (i parentes) fremgar i tabell 4
nedenfor. Beinmineraliseringsdefektene ble undersgkt pa dag 23 og ved slutten av
studien (dag 23-45).

Tabell 4: Fordeling av rgntgenbilder av fgttene

Midtstudie (D23)

Gruppe Unormal (%) Normal (%)
Tx-1 (N=18) 6 (33) 12 (67)
Tx-3 (N=19) 4 (21) 15 (79)
Tx-7 (N=20) 10 (50) 10 (50)

WT (N=32) 0 (0) 32 (100)

B)

D23-45

Gruppe Unormal (%) Normal (%)
Tx-1 (N=18) 3(17) 15 (83)
Tx-3 (N=19) 0 (0) 19 (100)
Tx-7 (N=20) 3 (15) 17 (85)

WT (N=31) 0 (0) 31 (100)
[0145] Midtveis i studien normaliserte STNALP-FcD10 administrert ved

15,2 mg/kg hver 3. dag beinmineraliseringsdefektene hos 79 % av musene. Denne
normaliseringen naermet seg statistisk signifikans nar den ble sammenlignet med 50 %
raten av normalisering evaluert i mus behandlet med 15,2 mg/kg hver 7. dag (y-;

p = 0,0596). Ingen andre indre behandlingssammenligninger var statistisk signifikant
eller neermet seg signifikans.

[0146] Ved slutten av studien forbedret prosentvis normalisering seg i alle
behandlede grupper sammenlignet med prosentvis normalisering evaluert pa dag 23.
y>--testen som sammenligner fordelingen blant alle sSTNALP-FcD10-behandlingene var
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ikke signifikant (p=0,1844). 100 % normalisering observert hos mus behandlet hver 3.
dag naermet seg statistisk signifikans nar den ble sammenlignet med mus behandlet
daglig (83 %, p=0,0634), eller hver 7. dag (85 %, p=0,0789).

[0147] | alle behandlingsgruppene forbedret imidlertid en betydelig andel av
dyrene som er klassifisert som unormale pa dag 23 seg og ble normale ved slutten av
studien. | den daglige behandlingsgruppen normaliserte 3 av 6 dyr seg; av musene som
ble behandlet hver 3. dag forbedret 4 av 4 seg, og til slutt, i den ukentlige behandlings-
gruppen, ble 7 av 10 dyr normale. Selv om doseringsintervallene gir tilfredsstillende
resultater, ble de beste resultatene oppnadd nar den resulterende daglig administrerte
mengden var hgyest.

EKSEMPEL 13

Langtidseffekt av hgye doser (8,2 mg/kg) av STNALP-FcD10 hos 15 dager gamle
Akp2"-mus

[0148] Effektstudier som beskrevet i eksempel 11 ble utfart i 15 dager gamle
mus som har begynt & manifestere skjelettdefekter som observert pa rentgenbilder av
fottene (se eksempel 11, figur 25). STNALP-FcD10 ble administrert til slutten av
studien. Dyrene ble overvaket for a evaluere eventuell forbedring av deres overlevelse,
kroppsvekt og skjelettmineralisering.

Museoverlevelse

[0149] Daglige injeksjoner, med start pa dag 15, av 8,2 mg/kg STNALP-FcD10
til Akp2”-mus gkte deres overlevelse sammenlignet med mus som ble injisert med
vehikkel (figur 28). @kningen var statistisk signifikant (p<0,05).

Kroppsvekt
[0150] Ved begynnelsen av studien ble det ikke observert noen signifikant

forskjell i kroppsvekt mellom gruppene (figur 29). Ved begynnelsen av behandlingen
(dag 15), var kroppsvekten til Akp2”-musene lavere enn kroppsvekten til villtype-
dyrene. Mens kroppsvekten til dyr injisert med vehikkel fortsatte a synke, begynte
Akp2"-mus behandlet med STNALP-FcD10 & legge pé seg 4 til 5 dager etter
behandlingsstarten og fortsatte a legge pa seg helt til slutten av studien, imidlertid uten
a na verdiene til vill-typedyrene. Denne vektgkningen antyder forbedring i velveret til
dyrene som ble behandlet med sSTNALP-FcD10.

Beinmineralisering

[0151] For hver behandling ble rentgenbildene av fgttene analysert og fordelt
mellom normale eller unormale. Tall og prosenter (i parentes) vises i tabell 5.
Rentgenbildene ble tatt ved nekroskopi.
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[0152] Behandling av Akp2”-mus med 8,2 mg/kg sSTNALP-FcD10 daglig, med
start pa dag 15 etter fadselen forbedret mineralisering sett fra rentgenbildene av fattene
tatt ved nekroskopi. Den STNALP-FcD10-behandlede gruppen viste 41 % normale dyr
sammenlignet med 12 % i den vehikkel-injiserte gruppen av Akp2™”-mus. Denne
forskjellen nadde nesten statistisk signifikans (p = 0,0645 i x2-kvadrattesten).

Tabell 5: Fordeling av rgntgenbilder av fgttene

Gruppe Unormal Normal
R-vehikkel (N=16) 14 (88) 2 (12)
RTx-1 (N=17) 10 (59) 7 (41)

WT (N=30) 0 (0) 30 (100)

EKSEMPEL 14

Langtidseffekten av forskjellige doseringsintervaller av sTNALP-FcD10 pa
redningen av Akp2”-mus

[0153] Musene startet behandlingen pa dag 12 og ble injisert s.c. med vehikkel
(RV), 8.2 mg/kg daglig i dagene 46/47 (RTx-1) eller injisert med 8,2 mg/kg daglig i

7 dager etterfulgt av 24,6 mg/kg hver 3. dag (RTx-3) eller etterfulgt av 57,4 mg/kg hver
7. dag (RTx-7). Den gjennomsnittlige overlevelsen var 19,5 dager for RV-musene,
21,0 dager for RTx-7-musene, 30,5 dager for RTx-3-musene og 37,5 dager for RTx-1-
musene. | alle tilfellene ble overlevelsen statistisk gket nar den ble sammenlignet med
den til den vehikkel-behandlede gruppen. Det er en klar fordel av ERT hos Akp2™-mus
med veletablert hypofosfatasi. Dosering sjeldnere enn daglig synes ogsa a statistisk gke
overlevelsen.

EKSEMPEL 15

En giftighetsstudie over hgyeste tolererte dose med intravengs injeksjon pa unge
Sprague-Dawley-rotter

[0154] Hensikten med studien var a bestemme den maksimalt tolererte dosen
(MTD) og giftigheten for testartikkelen, STNALP-FcD10, etter gjentatt administrering
til unge Sprague-Dawley-rotter med intravengs injeksjon. | eksemplene 15 til 18 er den
anvendte SALP-FcD10 den som er spesifikt beskrevet i figur 3.

[0155] STNALP-FcD10 ble administrert til unge Sprague-Dawley-rotter (alderen
ved starten var mellom 22 og 24 dager) én gang hver uke i fire uker med intravengs
injeksjon som beskrevet i tabell 6 nedenfor:
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[0156]
Tabell 6: Studieutforming

Gruppenummer Behandling Doseniva Dosekonsentrasjon | Antall dyr
(mg/kg/gang) (mg/ml) Hann |Hunn
1 Dose 1 10 2,0 3 3
2 Dose 2 30 6,0 3 3
3 Dose 3 90 18,0 3 3
4 Dose 4 180 36,0 3 3
[0157] Gjennom hele studien ble dyrene overvaket med hensyn til dedelighet,

kroppsvekt og klinisk tilstand. Hematologi-, koagulasjons- og kliniske kjemianalyser
ble utfgrt pa alle dyrene. Til slutt ble rottene avlivet og utsatt for nekropsi. For hvert
dyr ble prgver av utvalgte vev beholdt, og utsatt for histologisk bearbeiding og
mikroskopisk undersgkelse.

[0158] Det var ingen dadelighet i denne studien, og det var ingen testartikkel-
relaterte endringer i koaguleringsparametre eller organvekt. Seerlig kroppsvekten til
hannene med hgy vekt var omtrent 10 % under den lave dosen som antyder en
behandlingsrelatert effekt.

[0159] Det ble ikke observert noen kliniske tegn i gruppe 1- og 2-dyrene ved den
farste doseringsanledningen. | dyregruppene 3 og 4 fremstod dyrene svake umiddelbart
etter doseringen og noen dyr i gruppe 4 viste svak til moderat nedgang i aktivitet. Det
ble ogsa observert en liten hevelse av lemmene, grebladet og snuten med hud-
misfarging (red eller bla av utseende) pa ekstremitetene i de to gruppene. Andre
kliniske tegn observert hos dyrene i gruppe 4 inkluderte overdreven skraping, bustepels
og hyperpné.

[0160] Kliniske tegn registrert hos dyrene i gruppe 1 og 2 under den andre
doseringsanledningen (dag 8), var hovne lemmene, grebladet og snuten med hud-
misfarging (red eller bla i utseende) pa ekstremitetene. Lignende kliniske tegn pa
hudhevelse ble ogsa registrert pa de tredje og fjerde doseringsanledningene (dag 15 og
22) for de samme dyregruppene. Under den fjerde doseringsanledningen (dag 22) ble
svak hyperaktivitet observert hos hunnene i gruppe 1 mens hypoaktivitet ble observert
hos hannene i gruppe 2. For dyrene i gruppe 3 og 4 ble de kliniske tegnene pa redusert
motorisk aktivitet, bustepels, hyperpne og hevelse i lemmene, grebladet og snuten med
hudfarge mer tydelig etter hvert som doseringen utviklet seg fra den fgrste doserings-
anledningen til den fjerde. Det ble ogsa vurdert at disse kliniske tegnene var
behandlingsrelaterte. Pa dagene 16 til 19 og pa dag 23 ble det observert en liten hevelse
og hudfarge pa grebladet (rad i utseende) hos ett dyr (gruppe 1). Lignende kliniske tegn
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ble observert hos et annet dyr (gruppe 2) pa dag 23.

[0161] De kliniske tegnene var akutte og alvorlighetsgraden gkte etter hvert som
doseringen fremskred, men de var forbigaende. Alle kliniske tegn viste seg innen 50
minutter etter administrering av testartikkelen, STNALP-FcD10, der noen dyr kom seg
innen omtrent tretti minutter til 2 timer. For andre dyr var bedringen fullstendig neste
morgen (neste planlagte observasjonstid).

[0162] Det var en behandlingsrelatert nedgang i antallet blodplater (PLT) for
hanner og hunner fra alle behandlingsgruppene, malt etter siste dose, sammenlignet
med bakgrunnverdiene. Det ble hovedsakelig sett gkning i prosentandelen, men ogsa i
absolutt antall retikulocytter hos dyr som ble behandlet med de tre hgyeste dose-
nivaene.

[0163] Nivaene av alkalisk fosfatase i serum var hgyere enn det som kunne
kvantifiseres av det analytiske instrumentet selv etter fortynning. Resultatene som var
tilgjengelige hunnene med den lave dosen var dramatisk hgyere enn bakgrunn-
omradet. Dette var forventet ettersom testartikkelen er en aktiv modifisert ALP.
[0164] Makroskopisk ble det sett magrkt fokus/areal og/eller nedsenket areal i
kjertelmagen observert hos 3 av de 6 gruppe 3-dyrene (2 hanner/1 hunn) og 4 av de 6
gruppe 4-dyrene (2 hanner/2 hunner).

[0165] Mikroskopisk ble det sett minimal til mild erosjon/sar i kjertelmagen,
iblant forbundet med @dem i submukosa hos 3 av de 6 gruppe 3-dyrene (2 hanner/1
hunn) og 4 av de 6 gruppe 4-dyrene (2 hanner/2 hunner), som korrelerer med de
generelle funnene.

[0166] Som konklusjonen forarsaket ikke intravengs injeksjon av STNALP-
FcD10 til unge Sprague-Dawley-rotter én gang i uken i 4 uker dgd ved noen av de
testede dosenivaene, men forarsaket ugnskede kliniske tegn, mindre hematologiske
endringer og erosjon/sardannelse i kjertelmagen, iblant forbundet med gdem i
submukosa ved dosenivaer pa 90 og 180 mg/kg.

[0167] Endringer i forbindelse med administrering av testartikkelen pa de to
laveste doseringsnivaene som ble testet (10 og 30 mg/kg) ble begrenset til forbigaende
kliniske tegn som kun var synlige pa doseringsdagen. De kliniske tegnene var mer
alvorlige ved 90 mg/kg dosenivaet, men de var ogsa forbigaende. De kliniske tegnene
som ble lagt merke til hos dyrene som ble behandlet med 180 mg/kg var sa alvorlige at
man ma unnga a anvende dette doseringsnivaet i fremtidige studier. Falgelig er hgyeste
anbefalte doseniva for pafelgende langsiktige studier 90 mg/kg.

EKSEMPEL 16

En giftighetsstudie over hgyeste tolererte dose med intravengs injeksjon og
infusjon pa unge krabbemakakaper

[0168] Hensikten med denne studien var & bestemme den maksimalt tolererte
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dosen for STNALP-FcD10, nar den ble administrert én gang ved intravengs injeksjon
eller infusjon til unge krabbemakakaper. Testartikkeldoseringsformuleringene ble
administrert én gang pa en trinnvis mate, som angitt i tabell 7 nedenfor.

Tabell 7: Studieutforming

| Behand- | pose- | Dose- | Dose- Antall dyr
Studie- | |ip gy Dosekons. : R
9 nivaer | volum | mengde Hovedstudie Toksikokinetisk
dag (mg/kg) | (mitkg) | (mikgry | (M9/MD) . . ; :
Hannkjgnn |Hunnkjgnn |Hannkjgnn |Hunnkjgnn
1|V 5 4 N/A 1,25
injeksjon
g | IV 15 4 N/A 3,75
injeksjon
15 |V 45 4 80 11,25
infusjon
2 | IV 90 4 40 22,5
infusjon
29 | V- 180 4 20 45 2 2 1 1
infusjon
V- 45 4 NA | 11,25
injeksjon

* Bare dyrene i hovedstudien ble dosert pa dag 46.

[0169] Etter siste behandling ble dyrene frigitt fra studien. Parameterne som ble
overvaket under studien var dedelighet, kliniske observasjoner, kroppsvekt, appetens,
toksikokinetikk, hematologi og klinisk kjemi.

[0170] Ingen dedelighet, ugnskede kliniske tegn eller effekt pa kroppsvekter ble
observert i lgpet av studien.
[0171] En markert doseproporsjonal gkning i alkalisk fosfatase ble observert i

alle dyrene gjennom hele studien. Siden testartikkelen var en syntetisk alkalisk
fosfatase, var denne gkningen hovedsakelig pa grunn av narveret av medikamentet i
blodstrammen til dyrene etter hver dosering.

[0172] @kninger i alaninaminotransferase og aspartataminotransferase ble
observert hos tre dyr under studien, men i fraveer av en nekropsi er den toksikologiske
signifikansen av dette funnet uvisst.

[0173] Farmakokinetikken til STNALP-FcD10 ble godt karakterisert etter en
enkelt intravengs administrering av 5, 15, 45, 90 og 180 mg/kg til aper. For IV-
injeksjonene varierte de gjennomsnittlige AUCoo-verdiene fra 797 til 2950 mget/l og de
gjennomsnittlige Cmaks-verdiene varierte fra 65 til 396 mg/l i det studerte dose-
omradet. For infusjonene varierte de gjennomsnittlige AUCoo-verdiene fra 9410 til
48400 mget/l og Cmaks varierte fra 1230 til 7720 mg/1 i det studerte doseomradet.
[0174] Gjennomsnittlige t1/2-verdier av sSTNALP-FcD10 syntes a avta med
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gkende dosenivaer av STNALP-FcD10. Selv om den systemiske utskillingen av
STNALP-FeD10 var relativt konsistent pa tvers av dosenivaene, viste gruppen pa

90 mg/kg dose seg a veere et farmakokinetisk avvik med en vesentlig lavere utskilling
sammenlignet med de andre dosenivaene (omtrent fem ganger). Ingen apenbare
kjennsrelaterte trender ble lagt merke til.

[0175] Oppsummert, selv om det ble observert noen reversible blodkjemi-
endringer i lgpet av studien, ble den intravengse injeksjonen/infusjonen av STNALP-
FcD10 pa opptil 180 mg/kg godt tolerert av de unge krabbemakakapene. Derfor, ifglge
forholdene i denne studien, ble den maksimalt tolererte dosen ansett a vaere minst 180
mg/kg.

EKSEMPEL 17

En 4-ukers (én gang i uken) intravengs injeksjonsgiftighetsstudie av sTNALP-
FcD10 pa unge albinorotter etterfulgt av en 28-dagers restitusjonsperiode

[0176] Hensikten med denne studien var a undersgke den potensielle giftigheten
av STNALP-FcD10 gitt én gang per uke ved intravengs injeksjon til den unge rotten i
minimum 4 sammenhengende uker (totalt 4 doser) etterfulgt av 28 dagers

restitusjon. Dyrene ble dosert pa studiedag 1, 8, 15 og 22 og restitusjonsperioden
begynte pa studiedag 29. Studieutformingen er detaljert i tabell 8 nedenfor.

Tabell 8: Studieutforming
Hoved- Restitusjons-
studie studie
Grupper | Maldose Faktisk Mal- Faktisk Ha | Hunn | Hann | Hunn
-niva doseniva konsentra | konsentrasjo | nn
(mg/kg/ | (mg/kg/dose) sjon n (mg(ml)
dose) (mg/ml)
1- 0 0 0 0 10 10 5 5
Vehikke
Ikontrol
I
2- Lav 3 2,5 0,6 0,5 10 10 5 5
dose
3- Mid. 30 26 6 51 10 10 5 5
dose
4- Hay 90 77 18 15,3 10 10 5 5
dose

[0177] Falgende ble evaluert: kliniske tegn (to ganger daglig), kroppsvekt (én
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gang i lgpet av akklimatiseringsperioden og ukentlig med start pa dag 21 etter partum),
matinntak (ukentlig), oftalmologi (ved slutten av behandlingen og slutten av hvile-
perioden), hematologi (ved nekropsi), serumkjemi (ved nekropsi), urinanalyse (dag 29
og pa slutten av restitusjonsperioden), biokjemiske markgarer for beinomforming:
osteokalsin (beindannelsesmarkgar) og C-telopeptid (beinresorpsjonsmarkgar) (morgenen
far den planlagte nekropsien), antistoffanalyse (dag -1 og ved nekropsi), testartikkel-
blodkonsentrasjonsevaluering (dag 16 og dag 23), beindensitometri (ved DXA in

vivo dag -1, 28-hoved- og restitusjonsstudiedyr og dag 14 og 56-restitusjonsstudiedyr
og pQCT ex vivo), rantgen og makroskopiske observasjoner ved nekropsi, organvekt
og histopatologi.

[0178] En hann som fikk 90 mg/kg/dose ble funnet dad pa studiedag 25.
Ettersom ingen konsekvenshistologiske observasjoner (pulmonare og tymiske
blgdninger gradert henholdsvis svak og minimal) ble gjort for denne rotten, ble dens
dedsarsak ubestemt basert pa patologiske undersgkelser. Pa dag 23 ble det tatt blod fra
dette dyret for a evaluere blodkonsentrasjonen av testartikkelen, og denne prosedyren
kan ha bidratt til dens ded siden det var ikke var noen tegn pa giftighet pa dag 22. Det
var ingen STNALP-FcD10-relatert dedelighet eller effekter pa oftalmologi, urin-
analyse, beindannelsesmarkgar (osteokalsin), organvekt, total patologi, radiologi eller
mikroskopiundersgkelse.

[0179] STNALP-FcD10-relaterte kliniske tegn som ble observert i 3, 30 og/eller
90 mg/kg/dosegruppene anses a vare en akutt infusjonsreaksjon. Disse inkluderte
delvis doserte gyne, nedsatt muskeltonus, liggende pa siden, krum holdning, kalde a ta
pa, ukoordinerte bevegelser, redusert aktivitet, unormal gange og/eller bla, rade
og/eller faste hovne baklabber og/eller framlabber under bur-sideobservasjoner ved 5,
15, 30 og/eller 60 minutter etter dosering. Disse observasjonene var forbigaende og
forekom ikke pa ikke-doserende dager eller under restitusjonsperioden.

[0180] Generelt ble det sett en trend med svakt redusert kroppsvekt og kropps-
vektgkning for hanner i gruppene pa 3, 30 og/eller 90 mg/kg/dose under restitusjons-
perioden. Effekten pa beinstarrelse pa to bein av appendikulzart skjelett (Iarbein og pa
skinnebeinet) korrelert med nedsatt kroppsvekt. Reduksjoner i matinntaket var generelt
konsistent med nedsatt kroppsvekt. Kroppsvekter var sammenlignbare med kontroller
for sSTNALP-FcD10-behandlede hunner.

[0181] STNALP-FcD10 administrert ved 90 mg/kg/dose ble generelt forbundet
med en liten reduksjon i absolutte ngytrofiler, monocytter og/eller eosinofiler sammen-
lignet med kontrollgruppen. I tillegg ble en lett gkning i lymfocytter, blodplater og
absolutte retikulocytter observert sammenlignet med kontrollgruppen. Ved slutten av
restitusjonsperioden var disse sma endringene fremdeles tydelige i dyrene som ble
behandlet med 90 mg/kg.

[0182] STNALP-FcD10 ble generelt forbundet med statistisk signifikante
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doserelaterte gkninger i alkalisk fosfatase i alle behandlede grupper sammenlignet med
kontrollene. Tatt i betraktning innholdet i testartikkelen (alkalisk fosfatase), fraveeret av
eventuelle endringer i andre leverenzymer og fraveret av histopatologiske korrela-
sjoner, er disse gkningene sannsynligvis tilskrevet sirkulerende nivaer av sSTNALP-
FcD10. Lett statistisk signifikante gkninger i fosfor ble observert hos hanner behandlet
med sTNALP-FcD10 ved 90 mg/kg/dose i lgpet av uke 4, forbundet med en ikke-
signifikant gkning i totalt serumkalsium. Ved slutten av restitusjonen vendte disse
endringene, inkludert de som er statistisk signifikante, tilbake til kontrollverdiene.
[0183] Det var ingen organvekt, radiologiske, makroskopiske eller mikro-
skopiske endringer som var relatert til STNALP-FcD10 hos unge rotter behandlet
intravengst én gang ukentlig ved opptil 90 mg/kg/dose i 4 sammenhengende uker. Det
ble ikke identifisert forsinkede effekter i en undergruppe av disse dyrene som fikk 28
dagers restitusjon etter fullfering av behandlingen.

[0184] Litt lavere gjennomsnittlige CTx-verdier ble observert for behandlede
hunner sammenlignet med kontroller (oppnar statistisk signifikans ved 90 mg/kg/dose).
Disse lavere verdiene var ikke konsistente med beintetthetsanalysen eller med
resultatene oppnadd for hannene, derfor kan ikke den tilfeldige naturen for disse
reduksjonene ekskluderes.

[0185] Stor variasjon i beindensitometri- og beingeometriparametere observert
mellom gruppene ble tilskrevet den raske vekstfasen. VVed slutten av restitusjonen var
generelt areal og BMC (analysert ved DXA og pQCT) lavere for behandlede hanner,
noe som tyder pa at disse dyrene har mindre bein. Effekten pa beinstarrelsen ble sett pa
to bein i det appendikulere skijelettet (larbein og ved skinnebeinet) ved to forskjellige
metoder, men det ble ikke sett noen entydig effekt pa det aksiale skjelettet (noe som
tyder pa ingen effekt pa kronen til bakdellengden) (eng.: suggesting no effect on crown
to rump length). Selv om arealet og BMC var redusert, var de gjennomsnittlige BMD-
verdiene generelt sammenlignbare med kontroller, noe som tyder pa at effekten pa
BMC og arealet var sekundzrt i forhold til effekten pa veksten. Lavere kroppsvekt og
lavere matinntak for behandlede hanner i forhold til kontrollene er forenlig med disse
dataene. Imidlertid var disse resultatene svekket av den lille gruppestarrelsen ved
restitusjon, den manglende entydigheten med hensyn til kjgnn, samt variasjonen, derfor
kan det ikke utelukkes fullstendig at disse reduksjonene var tilfeldige.

[0186] Endelig ga ukentlige intravengse injeksjoner av den unge rotten i minst 4
pafalgende uker, med pafglgende 28 dagers restitusjon i doser pa 3, 30 og

90 mg/kg/dose, kliniske tegn forbundet med forbigaende injeksjonsrelaterte effekter,
inkludert ukoordinert og redusert aktivitet og hevelser i labbene sett opptil 60 minutter
etter doseringen. Hanner behandlet ved 90 mg/kg/dose viste en liten reduksjon i
kroppsvekt og matinntak som korrelerte med litt mindre skinnebein og larbein
analysert ved densitometrimetoder. For hunner ble noe lavere gjennomsnittsverdier
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oppnadd for C-telopeptidnivaer sammenlignet med kontroller. Fosforkonsentrasjonen i
serum ble svakt, men signifikant gkt i gruppen pa 90 mg/kg/dose. Forhgyede
serumalkaliske fosfatasenivaer ble trolig tilskrevet sirkulerende nivaer av STNALP-
FcD10. sTNALP-FcD10 hadde ingen meningsfulle eller konsistente effekter pa
beindensitometri og beingeometri for hunner under behandlings- og restitusjons-
perioden. For hanner ble ingen biologisk signifikante effekter notert pa beindensito-
metri eller beingeometri under behandlingsperioden. Generelt ble en liten reduksjon i
beindensitometri- (beinmineralinnhold og/eller areal analysert av DXA og pQCT) og
beingeometriparametere med en tilsvarende lavere gjennomsnittlig kroppsvekt
registrert for hanner i forhold til kontroller ved slutten av restitusjonsperioden. Alle
funnene ble restituert etter en 28-dagers behandlingsfri periode med unntak av effekten
pa kroppsvekt og beinstarrelse, som vedvarte for hanner med hgy dose. Det var ingen
tegn pa ektopisk forkalkning ved slutten av behandlings- eller slutten av restitusjons-
perioden. Det var ingen radiologiske, makroskopiske eller mikroskopiske funn samt
eventuelle organvektendringer forbundet med sTNALP-FcD10-behandling pa noe
doseniva. Ettersom injeksjonsreaksjonen var forbigaende, og ikke farte til noen effekt
pa parametere som ble anvendt til & analysere giftigheten i gruppene pa 3 og 30
mg/kg/dose, ble den ikke ansett for a vaere skadelig. | gruppen pa 90 mg/kg/dose, var
denne reaksjonen mer alvorlig og ledsaget av nedganger i kroppsvektgkning, redusert
matinntak, og potensiell reduksjon i beinvekst og derfor ble effektene i denne gruppen
ansett for a veaere negative. Falgelig ble den hgyeste konsentrasjonen uten observerte
bivirkninger (NOAEL) ansett a veere

30 mg/kg/dose i denne studien.

EKSEMPEL 18

En 4-ukers intravengs injeksjonsgiftighetsstudie hos unge krabbemakakaper
etterfulgt av en 28-dagers restitusjonsperiode

[0187] Hensikten med denne studien var a bestemme giftigheten og toksiko-
kinetikken av STNALP-FcD10 i unge krabbemakakaper, nar det gis én gang i uken ved
langsom bolusintravengs injeksjon i 4 uker og til a analysere reversibilitet av eventuelle
endringer etter en 28-dagers restitusjonsperiode.

[0188] Kontroll- og testartikkeldoseringsformuleringene ble administrert til unge
krabbemakakaper ved langsom intravengs bolusinjeksjon én gang i uken i 4 uker
etterfulgt av en 28-dagers restitusjonsperiode, som vist i tabell 9 nedenfor:
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Tabell 9: Studieutforming

. Antall dyr
Gruppe I?%sge/rlm(ig)a D(()zfl\;ﬁlgl;m D(?szl/(r%?)s' Hovedstudie Restitusjon
Hannkjgnn |Hunnkjgnn |Hannkjgnn |Hunnkjgnn
1 kontroll * 0 4 0 3 3 2 2
2 lav dose 5 4 1,25 3 3 2 2
3 Mid. dose 15 4 3,75 3 3 2 2
4 Stor dose 45 4 11,25 3 3 2 2

* Dyrene i gruppe 1 mottok vehikkel/kontrollartikkelen, 25 mM natriumfosfat pH 7,4, 150 mM NaCl.

[0189] Etter siste behandling (dag 22), ble dyrene i hovedstudien avlivet pa dag
29, mens de resterende restitusjonsdyrene ble observert i ytterligere 28 dager, og etter
dette ble de avlivet pa dag 57. Alle dyrene i hovedstudien og restitusjonsstudien ble
utsatt for en nekropsiundersgkelse.

[0190] Evalueringer gjennomfart i lgpet av studien eller ved slutten av denne
inkluderte dgdelighet, klinisk tilstand, kroppsvekt, appetence, kroppsmalinger,
rentgenanalyser av beinutvikling, oftalmologi, elektrokardiografi, toksikokinetikk,
immunogenisitet, hematologi, koagulering, klinisk kjemi, urinanalyse, biomarkgrer av
beinomformingen, organvekter, ex-vivo-beinmineraltetthetsanalyser, og total patologi
og histopatologi.

[0191] Ingen dadelighet eller ugunstige behandlingsrelaterte kliniske
observasjoner ble notert i lgpet av studien.
[0192] Basert pa kroppsmalingene registrert ved slutten av behandlings- og

restitusjonsperioden, var det ingen nevneverdige inter-gruppeforskjeller for
kranieomkrets, eller overarmsbeinet, underarmen, skinnebeinet eller pelviske
lemlengder.

[0193] Det var ingen kroppsvekt- eller matinntaksendringer knyttet til
behandling med testartikkelen pa et hvilket som helst doseniva. Det var ingen
oftalmologiske eller elektrokardografiske funn relatert til testartikkelen pa noe
doseniva. Det var ingen forandringer i hematologien, morfologien til de rade
blodcellene, koaguleringen eller urinanalysen knyttet til behandling med testartikkelen
pa noe doseniva. Det var ingen signifikante toksikologiske endringer blant kliniske
biokjemiparametre under behandlings- eller restitusjonsperiodene. En svak til markert
doserelatert gkning i alkalisk fosfatase ble observert i alle de testartikkelbehandlede
dyrene ved de fleste analyseanledningene gjennom hele behandlingsperioden.
Alkaliske fosfatasenivaer var generelt mer sammenlignbare til a kontrollere verdier ved
slutten av restitusjonsperioden. Siden testartikkelen er en syntetisk alkalisk fosfatase,
var denne gkningen hovedsakelig pa grunn av narveret av medikamentet i blod-
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stremmen til dyrene etter hver dose, og dermed ble gkningene ansett a veere ikke
ugunstige.

[0194] Ved slutten av behandlings- og restitusjonsperiodene var det ingen
nevneverdige inter-gruppeforskjeller i absolutte eller relative organvekter, og det var
heller ingen testartikkel-relaterte makroskopiske eller mikroskopiske funn. Noterte
histologiske endringer ble ansett for a veere enten tilfeldige funn, funn med felles
bakgrunn i denne arten, eller funn knyttet til noen aspekter av eksperimentell
manipulering. Kjgnnsorganene var generelt umodne, men ansett normale for aper i
denne alderen.

[0195] Som konklusjon var ukentlig intravengs injeksjon av sSTNALP-FcD10, til
krabbemakakaper av begge kjgnn i 4 uker, ved dosenivaer pa 0, 5, 15 og 45 mg/kg, og
etterfulgt av en 4-ukers periode, uten tegn pa giftighet ved et hvilket som helst
doseniva. Derfor ble det hgye dosenivaet, 45 mg/kg, ansett a veere den hgyeste
konsentrasjon uten observerte bivirkninger (NOAEL) i denne studien.

EKSEMPEL 19

Bestemmelse av maksimal anbefalt startdose for mennesker

[0196] Den maksimalt anbefalte startdosen (MRSD) for mennesket beregnes ved
a etablere den hgyeste konsentrasjonen uten observerte bivirkninger (NOAEL, se
Guidance for Industry and Reviewers, desember 2002). Forskjellige konsentrasjoner av
formuleringen beskrevet ovenfor er testet pa mus, rotter og aper, inkludert 1 mg/kg,

5 mg/kg og 8,2 mg/kg daglig subkutant; 3 mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg, 30 mg/kg,

45 mg/kg, 90 mg/kg og 180 mg/kg. NOAEL for de mest fglsomme artene, nemlig for
rotte, var 30 mg/kg.

[0197] Denne dosen ble skalert opp til en human ekvivalent dose (HED) ved
anvendelse av publiserte konverteringstabeller som gir en omregningsfaktor fra rotte til
menneske pa 6. En NOAEL pa 30 mg/kg for den arten er ekvivalent med 5 mg/kg hos
mennesket.

[0198] Denne verdien (5 mg/kg) ble dividert med en sikkerhetsfaktor pa ti. Den
beregnede MRSD-en er dermed 0,5 mg/kg. For et gjennomsnittlig menneske som veier
60 kg, kan en ukentlig dose pa 30 mg eller daglig dose pa 4,28 mg dermed injiseres for
a starte kliniske studier.

[0199] Selv om foreliggende oppfinnelse er blitt beskrevet ovenfor i form av
spesifikke utfgrelsesformer av denne kan den modifiseres, uten a avvike fra
foreliggende oppfinnelse slik den er definert i de vedlagte kravene.
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Asp
1
Gly
ITe
Glu
His
65
Arg
Lys
Glu
Tyr
Leu
145
Trp

val

Asp

His

Pro
225

Lys

Pro

ser

ASp

50

Ash

val

Glu

Lys

Thr

130

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu
210

Gly

Thr

Ser

Arg

35

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

115

Leu

Cys

Ser

ASp

Ser

195

Ala

Lys

<210> 4
<211> 726

<212> PRT

His

val

20

Thr

Glu

Lys

ser

Lys

100

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

180

Arg

Leu

<213> Kunstig

Thr

Phe

Pro

val

Thr

val

85

Cys

ser

Pro

val

Gly

ASp

Trp

His

Cys Pro

L.eu Phe

Glu val

Lys Phe

55
Lys Pro
70
teu Thr
Lys val

Lys Ala

ser Arg

Gin Pro

Gly Ser

Gln GIn

Pro Cys
Pro Pro

25
Thr Cys
40
Asn Trp
Arg Glu
val Leu
Ser Asn

105
Lys Gly
Glu Glu
Phe Tyr
Glu Asn
Phe Phe

185

Gly Asn

200

Pro

10

Lys

val

Tyr

Glu

His

90

Lys

Gln

Met

Pro

Ash

170

Leu

val

83

Ala

Pro

val

val

Gln

75

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

155

Tyr

TYyr

Phe

Pro

LysS

val

Asp

60

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

140

Asp

Lys

ser

ser

Glu

ASpP

Asp

45

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

125

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

205

Leu

Thr

30

val

val

Ser

Leu

Ala

110

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

190

Ser

Leu

15

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

95

Pro

Gln

val

val

Pro

175

Thr

val

Gly

Met

His

val

Tyr

80

Gly

Ile

val

ser

Glu

160

Pro

val

Met

Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
220

215
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<220>
<223> hSTNALP-FC-d10 uten signalpeptid

<400> 4

Leu val Pro Glu Lys
1 5

Gin

val

Thr

Gly

65

Ser

Ala

val

Glu

Gly

Tyr

Pro

Glu

Ala

val

50

Glu

Lys

Thr

Ser

val

130

Ile

Ala

Glu

Thr

Lys

35

Thr

Glu

Thr

Ala

Ala

115

Thr

val

His

Ala

Leu

20

Asn

Ala

Thr

Tyr

Tyr

100

Ala

Ser

Thr

Ser

Leu
180

Lys

val

Ala

Arg

AsSn

85

Leu

Thr

Ile

Thr

Ala

165

Ser

Glu Lys Asp Pro

Tyr

Ile

Arg

Leu

70

Thr

Cys

Glu

Leu

Thr

150

Asp

Ala

Met

Ile

55

Glu

Asn

Gly

Arg

Arg

Arg

Arg

Gly

Leu

Phe

40

Leu

Met

Ala

val

Ser

120

Trp

val

Asp

Cys

Glu

25

Leu

Lys

ASp

Gln

Arg

Ala

Asn

Trp

Lys
185

LyS
10

Leu
Gly
Gly
Lys
val

90

Ala

tys

Lys

His

Tyr

170

Asp

84

Tyr
Gln
Asp
Gln
Phe
75

Pro
Asn
Asnh
ASp
A1é
155

Ser

Ile

Trp
Lys
Gly
Leu
60

Pro
Asp
Glu
Thr
Ala
140
Thr
Asp

Ala

Arg

Leu

Met

45

His

Phe

ser

Gly

Thr

125

Gly

Pro

Asn

Tyr

Asp

ASn

30

Gly

His

val

Ala

Thr

110

Gln

Lys

Ser

Glu

GlIn
190

GlIn
15

Thr
val
ASh
Ala
Gly
95

val
Gly
ser
Ala
Met

175

Leu

Ala

Asn

Ser

Pro

Leu

80

Thr

Gly

Asn

val

Ala

160

Pro

Met
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His

Met

Ala

225

ser

Glu

Phe

Asp

His

Glu

ASp

Gly

Leu

385

Gly

val

Arg

Piro

His

Asn
TYr
210
Arg
Phe
Leu
Glu
Pro
290
Asn
Gly
Met
Thr
Gly
3

ser
Pro
Asp
His
Met

450

val

Ile

195

Pro

Gly

Lys

Leu

Pro

275

Ser

Pro

His

ASp

Leu

355

Tyr

Asp

Gly

Tyr

Glu

435

Ala

Met

Arg

Lys

Thr

Pra

Thr

260

Gly

Leu

Lys

His

340

Thr

Thr

Thr

Tyr

Ala

420

Thr

His

Ala

Asp

Asn

Arg

Arg

245

Leu

Asp

Ser

Gly

Glu

325

Ala

val

Pro

ASp

His

l.eu

Tyr

Ile

Lys

Leu

230

Tyr

ASp

Met

Glu

Phe

310

Gly

Ile

val

Arg

Lys

390

val

Asn

Gly

Leu

Ala

Asp

Thr

215

Asp

Lys

Pro

Glin

Met

295

Phe

Lys

Gly

Thr

Gly

Lys

val

Asn

Gly

His

Ala

val

200

Asp

Gly

His

His

Tyr

280

val

Leu

Ala

Gln

Ala

360

Asn

Pro

Gly

Tyr

Glu

440

Gly

Cys

Ile

val

Leu

ser

AsSn

265

Glu

val

Leu

Lys

Ala

345

ASD

Ser

Phe

Gly

Gln

425

Asp

val

Ile

Met

Glu

ASp

His

250

val

Leu

val

val

Gln

330

Gly

His

Ile

Thr

Glu

410

Ala

val

His

Gly

Gly

TYr

Leu

235

Phe

Asp

Asnh

Ala

Glu

315

Ala

Ser

ser

Phe

Ala

395

Arg

Gin

Ala

Glu

Ala

85

Gly

Glu

220

val

Ile

Tyr

Arg

Ile

300

Gly

Leu

Leu

His

Gly

Ile

Glu

Ser

val

GIn

460

Asn

Gly

ser

Asp

Trp

Leu

Asn

285

GIn

Gly

His

Thr

val

365

Leu

Leu

ASN

Aala

Phe

445

Asn

Leu

Arg

Asp

Thr

ASN

Leu

270

AsSn

Ile

Arg

Glu

ser

350

Phe

Ala

Tyr

val

val

430

ser

Tyr

Gly

LYs

Glu

Trp

Arg

Gly

val

Leu

Ile

Ala

335

Ser

Thr

Pro

Gly

Ser

415

Pro

Lys

val

His

Tyr

Lys

Lys

240

Thr

Leu

Thr

Arg

AsSp

320

val

Glu

Phe

Met

Asn

400

Met

Leu

Gly

Pro

Cys

NO/EP2368999



465

Ala

Pro

Lys

val

Tyr

545

Glu

His

Lys

Gln

Met

625

Pro

Asn

Leu

val

Glin
705

Pro

Ala

Pro

val

530

val

GIn

GlIn

Ala

Pro

610

Thr

s5er

TYyr

Tyr

Ala

Pro

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

Leu

595

Arg

Lys

Asp

Lys

ser

. 675

Phe
690

Lys

Ser

Ser

ASp Asp Asp

<210>5

<211> 485

<212> PRT

Ser

Glu

500

Asp

ASp

Gly

Asn

580

Pro

Glu

Ash

Ile

Thr

660

Lys

Cys

Leu

Asp

<213> Kunstig

<220>
<223> hsTNALP (18-502)

ser

485

Leu

Thr

val

val

ser

565

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

645

Thr

Leu

Ser

ser

Asp

470

Leu
Leu
Leu
Ser
Glu
550
Thr
Asn
Pro
an
val
630
val
Pro
Thr
val
Leu

710

Asp

Lys

Gly

Met

His

val

Tyr

Gly

Ile

val

615

Ser

Glu

Pro

val

Met

695

Ser

Asp

Gly

Ile

520

Glu

His

Arg

Lys

Glu

600

Tyr

Leu

Trp

val

Asp

680

His

Pro

Lys

Pro

505

ser

ASp

Asn

val

Glu

585

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

665

Lys

Glu

Gly

Thr

490

ser

Arg

Pro

Ala

val

570

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

650

Asp

ser

Ala

Lys

86

475

His

val

Thr

Glu

LYS

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

635

AsSn

Ser

Arg

Leu

Asp
715

Thr

Phe

Pro

val

540

Thr

val

Cys

ser

Pro

620

val

Gly

Asp

Trp

His

700

Ile

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

605

Ser

Lys

Gln

Gly

G1In

685

Asn

Asp

Pro

Phe

510

val

Phe

Pro

Thr

val

590

Ala

AI'g

Gly

Pro

Ser

670

Gln

His

Asp

Pro

495

Pro

Thr

Asn

Arg

val

575

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

655

Phe

Gly

Tyr

Asp

480

Cys .

Pro

cys

Trp

Glu

560

Leu

ASN

Gly

Glu

TYr

640

Asn

fhe

Asn

Thr

ASp
720

NO/EP2368999



<400>5

teu val Pro
1

Glin

val

Thr

Gly

65

ser

Ala

val

Gtu

Pro

His

Met

Ala

225

ser

Glu

Ala

val

50

Glu

Lys

Thr

ser

val

130

Ile

Ala

Glu

Asn

Tyr

210

Arg

Phe

Thr

LyS

35

Thr

Glu

Thr

Ala

Ala

115

Thr

val

His

Ala

Ile

195

Pro

Gly

Lys

Glu

Leu

20

ASH

Ala

Thr

Tyr

TYP

100

Ala

Ser

Thr

ser

Leu

180

Arg

Lys

Thr

Pro

Lys
S
Lys
vai
Ala
Arg
AsSn
85
Leu
Thr
Ile
Thr
Ala
165
ser
Asp
Asn

Arg

Arg

Glu

Lys

Asp

Tyr Ala Leu

ile

Arg

Leu

70

Thr

cys

Glu

Leu

Thr

150

Asp

GIn

Ile

Lys

Leu

230

TYr

Met

Ile

55

Glu

Asn

Gly

Arg

Arg

Arg

Gly

Asp

Thr

215

AsSp

Lys

Phe

40

Leu

Met

Ala

val

Ser

i20

Trp

val

Asp

Cys

val

200

Asp

Gly

His

Pro

Glu

25

Leu

Lys

Asp

Gln

Lys

105

Arg

Ala

Asn

Trp

Lys

Ile

val

Leu

ser

Lys
10

Leu
Gly

Gly

Lys

val

90

Ala

cys

Lys

His

Tyr

170

Asp

Met

Glu

Asp

His

87

Tyr
GIn
Asp
GIn
Phe
75

Pro
Asn
ASn
AsSp
Ala
155
Ser
Ile
Gly
TYyr
Leu

235

Phe

Trp

Lys

Gly

Leu

60

Pro

Asp

Glu

Thr

Ala

140

Thr

ASp

Ala

Gly

Glu

220

val

Ile

Arg

Leu

Met

45

His

Phe

ser

Gly

Thr

125

Gly

Pro

Asn

TYr

Gly

ser

Asp

Trp

Asp

Asn

30

Gly

His

val

Ala

Thr

110

Gln

Lys

ser

Glu

Gln

190

Arg

Asp

Thr

Asn

Gln
i5

Thr
val
Asn
Ala
Gly
95

vatl
Gly
ser
Ala
Met
175
Leu
LyS
Glu
Trp

Arg

Ala

Asn

ser

Pro

Leu

80

Thr

Gly

ASN

val

Ala

160

Pro

Met

Tyr

Lys

Lys

240

Thr
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Glu

Phe

Asp

Lys

305

His

Glu

Asp

Gly

Leu

385

Gly

val

Arg

Pro

His

465

Ala

<210> 6

Leu

Glu

PTO

290

Asn

Gly

Met

Thr

Gly

ser

Pro

Asp

His

Met

450

val

Pro

Leu

Pro

275

ser

Pro

His

Asp

Leu

355

Tyr

ASpP

Gly

Tyr

Glu

Ala

Met

Ala

<211>524

<212> PRT

Thr

260

Gly

Leu

Lys

His

340

Thr

Thr

Thr

Tyr

Ala

420

Thr

His

Ala

Ser

245

Leu

Asp

Ser

Gly

Glu

325

Ala

val

Pro

ASp

His

Leu

Tyr

Ser
4835

<213> bhos taurus

ASp

Met

Glu

Phe

310

Gly

Ile

val

Arg

Asn

Gly

Leu

Ala
470

Pro

GlIn

Met

295

Phe

Lys

Gly

Thr

Gly

Lys

val

Asn

Gly

His
TYr
280
val
Leu
Ala
Glin
Ala
360
Asn
Pro
Gly
Tyr
Gty
440

Gly

Cys

ASN

265

Glu

val

Leu

Lys

Ala

345

Asp

Ser

Phe

Gly

GIn

425

AsSp

val

Ile

250

val

Leu

val

vai

Gin

330

Gly

His

Ile

Thr

Glu

410

Ala

val

His

Gly

88

Asp

Asn

Ala

Glu

315

Ala

Ser

Ser

Phe

Ala

395

Arg

Gln

Ala

Glu

Ala
475

Tyr

Arg

Ile

300

Gly

Leu

Leu

His

Gly

Ile

Glu

Ser

val

Gln

460

Asn

Leu

Asn

285

Gln

Gly

His

Thr

val

365

Leu

Leu

Asn

Ala

Phe

445

Asn

Leu

Leu

270

Ash

Ile

Arg

Glu

Ser

350

Phe

Ala

Tyr

val

val

430

Ser

Tyr

Gly

255

Gly

val

Leu

Ile

Ala

335

Ser

Thr

Pro

Gly

ser

415

Pro

Lys

val

His

Leu

Thr

Arg

Asp

320

val

Glu

Phe

Met

ASh

400

Met

Leu

Gly

Pro

480
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<400> 6

met Ile Ser

1

ser

Ala

Asn

Ser

65

Pro

Leu

Thr

Gly

Asn

145

val

ser

Pro

Met

TYr

225

Lys

Lys

Leu

Gln

val

50

Thr

Gly

Ser

Ala

val

130

Glu

Gly

Tyr

Pro

TYr

210

Met

Ala

Ser

val

GlIn

35

Ala

val

Glu

Lys

Thr

115

Ser

val

Ile

Ala

Glu

195

Asn

Phe

Arg

Phe

Pre

Pro

20

Thr

Lys

Thr

Glu

Thr

100

Ala

Ala

Thr

vat

His

180

Ala

Ile

Pro

Gly

LyS
260

Phe
5
Glu
Leu
Asn
Ala
Thr
85
Tyr
Tyr
Ala
ser
Thr
165
ser
Leu
Lys
Lys
Thr

245

Pro

Leu

Lys

Lys

val

Ala

70

Lys

AsSn

Leu

Thr

Ile

150

Thr

Ala

Ser

ASD

Asn

230

Arg

Lys

Leu

Glu

Asn

Ile

55

Arg

Leu

Thr

Cys

Gln

135

Leu

Thr

AsSp

Gln

Ile

215

Arg

Leu

His

Leu

Lys

Ala

40

Met

Ile

Glu

Asn

Gly

Arg

Arg

Arg

Arg

Gly

200

Glu

Thr

ASp

LysS

Ala
ASp
25

Leu
Phe
Leu
Met
Ala
105
val
ser

Trp

val

Cys
val
Asp
Gly

His
265

Ile

10

Pro

Arg

Leu

Lys

ASDp

20

GIn

Lys

Gin

Ala

ASN

170

Trp

Lys

Ile

val

Leu

250

Ser

89

Gly

Lys

Leu

Gly

Gly

75

Lys

val

Ala

cys

Tyr
Asp
Met
Glu
235

Asn

His

Thr

Tyr

Gln

Asp

60

GlIn

Phe

Pro

Asn

Asn

140

Asp

Ala

ser

Ile

Gly

Tyr

Leu

TYrP

Cys
Trp
Thr
45

Gly
Leu
Pro
Asp
Glu
125
Thr
Ala
Thr
Asp
Ala
205
Gly
Glu

Ile

val

Phe

Arg

30

Leu

Met

His

Tyr

ser

110

Gly

Thr

Gly

Pro

Asn

190

Tyr

Gly

Leu

Asp

Trp
270

Ala

15

Asp

Asn

Gly

His

val

95

Ala

Thr

Glin

LysS

Ser

175

Glu

Glin

Arg

ASp

Ile

255

Asn

Ser

Gln

Thr

val

Ser

80

Ala

Gly

val

Gly

Ser

160

Ala

Met

Leu

Lys

Glu

240

Trp

Arg
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Thr

Leu

Thr

305

AsSN

Asp

val

Glu

Phe

385

Met

Asn

Met

Leu

Cys

Leu

Asp

Phe

290

ASp

Lys

His

Glu

370

Gly

val

Gly

val

Arg

Pro

His

Ala

Leu

Leu

275

Glu

Pro

Asn

Gly

Met

355

Thr

Gly

ser

Pro

Asp

His

Met

val

Ser

Leu
515

<210> 7
<211> 524

<212> PRT

Leu

Pro

ser

Pro

His

340

ASp

Leu

Tyr

Asp

Gly

Tyr

Glu

Ala

Met

Ala

500

Ala

Ala

Gly

Leu

Lys

His

GlIn

Thr

Thr

Thr

405

Tyr

Ala

Thr

His

Ala

485

Ser

Leu

<213> felis catus

Leu

ASp

ser

310

Gly

Glu

Ala

val

Pro

390

Asp

LysS

His

His

Leu

470

Tyr

Ser

Leu

Asp Pro His

Met

295

Glu

Phe

Gly

Ile

val

375

Arg

Lys

val

Asn

Gly

Leu

Ala

Ser

Pro

280

GTn

Met

Phe

Lys

Gly

360

Thr

Gly

LysS

val

Asn

440

Gly

His

Ala

Gly

Leu
520

Tyr
val
Leu
Ala
345
Gln
Ala
Asn
Pro
Gly
Tyr
Glu
Gly
cys
ser

505

Gly

Ser

Glu

Glu

Leu

330

Lys

Ala

Asp

ser

Phe

410

Gly

Gln

Asp

val

Ile

490

Pro

Ser

90

val

Leu

Met

315

val

Gln

Gly

His

Ile

395

Thr

Glu

Ala

val

Gln

475

Gly

Ser

Leu

Asp

Asnh

300

Ala

Glu

Ala

Ala

ser

380

Phe

Ala

Arg

G1In

Ala

460

Glu

Ala

Pro

Phe

Tyr

285

Arg

Ile

Gly

Leu

Met

365

His

Gly

Ile

Glu

Ser

445

val

Gln

Asn

Gly

Leu

Asn

Arg

Gly

His

350

Thr

val

Leu

Leu

ASN

430

Ala

Phe

Asn

Arg

Pro
510

Leu

Asn

Ile

Arg

Glu

Ser

Phe

Ala

Tyr

415

val

val

Ala

Tyr

Gly

Ala

Leu

320

Ile

Ala

val

Thr

Pro

400

Gly

ser

Pro

Lys

Ile

480

Leu
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<400>7

Met Ile Ser Pro
1

Ser
Ala
Asn
Ser
65

Pro
Leu
Thr
Gly
Asn
145
val
Ala
Pro
Met
Tyr
225

Lys

Lys

Leu

Gin

val

50

Thr

Gly

Ser

Ala

val

130

Glu

Gly

Tyr

Pro

His

210

Met

Ala

ser

val

Gln

35

val

val

Glu

Lys

Thr

115

Ser

val

Ile

Ala

GHu

195

AsSn

Phe

Arg

Phe

Pro

20

Thr

Lys

Thr

Glu

Thr

100

Ala

Ala

Thr

val

His

. 180

Ala

val

Pro

Gly

Lys
260

ghe Leu val

Glu

Leu

Asn

Ala

Thr

85

Tyr

Tyr

Ala

ser

Thr

165

Ser

Leu

Arg

Lys

Thr

245

Pro

Lys

Lys

val

Ala

70

Arg

Asn

Leu

Thr

Ile

150

Thr

Ala

Ser

ASp

Asn

230

Arg

Arg

Glu

Asn

Ile

55

Arg

Leu

Thr

Cys

GIn

Leu

Thr

Asp

GlIn

Ile

215

Arg

Leu

His

Leu

Lys

Ala

40

Met

Ile

Glu

Asn

Gly

Arg

Arg

Arg

Arg

Gly

Glu

Thr

Asp

Lys

Ala

ASp

25

Leu

Phe

Leu

Met

Ala

105

val

Thr

Trp

val

ASp

185

Cys

val

Asp

Gly

His

Ile
10

Pro
Arg
Leu
Lys
Asp
20

Gln
LYyS
Gln
Ala
Asn
170
Trp
Lys
Ile
val
Leu

250

ser

91

Gly
Lys
Leu
Gly
Gly
75

Lys
val

Ala

Cys

Tyr
Asp
Met
Glu
235

Asn

His

Thr

Tyr

Gln

ASp
60

Gln

Phe

Pro

AsSn

Asn

140

ASp

Ala

Ser

Ile

Gly

Tyr

Leu

Tyr

Cys

Trp

Lys

45

Gly

Leu

Pro

ASp

Glu

125

Thr

Ser

Thr

ASp

Ala

205

Gly

Glu

val

val

Leu

Arg

30

Leu

Met

His

Tyr

ser

110

Gly

Thr

Gly

Pro

ASn

190

Tyr

Gly

Met

Asp

Trp
270

Thr

15

Asp

Asn

Gly

His

val

95

Ala

Thr

Gln

LYS

Ser

175

Glu

Gln

Arg

ASp

Ile

255

Asn

Asn

Gln

Thr

val

Asn

80

Ala

Gly

val

Gly

Ser

160

Ala

Met

Leu

Lys

Glu

240

Trp

Arg
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Thr

Leu

Thr

305

ser

Asp

val

Glu

Phe

385

Met

Asn

Met

Leu

Cys

Leu

<210> 8

Glu
Phe
290
Asp
Lys
His
Glu
ASp
Gly
val

Gly

val

His

Ala

Leu

Leu
275
Glu
Pro
Asn
Gly

Met

Leu

Pro

ser

Pro

His

340

Asp

355

Thr

Gly

Ser

Pro

met

val

Ser

Leu
515

<211> 524

<212> PRT

Leu

Tyr

ASp

Gly

Tyr

Glu

Ala

Met

Ala

200

Ala

Thr Leu Asp Pro

Gly

Leu

Lys

325

His

Gln

Thr

Thr

Thr

405

Tyr

Ala

Thr

His

Ala

Ser

Leu

Asp

ser

310

Gly

Glu

Ala

Ile

Pro

390

ASp

Lys

His

His

Leu

470

Tyr

Ser

Pro

<213> Homo sapiens

Met

295

Glu

Phe

Gly

Ile

val

375

Arg

Lys

val

Asn

Gly

Leu

Ala

Ala

Ser

280

GIn

Met

Phe

Lys

Gly

360

Thr

Gly

Lys

val

Asn

440

Gly

His

Ala

Gly

Leu
520

Tyr

Tyr

val

Leu

Ala

345

Arg

Ala

Asn

Pro

Gly

Tyr

Glu

Gly

Cys

Gly

Gly

Gly

Glu

Glu

Leu

330

Lys

Ala

Asp

ser

Phe

410

Gly

Gln

Asp

val

Ile

490

Pro

Ile

92

val

teu

Ile

315

val

GIn

Gly

His

Ile

395

Thr

Glu

Ala

val

His

475

Gly

ser

Leu

ASp

Asn

300

Ala

Glu

Ala

Ala

ser

380

Phe

Ser

Arg

GIn

Ala

460

Glu

Ala

Pro

Phe

Tyr

285

Arg

Ile

Gly

Leu

Met

365

His

Gly

Ile

Glu

Ser

445

val

Gln

Asn

Leu

Asn

Lys

Gly

His

350

Thr

val

Leu

Leu

ASN

430

Ala

Phe

Asn

Leu

Pro
510

Leu

Ser

Ile

Arg

335

Glu

ser

Phe

Ala

val

Ala

Tyr

Asp

495

Leu

Gly

Thr

Leu

320

Ile

Ala

val

Thr

Pro

400

Gly

Ser

Pro

Lys

Ile

430

His

Phe
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<400> 8

Met Ile Ser
1

Ser

Ala

Asn

ser

65

Pro

l.eu

Thr

Gly

Asn

145

val

Ala

Pro

Met

Tyr

225

Lys

Lys

Leu

Gln

val

50

Thr

Gly

Ser

Ala

val

130

Glu

Gly

TYr

Pro

His

210

Met

Ala

Ser

val

Glu

35

Ala

val

Glu

Lys

Thr

115

Ser

val

Ile

Ala

Glu

195

Asn

Tyr

Arg

Phe

Pro

Pro

20

Thr

Lys

Thr

Glu

Thr

100

Ala

Ala

Thr

val

His

180

Ala

Ile

Pro

Gly

Lys
260

Phe
Glu
Leu
Asn
A1a
Thr
85

Tyr
Tyr
Ala
ser
165
Ser
Leu
Arg
Lys
Thr

245

Pro

Leu

Lys

Lys

val

Ala

70

Arg

Asn

Leu

Thr

Ile

150

Thr

Ala

ser

ASp

Asn

230

Arg

Arg

val

Glu

TYr

Ile

55

Arg

Leu

Thr

Cys

Glu

135

Leu

Thr

Asp

Gln

Tle

215

Lys

Leu

Tyr

Leu

Lys

Ala

40

Met

Ile

Glu

Asn

Gly

Arg

ATQ

Arg

Arg

Gly

200

Asp

Thr

Asp

Lys

Ala

Asp

25

Leu

Phe

Leu

Met

Ala

105

val

Ser

TP

val

AsSp

185

cys

val

ASp

Gly

His

Ile

10

Pro

Glu

Leu

Lys

Asp

20

Gln

Lys

Arg

Ala

Asn

170

Trp

Lys

Ile

val

Leu

250

Ser

265

93

Gly

Lys

Leu

Gly

Gly

75

Lys

val

Ala

Cys

LYS

His

Tyr

Asp

Met

Gliu

235

AsSp

His

Thr

Tyr

Gln

Asp

60

Gln

Phe

Pro

Asn

Asn

140

Asp

Ala

Ser

Ile

Gly

Tyr

Leu

Phe

Cys

Trp

Lys

45

Gly

Leu

Pro

Asp

Glu

Thr

Ala

Thr

Asp

Ala

205

Gly

Glu

val

Ile

Leu

Arg

30

Leu

Met

His

Phe

ser

110

Gly

Thr

Gly

Pro

Asn

1390

Tyr

Gly

ser

Asp

270

Thr

15

Asp

Asn

Gly

His

val

95

Ala

Thr

Gln

Lys

Ser

175

Glu

GIn

Arg

ASp

Thr

255

Asn

Asn

GIn

Thr

val

Asn

80

Ala

Gly

val

Gly

Ser

160

Ala

Met

Leu

Lys

Glu

240

Trp

Arg
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Thr

Leu

Thr

305

Arg

Asp

val

Glu

Phe

385

Met

Asn

Met

Leu

Gly

Pro

Cys

Glu

Phe

290

Asp

Lys

His

Giu

ASp

370

Gly

Leu

Gly

val

Arg

Pro

His

Ala

Ley

Glu

Pro

Asn

Gly

Met

355

Thr

Gly

ser

Pro

435

His

Met

val

Pro

Leu Ala Leu

515

<210>9
<211> 524

<212> PRT

Leu

Pro

ser

Pro

His

340

ASp

Leu

Tyr

Asp

Gly

Tyr

Glu

Ala

Met

Ala

500

Ala

Thr

Gly

Leu

Lys

His

Arg

Thr

Thr

Thr

405

TYr

Ala

Thr

His

Ala

485

ser

Leu

Leu
Asp
Ser
310

Gly

Glu

Ala

val

Pro

390

Asp

Lys

His

His

Leu

470

Tyr

Ser

Tyr

<213> Mus musculus

Asp

Met

295

Glu

Phe

Gly

Ile

val

375

Arg

Lys

val

Asn

Gly

Leu

Ala

Ala

Pro

Pro

280

Gln

Met

Phe

Lys

Gly

Thr

Gly

Lys

val

Asn

440

Gly

His

Ala

Gly

Leu
520

His
Tyr
val
Leu
Ala
345
Gln
Ala
Asn
Pro
Gly
Tyr
Glu
Gly
Cys
Ser

505

Ser

Asn

Glu

val

Leu

330

Lys

Ala

Asp

ser

Phe

410

Gly

Gln

Asp

val

Ile

490

Leu

val

94

val
Leu
val
315
val
Gin
Gly
His
Ile
395
Thr
Glu
Ala
val
His
475
Gly

Ala

Leu

Asp

Asn

300

Ala

Glu

Ala

Ser

ser

380

Phe

Ala

Arg

GIn

Ala

460

Glu

Ala

Ala

Phe

Tyr

285

Arg

Ile

Gly

Leu

Ley

365

His

Gly

Ite

Glu

Ser

445

val

Gln

Asn

Gly

Leu

Asn

Gln

Gly

His

350

Thr

val

Leu

Leu

Asn

430

Ala

Phe

Asn

Leu

Pro
510

Leu

Asn

Ile

Arg

335

Glu

Ser

Phe

Ala

Tyr

415

val

val

ser

Tyr

Gly

val

Leu

320

Ite

Ala

Ser

Thr

Pro

400

Gly

ser

Pro

Lys

val

480

His

Leu

NO/EP2368999



<400>9

Met Ile Ser
1

Ser

Ala

Asn

ser

65

Thr

Leu

Thr

Gly

Asn

145

val

Ala

Pro

Met

Tyr

225

Lys

LyS

Phe

Gln

val

50

Thr

Gly

ser

Ala

val

130

Glu

Gly

Tyr

Pro

His

210

met

Ala

Ser

val
Glu
35

Ala
val
Glu
Lys
Thr
115
ser
val
Ile
Ala
Glu
195
Asn
TYr

Arg

Phe

Pro

Pro

20

Thr

Lys

Thr

Glu

Thr

100

Ala

Ala

Thr

val

Phe

Glu

Leu

Asn

Ala

Thr

85

TYFR

Tyr

Ala

ser

Thr

© 165

His

180

Ala

Ile

Pra

Gly

Lys

ser

Leu

Lys

Lys

Thr

245

Pro

Leu

Lys

Lys

val

Ala

70

Arg

Asn

Leu

Thr

Ile

150

Thr

Ala

Ser

ASp

Asn

230

Arg

Arg

val

Glu

Asn

Ile

55

Arg

Leu

Thr

cys

Glu

Leu

Thr

Asp

GIn

Ile

215

Arg

Leu

His

Leu
Arg
Ala
40

Met
Ile
Glu
Asn
Gly
Arg
Arg
Arg
Arg
Gly
Asp
Thr

Asp

Lys

Ala

ASp

25

Leu

Phe

Leu

Met

Ala

105

val

Thr

Trp

val

Asp

185

Cys

val

Asp

Gly

His

Ile

10

Pro

Lys

Leu

Lys

ASp

90

GIn

Lys

Arg

Ala

Asn

i70

Trp

Lys

Ile

val

Leu

250

ser

95

Gly

Ser

Leu

Gly

Gly

75

Lys

val

Ala

Cys

Tyr

ASp

Met

Glu

ASp

His

Thr

Tyr

Gln

Asp

60

GlIn

Phe

Pro

Asn

Asn

140

ASp

Ala

Ser

Ile

Gly

Tyr

Leu

Tyr

Cys

Trp

Lys

45

Gly

Leu

Pro

Asp

Glu

Thr

Ala

Thr

Asp

Ala

205

Gly

Glu

Ile

val

Leu

Arg

30

Leu

Met

His

Phe

Ser

110

Gly

Thr

Gly

Pro

Asn

190

TYyr

Gly

Leu

Ser

Trp

Thr

15

Gln

Asn

Gly

His

val

95

Ala

Thr

Gtn

Lys

ser

175

Glu

Gln

Arg

AsSp

Ile

255

Asn

Asn

GIn

Thr

val

Asn

80

Ala

Gly

val

Gly

ser

160

Ala

Met

Leu

Lys

Glu

240

Trp

Arg
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Thr

Leu

Thr

305

Thr

Asp

val

Lys

Phe

385

Met

Asn

Met

Leu

Gly

Pro

Cys

Leu

Glu

Phe

290

Asp

Lys

His

Glu

ASp

370

Gly

val

Gly

val

Ar

45

Pro

His

Ala

Pro

Leu
275
Glu
Pro
ASn
Gly
Met
355
Thr
Gly
Ser
Pro
Asp
435
His
Met
val

Trp

Leu
515

<210> 10
<211>524

<212> PRT

260

Leu

Pro

Ser

Ley

His

340

ASp

Leu

Tyr

ASp

Gly

Tyr

Glu

Ala

Met

Ala

500

Ala

Ala

Gly

Leu

Lys

His

GlIn

Thr

Thr

Thr

405

Tyr

Ala

Thr

His

Ala

485

Gly

val

Leu

Asp

ser

310

Gly

Giu

Ala

val

Pro

390

Asp

Lys

His

His

Leu

470

Tyr

ser

Leu

Asp

Met

295

Glu

Phe

Gly

Ile

val

375

Arg

Lys

val

Asn

Gly

Leu

Ala

Gly

ser

Pro

280

Gln

Met

Phe

Lys

Gly

Lys

val

Asn

440

Gly

His

Ser

ser

Leu
520

265

ser

Tyr

val

Leu

Ala

345

LysS

Ala

ASn

Pro

Asp

425

Tyr

Glu

Gly

Cys

Ala

505

Pro

<213> Rattus norvegicus/brunrotte

Arg
Glu
Glu
Leu
330
Lys
Ala
AsSp
ser
Phe
410
Gly
GIn
ASp
val
Ile
490

Pro

Thr

96

val

Leu

val

315

val

Glin

Gly

His

Ile

395

Thr

Glu

Ala

val

His

475

Gly

Ser

Leu

Asp

Asn

300

Ala

Glu

Ala

Ala

Ser

380

Phe

Ala

Arg

Gln

Ala

460

Glu

Ala

Pro

Phe

Tyr

285

Arg

Leu

Gly

Leu

Met

365

His

Gly

Ile

Glu

Ser

445

val

Gln

AsSn

Gly

270

Leu

Asn

Arg

Gly

His

350

Thr

val

Leu

Leu

Asn

430

Ala

Phe

Asn

Leu

Ala
510

Leu

Asn

Ile

Arg

335

Glu

Ser

Phe

Ala

Tyr

415

val

val

Ala

Tyr

Asp

Leu

Gly

Leu

Leu

320

Ile

Ala

Gln

Thr

Pro

400

Gly

Ser

Pro

Lys

Ile

480

His

Ley
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<400> 10

Met Ile Leu
1

ser

Ala

Asn

Ser

65

Thr

Leu

Thr

Gly

Asn

145

val

Ala

Pro

Met

Tyr

225

Lys

Phe

Gln

val

50

Thr

Gly

ser

Ala

val

130

Glu

Gly

Tyr

Pro

His

210

Met

Ala

val

Glu

35

Ala

val

Glu

Lys

Thr

115

Ser

val

Ile

Ala

Glu

195

Asn

Tyr

Arg

Pro

Pro

20

Thr

Lys

Thr

Glu

Thr

100

Ala

Ala

Thr

val

His

180

Ala

Ile

Pro

Gly

Phe

Glu

Leu

Asn

Ala

Thr

85

TYr

Tyr

Ala

Ser

Thr

165

Ser

Leu

Lys

Lys

Thr
245

Leu

Lys

Lys

Ile

Ala

70

Arg

AsSn

Leu

Thr

Ile

150

Thr

Ala

Ser

Asp

Asn

230

ATg

val

Glu

Asn

Ile

55

Arg

Leu

Thr

Cys

Glu

135

Leu

Thr

Asp

Gln

Ile

215

Arg

Leu

Leu

Lys

Ala

40

Met

Ile

Glu

AsSnh

Gly

Arg

Arg

Arg

Arg

Gly

Asp

Thr

Asp

Ala
Asp
25

Leu
Phe
Leu
Met
Ala
105
val
Thr
Trp
val
185
Cys
val

Asp

Gly

Ile

10

Pro

Lys

Leu

Lys

ASD

90

Gln

Lys

Arg

Ala

Asn

170

Trp

Lys

Ile

val

Leu
250

97

Ser

Leu

Gly

Gly

75

Lys

val

Ala

Cys

Lys

155

His

Tyr

ASp

Met

Glu

Asp

Thr
Tyr
Gln
Asp
60

Gln
Phe
Pro
Asn
Asn
140
Asp
Ala
Ser
Ile
Gly

Tyr

Leu

Cys

Trp

LYS

Gly

Leu

Pro

Asp

Glu

125

Thr

Ala

Thr

AsSp

Ala

205

Gly

Glu

Ile

Leu

AFrg

30

Ley

Met

His

Phe

Ser

110

Gly

Thr

Gly

Pro

Asnh

190

TYr

Gly

Leu

Ser

Thr

15

Gln

Asn

Gly

His

val

25

Ala

Thr

Gln

Lys

Ser

175

Glu

Gln

Arg

Asp

Ile

Asn
Gln
Thr
val
Asn
80

Ala
Gly
val
Gly
Ser
160
Ala
Met
Leu
Lys
Glu

240

Trp

NO/EP2368999



Lys

Thr

Leu

Thr

305

Thr

ASp

val

Lys

Phe

385

Met

ASn

Met

Leu

Gly

Pro

cys

Leu

Ser
G?u
Phe
290
Asp
Lys
His
Glu
370
Gly
val
Gly
val
Arg
Pro
His
Ala

Pro

Phe

Leu

275

Glu

Pro

Asn

Gly

Met

355

Thr

Gly

ser

Pro

435

His

Met

val

Trp

Leu
515

<210> 11
<211> 502

<212> PRT

Lys

260

Leu

Pro

Ser

Pro

His

340

Asp

Leu

Tyr

Asp

Gly

Tyr

Glu

Ala

Met

Ala

500

Ala

Pro

Ala

Gly

Leu

His

Glu

Thr

Thr

Thr

405

Tyr

Ala

Thr

His

Ala

485

Ser

Leu

Arg

Leu

ASp

ser

310

Galy

Glu

Ala

val

Pro

390

ASp

Lys

His

His

Leu

470

Tyr

ser

Phe

<213> Canis familiaris

His

Asp

Met

295

Glu

Phe

Gly

Ile

val

375

Arg

Lys

val

Asn

Gly

Leu

Ala

Ala

Pro

Lys

Pro

280

Gln

Met

Phe

Lys

Gly

360

Thr

Gly

Lys

val

Asn

440

Gly

His

Ser

Ser

Leu
520

His

265

Ser

Tyr

val

Leu

Ala

345

Lys

Ala

Asn

Pro

Asp

425

Tyr

Glu

Gly

Cys

Ser

505

Arg

Ser

Arg

Glu

Glu

Leu

330

Lys

Ala

ASp

Ser

Phe

410

Gly

Glin

Asp

val

Ile
490

Pro

Thr

98

His

val

Leu

val

315

val

GIn

Gly

His

Ile

395

Thr

Glu

Ala

val

His

475

Gly

ser

Leu

Tyr

ASp

Asn

300

Ala

Glu

Ala

Thr

ser

380

phe

Ala

Arg

Gln

Ala

460

Glu

Ala

Pro

Phe

val

TYr

285

Arg

Leu

Gly

Leu

Met

365

His

Gly

Ile

Glu

Ser

445

val

Gln

Asn

Gly

Trp

270

Leu

Asn

Arg

Gly

His

350

Thr

val

Leu

Leu

AsSN

430

Ala

Phe

AsSh

Leu

Ala
510

Asn

Leu

Asn

Ile

Arg

Glu

Ser

Phe

Ala

Tyr

415

val

val

Ala

Tyr

Arg

Gly

Leu

Leu

320

Ile

Ala

Gln

Thr

Pro

400

Gly

Ser

Pro

Lys

Ile

480

His

Leu
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<400> 11

Glu Lys Asp
1

Tyr

Ile

Arg

Leu

65

Thr

cys

Gin

Leu

Thr

145

Asp

Gln

Ile
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<220>
<223> Konsensus-ALP: TNALP fra forskjellige pattedyrarter og de humane ALP-
isozymene PLAP, GCALP, IALP (med signalpeptid- og GPI-ankerdomene)

<220>

<221> misc_feature

<222>(1)..(4)

<223> Xaa kan vere en hvilken som helst naturlig forekommende aminosyre

<220>

<221> VARIANT

<222> (5)..(9)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen eller fraveerende

<220>

<221> misc_feature

<222> (10)..(21)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (22)..(22)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt fenylalanin

<220>

<221> misc_feature

<222> (23)..(27)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (29)..(30)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (32)..(32)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (33)..(33)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt cystein

<220>

<221> misc_feature

<222> (35)..(37)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen
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<220>

<221> misc_feature

<222> (39)..(41)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (43)..(44)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (46)..(47)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (50)..(53)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (54)..(54)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen eller fraveerende

<220>

<221> misc_feature

<222> (55)..(55)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (56)..(56)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt serin eller
valin

<220>

<221> misc_feature

<222> (59)..(59)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (61)..(61)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>
<221> VARIANT
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<222> (67)..(67)

<223> xaa kan veere enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt leucin,

isoleucin eller valin

<220>

<221> misc_feature

<222> (70)..(70)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (75)..(75)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (82)..(86)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (88)..(88)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222>(90)..(91)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (93)..(93)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (96)..(96)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222>(99)..(100)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (107)..(111)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen
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<220>

<221> VARIANT

<222> (116)..(116)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt treonin

<220>

<221> VARIANT

<222> (117)..(117)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt serin

<220>

<221> VARIANT

<222> (128)..(128)

<223> Xaa kan veere enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt aspartat

<220>

<221> misc_feature

<222> (130)..(131)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (133)..(133)

<223> Xaa kan veere enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt metionin

<220>

<221> misc_feature

<222> (135)..(135)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222>(139)..(139)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt histidin eller
asparagin

<220>

<221> misc_feature

<222> (140)..(140)

<223> Xaa kan veere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (141)..(141)

<223> Xaa kan veare enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt histidin

<220>
<221> misc_feature



10

15

20

25

30

35

NO/EP2368999

111

<222> (142)..(143)
<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (148)..(148)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>
<221> VARIANT
<222> (153)..(153)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt alanin eller

isoleucin

<220>

<221> misc_feature

<222> (155)..(158)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (161)..(162)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (168)..(168)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (175)..(175)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt aspartat

<220>

<221> misc_feature

<222> (178)..(178)

<223> xaa kan veere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (180)..(180)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222>(181)..(181)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt treonin
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<220>

<221> VARIANT

<222> (182)..(182)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt treonin

<220>

<221> VARIANT

<222> (186)..(186)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt leucin

<220>

<221> misc_feature

<222> (187)..(188)

<223> Xaa kan veere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (190)..(190)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (195)..(195)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (196)..(196)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt lysin eller

glysin

<220>

<221> VARIANT

<222> (197)..(197)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt treonin

<220>

<221> misc_feature

<222> (199)..(200)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (202)..(204)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>
<221> misc_feature
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<222> (207)..(207)
<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222>(211)..(211)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (214)..(215)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (217)..(217)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt fenylalanin

<220>

<221> VARIANT

<222> (218)..(218)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen eller fravaerende

<220>

<221> misc_feature

<222> (221)..(221)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (224)..(224)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (232)..(237)

<223> Xaa kan veere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (239)..(239)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (242)..(243)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen
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<220>

<221> misc_feature

<222> (245)..(248)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (250)..(250)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (255)..(256)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (258)..(260)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (262)..(262)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (263)..(265)

<223> Xaa kan veare enhver aminosyre som forekommer i naturen eller fraveerende

<220>

<221> misc_feature

<222> (266)..(268)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221>VARIANT

<222> (269)..(269)

<223> Xaa kan veere enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt arginin

<220>

<221> misc_feature

<222> (270)..(274)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>
<221> misc_feature



10

15

20

25

30

35

NO/EP2368999

115

<222> (279)..(279)
<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (281)..(286)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>
<221> VARIANT
<222> (287)..(287)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen eller fravaerende

<220>

<221> misc_feature

<222> (288)..(288)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (290)..(291)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (293)..(293)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221>VARIANT

<222> (297)..(297)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt lysin

<220>

<221> VARIANT

<222> (301)..(301)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt valin,
treonin eller isoleucin

<220>

<221> misc_feature

<222> (302)..(302)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (305)..(305)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt prolin
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<220>

<221> misc_feature

<222> (306)..(306)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (308)..(311)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (316)..(316)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (319)..(321)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (323)..(325)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (327)..(331)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>
<221> VARIANT
<222> (334)..(334)

NO/EP2368999

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt leucin

<220>

<221> misc_feature

<222> (336)..(336)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (349)..(350)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>
<221> misc_feature
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<222> (352)..(353)
<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (356)..(356)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (358)..(359)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (360)..(360)

<223> Xaa kan veere enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt aspartat

<220>

<221> VARIANT

<222> (361)..(361)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt treonin eller
isoleucin

<220>

<221> misc_feature

<222> (363)..(363)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (366)..(367)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (370)..(371)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (374)..(375)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (379)..(379)

<223> Xaa kan veere enhver aminosyre som forekommer i naturen
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<220>

<221> VARIANT

<222> (380)..(380)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt metionin

<220>

<221> misc_feature

<222> (390)..(390)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (395)..(395)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt leucin

<220>

<221> misc_feature

<222> (396)..(396)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (399)..(399)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (407)..(410)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (411)..(411)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen eller fravaerende

<220>

<221> misc_feature

<222> (413)..(413)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (415)..(415)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>
<221> VARIANT
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<222> (416)..(416)
<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt leucin

<220>

<221> misc_feature

<222> (418)..(419)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (428)..(428)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (429)..(429)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt alanin

<220>

<221> VARIANT

<222> (430)..(430)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt metionin

<220>

<221> misc_feature

<222> (431)..(431)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (433)..(433)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (435)..(435)

<223> Xaa kan veere enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt lysin

<220>

<221> misc_feature

<222> (436)..(436)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (438)..(441)

<223> Xaa kan veere enhver aminosyre som forekommer i naturen
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<220>

<221> VARIANT

<222> (442)..(442)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt histidin

<220>

<221> misc_feature

<222> (443)..(446)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (448)..(449)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (451)..(451)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt prolin

<220>

<221> VARIANT

<222> (456)..(456)

<223> xaa kan veare enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt histidin eller
cystein

<220>

<221> misc_feature

<222> (457)..(457)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (461)..(461)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt serin eller
aspartat

<220>

<221> misc_feature

<222> (469)..(470)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221>VARIANT

<222> (473)..(473)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt treonin
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<220>

<221> misc_feature

<222> (477)..(477)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (481)..(481)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (484)..(484)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt leucin

<220>

<221> misc_feature

<222> (485)..(487)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (492)..(492)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (494)..(494)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (496)..(496)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt fenylalanin

<220>

<221>VARIANT

<222> (497)..(497)

<223> Xaa kan veere enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt arginin

<220>

<221> VARIANT

<222> (498)..(501)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen eller fravaerende

<220>
<221> misc_feature
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<222> (502)..(507)
<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (509)..(516)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (517)..(520)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen eller fravaerende

<220>

<221> misc_feature

<222> (521)..(524)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (526)..(532)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (534)..(534)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221>VARIANT

<222> (535)..(541)

<223> Xaa kan veere enhver aminosyre som forekommer i naturen eller fraveerende



<400> 15

Xaa Xaa
1

Xaa Xaa
Xaa Trp
GIn Xaa

50

Asp Gly
65

GIn Xaa
Phe Pro
Pro Asp
ASn Xaa

130
Asn Thr
145
Xaa Xaa
Ala xaa

Sser Asp

Ile Ala
210

Xaa
Xaa
Xaa
35

Xaa
Xaa
Xaa
Xaa
Ser
115
Xaa
Thr
Gly
Pro
Xaa

195

Xxaa

Xaa

Xaa

20

Xaa

Xaa

Gly

Xaa

Xaa

100

Xaa

Thr

Xaa

Lys

Xaa

180

Xaa

GIn

Xaa
5
Xaa
Xaa
Xaa
val
Xaa
85
Ala
Xaa
Xaa
Gly
Ser
165
Xaa

Xaa

Leu

Xaa

Xaa

Ala

Xaa

Xaa

70

Xaa

Leu

Thr

Gly

Asn

150

val

Xaa

Pro

Xaa

Xaa
Xaa
Xaa
Xaa
55

Thr
Gly
Ser
Ala
Xaa
135
Glu
Gly
Tyr
Xaa

Xaa
215

Xaa

Xaa

Xaa

40

Xaa

val

Xaa

Lys

Thr

120

Ser

val

Xaa

Ala

Xaa

200

Asn

Xaa

Xaa

25

Xaa

Lys

Thr

Glu

Thr

105

Ala

Ala

Xaa

val

His

185

Ala

Xaa

Xaa

10

Xaa

Leu

Asn

Ala

Xaa

90

Tyr

Tyr

Ala

ser

Thr

170

Xaa

Xaa

Xaa

123

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

xaa

75

Xaa

Xad

Leu

Xaa

Xaa

155

Thr

Xaa

Xaa

Asp

Xaa

Glu

Xaa

Ile

60

Arg

Leu

Xaa

Cys

Xaa

140

Xaa

Thr

xXaa

Xaa

Iie
220

Xaa

Xaa

Ala

45

Xaa

Ile

Xaa

Xaa

Gly

Xaa

Xaa

Arg

Arg

Gly

Xaa

Xaa
Xaa
30

Xaa
Phe
Leu
Met
Xaa
110
val
Xaa
Xaa
val
Xaa
190

Cys

val

Xaa

15

Pro

Xaa

Leu

Lys

ASp

95

Xaa

Lys

Xaa

Ala

Xaa

175

Trp

Xaa

Ile

Xaa

Xaa

Leu

Gly

Gly

80

Xaa

val

Xaa

Cys

LYyS

160

His

Tyr

ASp

Xaa
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Gly
Tyr
Leu
Xaa
val
Xaa
305
Xaa
val
Xaa
Gly
His
Ile
Thr
Xaa
Xaa
val
465

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Gly

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

290

Xaa

ala

Glu

Ala

Xaa

370

ser

Phe

Xaa

Arg

Gln

Ala

Glu

Xaa

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaaz Xaa Xaa Xaa Leu Xaa Xaa Xaa

Xaa
530

Gly

Xaa

Xaa

Trp

Xaa

Arg

Xaa

Gly

Leu

355

Xaa

His

Gly

xXaa

Xaa

435

Xaa

val

Gln

Xaa

515

ArG
ASp
Xaa
260
Asn
Ley
Xaa
Xaa
Gly
Xaa
Thr
val
Leu
Leu
420
Xaa
Ala
Phe

Xaa

Xaa

500

Lys

Xaa

245

Trp

Arg

xXaa

Xag

Xaa

325

Arg

Glu

Ser

pPhe

Ala

405

Tyr

vatl

val

Xaa

Xaa

485

Xaa

Tyr
230

Xaa-

Xaa

Thr

Gly

Xaa

310

Leu

1le

Xaa

Xaa

Xaa

390

Pro

Gly

Xaa

Pro

Xaa

470

Xaa

Xaa

Met

Xaa

Xaa

Xaa

Leu

295

Xaa

Xaa

Asp

Xaa

Xaa

375

Phe

Xaa

Asn

Xaa

Leu

455

Gly

Xaa

Xaa

Xaa

Xad

Xaa

Leu

280

Phe

ASp

Xaa

His

xXaa

360

Asp

Gly

Xaa

Gly

Xaa

440

Xaa

Pro

His

Xaa Xaa Xaa

Gly

Xaa

265

Xaa

xXaa

Pro

Xaa

Gly

Xaa

Thr

Gly

Xaa

Pro

425

Xaa

Xaa

Xaa

val

xXaa

250

Xaa

Xaa

Pro

Ser

Xaa

330

His

ASD

Leu

Tyr

Xad

410

Gly

xaa

Glu

Ala

Met
490

Xaa Xaa Xaa

505

520

235
Arg
Xaa
Xaa
Gly
Leu
315
Xaa
His
Xaa
Xaa
Xaa
395
Xaa
Tyr
Xaa
Thr
His
475

Ala

Xaa

124

Xaa

Leu

Xaa

Xaa

ASp

300

Xaa

Gly

Glu

Ala

Xaa

380

Xaa

ASp

Xaa

Xaa

His

460

Leu

Xaa

Ala

Xaa

Asp

Xaa

Xaa

285

Xaa

Glu

Phe

Xaa

Ile

365

val

Arg

Xaa

Xaa

Xaa

445

Xaa

Xaa

Ala

Xaa

AsSp

Gly

Xaa

270

Xaa

Xaa

Met

Xaa

Xaa

350

Xaa

Thr

Gly

Lys

Xaa

430

Xaa

Gly

His

Xaa

Xaa

525

Xaa Xaa Leu Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
540

<210> 16
<211> 524

535

Xaa

Xaa

255

Xaa

Xaa

TYyr

Xaa

Leu

335

Ala

Xaa

Ala

Xaa

Xaa

415

Xaa

Tyr

Glu

Gly

Cys

495

Xaa

510

Xaa

Xaa

Xaa

Glu

Xaa

320

Xaa

Xaa

Ala

Asp

ser

400

Xaa

Gly

Xaa

Asp

val

480

Xaa

Xaa
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<212> PRT
<213> Kunstig

<220>

<223> Konsensus-TNALP fra forskjellige pattedyrarter (med signalpeptid- og GPI-

ankerdomene)

<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(3)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (7)..(7)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (14)..(16)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (18)..(18)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (24)..(24)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (27)..(27)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (31)..(31)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (35)..(35)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

NO/EP2368999
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<220>

<221> misc_feature

<222> (39)..(39)

<223> xaa kan veere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (42)..(42)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (45)..(45)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>
<221> VARIANT
<222> (51)..(51)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt serin eller

valin

<220>

<221> misc_feature

<222> (54)..(54)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (70)..(70)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (80)..(81)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (86)..(86)

<223> Xaa kan veere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222>(94)..(94)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>
<221> misc_feature

NO/EP2368999
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<222> (135)..(135)
<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (137)..(138)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (157)..(157)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (177)..(177)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt treonin

<220>

<221> misc_feature

<222> (210)..(210)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (212)..(212)

<223> Xaa kan veere enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt fenylalanin

<220>

<221> misc_feature

<222> (213)..(213)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (216)..(216)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (227)..(227)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (231)..(231)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen
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<220>

<221> misc_feature

<222> (238)..(238)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (242)..(243)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (245)..(245)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (251)..(251)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (253)..(255)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (258)..(258)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (262)..(263)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (268)..(269)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (274)..(274)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>
<221> misc_feature
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<222> (277)..(277)
<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (281)..(282)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>
<221> VARIANT
<222>(291)..(291)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt lysin

<220>

<221> misc_feature

<222> (303)..(304)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (314)..(315)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (317)..(318)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222>(321)..(321)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (323)..(325)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (357)..(357)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (361)..(361)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen
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<220>

<221> misc_feature

<222> (364)..(365)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (368)..(369)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>
<221> VARIANT
<222> (374)..(374)

<223> Xaa kan veere enhver aminosyre som forekommer i naturen unntatt metionin

<220>

<221> misc_feature

<222> (402)..(402)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (412)..(412)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (425)..(425)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (463)..(463)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (475)..(475)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (480)..(480)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>
<221> misc_feature
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<222> (488)..(488)
<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (494)..(495)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (499)..(499)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (501)..(501)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (503)..(508)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (510)..(510)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (512)..(512)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (514)..(514)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (517)..(522)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

NO/EP2368999



<400> 16

Met Ile Xaa
1

Ser

Ala

AsSNn

ser

65

Xaa

Leu

Thr

Gly

ASn

145

val

Xaa

Pro

Met

Tyr

LYyS

Lys

Thr

Xaa

Gln

val

50

Thr

Gly

Ser

Ala

val

130

Glu

Gly

Tyr

Pro

Xaa

210

Met

Xaa

Xaa

Xaa

val
Xaa
35

Xaa
val
Glu
Lys
Thr
115
ser
val
Ile
Ala
Glu
195
ASN
Xaa
Xaa

Phe

Leu

Pro

Pra

20

Thr

Lys

Thr

Glu

Thr

100

Ala

Ala

Thr

val

His

180

Ala

Xaa

Pro

Gly

Lys

260

Leu

pPhe

Glu

Leu

ASN

Ala

Thr

85

Tyr

Tyr

Ala

Ser

Thr

165

ser

Leu

Xaa

Lys

xaa

245

Pro

Xaa

Leu
LYS
Lys
Xaa
Xaa
70

Xaa
Asn
Leu
Thr
ITe
150
Thr
Ala
ser
AsSp
Asn
230
Arg

Xaa

Leu

Xaa

Glu

Xaa

Ile

55

Arg

Leu

Thr

Cys

Xaa

135

Leu

Thr

Asp

GlIn

Ile

215

Xaa

Lau

Xaa

Asp

Leu

Xaa

Ala

40

Met

Ile

Glu

Asn

Arg

Arg

Arg

Arg

Thr

ASp

Lys

Pro

Ala

Asp

25

Leu

Phe

Leu

Met

Ala

105

val

Xaa

Trp

val

Cys

val

Asp

Gly

His

265

Xaa

Ile

10

Pro

Xaa

Leu

Lys

Asp

90

Gln

Lys

Xaa

Ala

AsSn

170

Trp

Lys

Ile

val

Leu

250

ser

Xaa

132

Gly

Xaa

Leu

Gly

Gly

75

Lys

val

Ala

Cys

LYyS

155

His

Tyr

Asp

Met

Giu

Xaa

His

val

Thr

Tyr

Gln

ASp

60

Gln

Phe

Pro

Asn

ASn

140

Asp

Ala

ser

Ile

Gly

Tyr

Leuy

Xaa

Asp

Cys

Trp

Xaa

45

Gly

Leu

Pro

Asp

Gliu

Thr

Xda

The

Asp

Ala

205

Gly

Glu

Xaa

Xaa

Tyr

Xaa

Ar'g

30

Leu

Met

His

Xaa

ser

110

Gly

Thr

Gly

Pro

Asn

190

Tyr

Gly

Xaa

Xaa

Trp

270

Leu

Xaa

15

Xaa

Asn

Gly

His

val

95

Ala

Thr

Gin

Lys

Ser

175

Glu

‘G1n

Arg

ASp

Xaa

255

AsSNn

Leu

Xaa

Gln

Thr

val

Xaa

80

Ala

Gly

val

Gly

Ser

160

Ala

Met

Leu

Lys

Glu

240

Trp

Arg

Gly
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Leu

Thr

305

Xaa

Asp

val

Xaa

Phe

385

Met

ASn

Met

Leu

Gly

Pro

cys

Leu

Phe

290

Asp

Lys

His

Glu

370

Gly

Xaa

Gly

val

His

Ala

Xaa

275

Xaa

Pro

Xaa

Gly

Met

355

Thr

Gly

Ser

Pro

Asp

435

His

Met

val

Xaa

Leu
515

<210> 17

<211> 2232

Pro

Ser

Xaa

His

340

Asp

Leu

Tyr

ASp

Gly

Tyr

Glu

Ala

Met

Ala

500

Ala

<212> DNA
<213> Kunstig

<220>
<223> hsTNALP-FcD10

Gly

Leu

Xaa

325

His

Xaa

Thr

Thr

Thr

405

Tyr

Ala

Thr

His

Ala

485

Xaa

Xaa

Asp
Ser
310
Gly
Glu
Ala
Xaa
Pro
390
Asp
Lys
His
His
Leu
470
Tyr

Ser

Xaa

280

Met

295

Glu

Phe

Gly

Ile

val

375

Arg

Lys

val

ASn

Gly

Leu

Ala

Xaa

Xaa

Gln

Met

Phe

Lys

Gly

360

Thr

Gly

Lys

val

AsSn

440

Gly

His

Xaa

Xaa

Xaa
520

Tyr
val
Leu
Ala
345
Xaa
Ala
Asn
Pro
Xaa
425
Tyr
Glu
Gly
Cys
Xaa

505

Xaa

Glu

Xaa

Leu

330

Lys

Ala

Asp

Ser

Phe

419

Gly

GlIn

Asp

val

Ile

490

Xaa

Xaa

133

Ley

Xaa

315

val

Gln

Gly

His

Ile

395

Thr

Glu

Ala

val

Xaa

475

Gly

Xaa

Leu

Asn

300

Ala

Glu

Ala

Xaa

ser

380

Phe

Xaa

Arg

Gln

Ala

460

Glu

Ala

Xaa

Phe

285

Arg

Xaa

Gly

Leu

Xaa

365

His

Gly

Ile

Glu

ser

445

val

Gin

Asn

Gly

Asn

Xaa

Gly

His

350

Thr

val

Leu

Leu

AsSn

430

Ala

Phe

ASn

Xaa

Xaa
510

Xaa

Ile

Arg

335

Glu

ser

Phe

Ala

TYr

415

val

val

Xaa

Tyr

Xaa

495

Leu

Xaa

Leu

320

Ala

Xaa

Thr

Pro

400

Gly

ser

Pro

Lys

Xaa

480

His

Xaa
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<400> 17

atggtttcac
gagaaagaga
ctggagettc
gggatgggtg
cctggggagg
tacaacacca
gtgaaggcca
accacccagg
gtgggcattg
tcggctgacc
tgtaaggaca
ggtggccgga
aaagccaggg
ccgagataca
cacaatgtgg
aggaacaacg
cggaagaacc
catgaaggaa
caggcaggca
cacgtcttca
atgctgagtg
tacaaggtgg
taccaggcge
gtcttectcca
ccccacgtga
agctegetta
ggaccgtcag

cctgaggtca

tggtacgtyg

aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaagecea

gagatgacca

atcgccgtgg
gtgctggact
tggcagcagg
acgcagaaga

gacgatgact

cattcttagt
aagaccccaa
agaagctcaa
tctecacagt
agaccaggct
atgcccaggt
atgagggcac
ggaacgaggt
tgaccaccac
gggactggta
tcgectacca
aatacatgta
gcacgaggct
agcactccca
actacctatt
tgacggaccc
ccaaaggctt
aagccaagea
gcrrgacctc
catttggrog
acacagacaa
tgggocggtga
agtctgctgt
agggceccat
tggcgtatge
aggacaaaac
tcttectett
catgcgtggt
acggegtgga
accgtgrggr
agtgcaaggt
aagggcagec

agaaccaggt

agtgggagag
ccgacggetc
ggaacgtctt

gcctctecect

ag

actggcecatt
gtactggcga
caccaacgrg
gacggetgec
ggagatggac
cccrgacage
cgtggggagta
cacctccate
gagagtgaac
ctcagacaac
gctcatgeat
ccccaagaat
ggacggcocctg
cttcatctgg
gggtctettc
gtcactctece
cttcttgetg
ggccctgeat
ctcggaagac
atacacccce
gaagccette
acgagagaat
gceccetgege
ggcgeacctg
agcctgeatc
teacacatge
ccccccaaaa
ggtggacgtg
ggtgcataat
cagcgtectce
ctccaacaaa
ccgagaacca

cagcctgacc

caatgggcag
cttcttecte
ctcatgctecc

gtctccgggr
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ggcacctgec
gaccaagcgc
gctaagaatg
cgcatcetca
aagttcccct
gceggeacceg
agcgcageca
ctgcgetggg
catgccacec
gagatgccce
aacatcaggg
aaaactgatg
gacctcgttg
aaccgcacgg
gagccagggg
gagatggtgg
gtggaaggag
gaggcggtgg
actctgaccg
cgtggcaact
actgccatcc
gtctccatgg
cacgagaccc
ctgcacggeg
ggggccaacc
ccaccgtgec
cccaaggaca
agccacgaag
gccaagacaa
accgtectge
gccetcecag
caggtgtaca

tgcctggtca

¢cggagaaca
tacagcaage
gtgatgcatg

aaagatatcg

ttactaactc
aagagacact
tcatcatgtt
agggtcaget
tecgtggeect
ccaccgecta
ctgagcgttc
ccaaggacge
ccagegeege
ctgaggcctt
acattgacgt
tggagtatga
acacctggaa
aactcctgac
acatgcagta
tggtggcceat
gcagaattga
agatggaccg
tTggtcactgc
cratcittog
tgtatggcaa
tggactatgc
acggcgogga
tccacgagca
tcggecactg
cagcacctga
cccteatgat
accctgaggt
agccgeggga
accaggactg
cceccatega
ceetgeeeee

aaggcttcta

actacaagac
tcaccgtgga
aggctctgca

atgacgatga

cttagtgcca
gaaatatgcc
cctgggagat
¢caccacaac
ctccaagacg
cctgtgtggg
ccggtgcaac
tgggaaatct
ctacgcccac
gagccaggge
gatcatggygg
gagtgacgag
gagcttcaaa
ccttgacccc
cgagctgaac
ccagatcctg
ccacgggcac
ggccatcggg
ggaccattcc
tctggeccce
tgggcctgge
tcacaacaac
ggacgtggcce
gaactacgtc

tgctcctgec

actectgggg

ctcecggace
caagttcaac
ggagcagtac
gctgaatgoc
gaaaaccatc
atcccgggag

tcecagegac

cacgectece
caagagcagg
caaccactac

cgatgacgat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980

2040
2100
2160
2220
2232
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<210> 18
<211> 541
<212> PRT
<213> Kunstig

<220>
<223> Konsensus-ALP/ALP: TNALP fra forskjellige pattedyrarter og de humane
ALP-isozymene PLAP, GCALP, IALP (med signalpeptid- og GPI-ankerdomene)

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(4)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (5)..(9)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen eller fraveerende

<220>

<221> misc_feature

<222> (10)..(21)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (22)..(22)

<223> Xaa er et serin eller et glysin

<220>

<221> misc_feature

<222> (23)..(27)

<223> Xaa kan veere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (29)..(30)

<223> xaa kan veere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (32)..(32)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (33)..(33)

<223> Xaa er et tyrosin eller et fenylalanin
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<220>

<221> misc_feature

<222> (35)..(37)

<223> xaa kan veere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (39)..(41)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (43)..(44)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (46)..(47)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (50)..(53)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (54)..(54)

<223> Xaa kan veare enhver aminosyre som forekommer i naturen eller fraveerende

<220>

<221> misc_feature

<222> (55)..(55)

<223> Xaa kan veere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (59)..(59)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (61)..(61)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>
<221> misc_feature



10

15

20

25

30

35

137

<222> (70)..(70)
<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (75)..(75)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (82)..(86)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (88)..(88)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222>(90)..(91)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (93)..(93)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (96)..(96)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222>(99)..(100)

<223> Xaa kan veere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (107)..(111)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (116)..(117)

<223> Xaa er et alanin eller et glysin
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<220>

<221> VARIANT

<222> (128)..(128)

<223> Xaa er et alanin eller et glysin

<220>

<221> misc_feature

<222> (130)..(131)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (133)..(133)

<223> Xaa er et valin eller et isoleucin

<220>

<221> misc_feature

<222> (135)..(135)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (139)..(139)

<223> Xaa er et treonin eller et alanin

<220>

<221> misc_feature

<222> (140)..(140)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (141)..(141)

<223> Xaa er et arginin eller et fenylalanin

<220>

<221> misc_feature

<222> (142)..(143)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (148)..(148)

<223> Xaa kan veere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>
<221> misc_feature
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<222> (155)..(158)
<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (161)..(162)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (168)..(168)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (175)..(175)

<223> Xaa er et asparagin eller et glutamin

<220>

<221> misc_feature

<222> (178)..(178)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (180)..(180)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221>VARIANT
<222>(181)..(181)

<223> Xaa er et alanin eller et glysin

<220>

<221> VARIANT

<222> (182)..(182)

<223> Xaa er et alanin, et serin eller et treonin

<220>

<221> VARIANT

<222> (186)..(186)

<223> Xaa er et serin eller et treonin

<220>

<221> misc_feature

<222> (187)..(188)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen
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<220>

<221> misc_feature

<222> (190)..(190)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (195)..(195)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (196)..(196)

<223> Xaa er et glutamat eller et aspartat

<220>

<221> VARIANT

<222> (197)..(197)

<223> Xaa er et metionin eller et valin

<220>

<221> misc_feature

<222> (199)..(200)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (202)..(204)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (207)..(207)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222>(211)..(211)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (214)..(215)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>
<221> VARIANT
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<222> (217)..(217)
<223> Xaa er et isoleucin, et valin eller et metionin

<220>
<221> VARIANT
<222> (218)..(218)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen eller fraveerende

<220>

<221> misc_feature

<222> (221)..(221)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (224)..(224)

<223> Xaa kan veere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (232)..(237)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (239)..(239)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (242)..(243)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (245)..(248)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (250)..(250)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (255)..(256)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen
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<220>

<221> misc_feature

<222> (258)..(260)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (262)..(262)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (263)..(265)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen eller fraveerende

<220>

<221> misc_feature

<222> (266)..(268)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (269)..(269)

<223> Xaa er et lysin eller et glutamin

<220>

<221> misc_feature

<222> (270)..(274)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (279)..(279)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (281)..(286)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (287)..(287)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen eller fraverende

<220>
<221> misc_feature
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<222> (288)..(288)
<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (290)..(291)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (293)..(293)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (297)..(297)

<223> Xaa er et glutamat eller et aspartat

<220>

<221> misc_feature

<222> (302)..(302)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (305)..(305)

<223> Xaa er et leucin eller et isoleucin

<220>

<221> misc_feature

<222> (306)..(306)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (308)..(311)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (316)..(316)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (319)..(321)

<223> Xaa kan veere enhver aminosyre som forekommer i naturen
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<220>

<221> misc_feature

<222> (323)..(325)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (327)..(331)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (334)..(334)

<223> Xaa er et fenylalanin eller et tyrosin

<220>

<221> misc_feature

<222> (336)..(336)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (349)..(350)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (352)..(353)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (356)..(356)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (358)..(359)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (360)..(360)

<223> Xaa er et glutamat eller et metionin

<220>
<221> VARIANT
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<222> (361)..(361)
<223> Xaa er et metionin eller et fenylalanin

<220>

<221> misc_feature

<222> (363)..(363)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (366)..(367)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (370)..(371)

<223> Xaa kan veere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (374)..(375)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (379)..(379)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (380)..(380)

<223> Xaa er et valin, et isoleucin eller et leucin

<220>

<221> misc_feature

<222> (390)..(390)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221>VARIANT

<222> (395)..(395)

<223> Xaa er et treonin eller et prolin

<220>

<221> misc_feature

<222> (396)..(396)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen
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<220>

<221> misc_feature

<222> (399)..(399)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (407)..(410)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>
<221> VARIANT
<222> (411)..(411)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen eller fraveerende

<220>

<221> misc_feature

<222> (413)..(413)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (415)..(415)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (416)..(416)

<223> Xaa er et fenylalanin eller et tyrosin

<220>

<221> misc_feature

<222> (418)..(419)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (428)..(428)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (429)..(429)

<223> Xaa er et valin, et leucin eller et fenylalanin

<220>
<221> VARIANT
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<222> (430)..(430)
<223> Xaa er et valin, et lysin eller et asparagin

<220>

<221> misc_feature

<222> (431)..(431)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (433)..(433)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (435)..(435)

<223> Xaa er et glutamat eller et prolin

<220>

<221> misc_feature

<222> (436)..(436)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (438)..(441)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (442)..(442)

<223> Xaa er et tyrosin eller et serin

<220>

<221> misc_feature

<222> (443)..(446)

<223> Xaa kan veere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (448)..(449)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (451)..(451)

<223> Xaa er et serin eller et alanin
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<220>

<221> VARIANT

<222> (456)..(456)

<223> Xaa er et arginin, et aspartat eller et serin

<220>

<221> VARIANT

<222> (456)..(456)

<223> xaa er et arginin, et aspartat eller et serin

<220>

<221> misc_feature

<222> (457)..(457)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (461)..(461)

<223> Xaa er et glysin eller et alanin

<220>

<221> misc_feature

<222> (469)..(470)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (473)..(473)

<223> Xaa er et metionin eller et glutamin

<220>

<221> misc_feature

<222> (477)..(477)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (481)..(481)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (484)..(484)

<223> Xaa er et asparagin, et treonin eller et serin

<220>
<221> misc_feature
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<222> (485)..(487)
<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (492)..(492)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (494)..(494)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (496)..(496)

<223> Xaa er et isoleucin eller et leucin

<220>

<221> VARIANT

<222> (497)..(497)

<223> Xaa er et glysin eller et glutamat

<220>

<221> VARIANT

<222> (498)..(501)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen eller fraveerende

<220>

<221> misc_feature

<222> (502)..(507)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (509)..(516)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221>VARIANT

<222> (517)..(520)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen eller fraveerende

<220>

<221> misc_feature

<222> (521)..(524)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen
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<220>

<221> misc_feature

<222> (526)..(532)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (534)..(534)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (535)..(540)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen eller fraveerende

<220>

<221> misc_feature

<222> (541)..(541)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<400> 18

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Glu Xaa Xaa Pro Xaa

Xaa Trp Xaa Xaa Xaa Ala Xaa Xaa Xaa teu Xaa Xaa Ala Xaa Xaa Leu
35 40 45



Gln

Asp

65

Gln

Phe

Pro

Asn

Asn

145

Xaa

Ala

Ser

Ile

Gly

Tyr

Leu

Xaa

val

Xaa
305

Xaa

50

Gly

Xaa

Pro

ASp

Xaa

130

Thr

Xaa

Xaa

ASp

Ala

210

Gly

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

290

Xaa

Xaa

Met

Xaa

Xaa

Ser

115

Xaa

Thr

Gly

Pro

Xaa

195

Xaa

Gly

Xaa

Xaa

Trp

275

xXaa

Arg

Xaa

Gly

Xaa

Xaa

100

Xaa

Thr

Xaa

Lys

Xaa

180

Xaa

GlIn

Arg

Asp

Xaa

260

Ash

Leu

Xaa

Xaa Xaa Xaa

val

Xaa

85

Ala

Xaa

Xaa

Gly

ser

165

Xaa

Xaa

Leu

Lys

Xaa

245

Trp

Arg

Xaa

Xaa

Xaa

70

Xaa

Leu

Thr

Gly

Asn

150

val

Xaa

Pro

Xaa

Tyr

230

Xaa

Xaa

Thr

Gly

Xaa
310

55

Thr

Gly

ser

Ala

Xaa

135

Glu

Gly

Tyr

Xaa

Xaa

215

Met

Xaa

Xaa

Xaa

Leu

295

Xaa

Ala

val

Xaa

Lys

Thr

120

Ser

val

Xaa

Ala

Xaa

200

AsSn

Xaa

Xaa

Xaa

Leu

280

Phe

Asp

Lys
Thr
G1u
Thr
105
Ala
Ala
Thr
val
His
Ala
Xaa
Xaa
Gly
Xaa
265
Xaa

Xaa

Pro

ASn

Ala

Xaa

90

Tyr

Tyr

Ala

Ser

Thr

170

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

250

Xaa

Xaa

Pro

Ser

151

Xaa

Xaa

75

Xaa

Xaa

Leu

Xaa

Xaa

155

Thr
Xaa
x;a
ASp
Xaa
235
Arg
Xaa
Xaa

Gly

Leu
315

Ile

60

Arg

Leu

Xaa

Cys

Xaa

140

Xaa

Thr

Xaa

Xaa

Ile

220

Xaa

l.eu

Xaa

Xaa

300

Xaa

Xaa
Ile
Xaa
Xaa
Gly
1

Xaa
Xaa
Arg
Arg
Gly
Xaa
Xaa
Asp
Xaa
Xaa
285

Met

Glu

Phe

Leu

Met

Xaa

110

val

Xaa

Xaa

val

Xaa

190

Cys

val

Asp

Gly

Xaa

270

Xaa

Xaa

Met

Leu

Lys

Asp

95

Xaa

Lys

Xaa

Ala

Xaa

175

Trp

Xaa

1le

Xaa

Xaa

255

Xaa

Xaa

Tyr

Xaa

Gly

Gly

80

Xaa

val

Xaa

Cys

Lys

His

TYr

ASp

Xaa

Glu

240

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa
320
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Xaa

val

Xaa

Gly

His

385

Ile

Thr

Xaa

Xaa

val

465

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Ala

Glu

Ala

Xaa

370

ser

Phe

Xaa

Arg

Gln

450

Ala

Glu

Xaa

Xaa

Xaa
530

Xaa
Gly
Leu
355
Xaa
His
Gly
Xaa
Xaa
435
Xaa
val
Gln
Xaa
Xaa

515

Xaa

<210> 19
<211>524

<212> PRT

Xaa

Gly

Xaa

Thr

val

Leu

Leu

420

Xaa

Ala

Phe

Xaa

Xaa

500

Xaa

Xaa

<213> Kunstig

<220>
<223> Konsensus-TNALP fra forskjellige pattedyrarter (med signalpeptid- og GPI-
ankerdomene)

<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(3)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

Xag

325

Arg

Glu

Ser

Phe

Ala

405

Tyr

val

val

Xaa

Xaa

485

Xaa

Xaa

Leu

lLeu

Ile

Xaa

Xaa

Xaa

390

Pro

Gly

Xaa

Pro

Xaa

470

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Asp

Xaa

Xaa

375

Phe

Xaa

Asn

Xaa

Leu

455

Gly

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa
535

Xaa

His

Xaa

360

AsSp

Gly

Xaa

Gly

Xaa

440

Xaa

Pro

His

Xaa

Xaa

520

Xaa

Xaa

Gly

Xaa

Thr

Gly

Xaa

Pro

425

Xaa

Xaa

Xaa

val

Xaa

505

Xaa

Xaa

Xaa

330

His

Asp

Leu

Tyr

Xaa

410

Gly

Xaa

Glu

Ala

Met

490

Xaa

Xaa

Xaa

152

Xaa Gly Phe

His

Xaa

Xaa

xaa

395

Xaa

TYr

Xaa

Thr

His

475

Ala

Xaa

Xaa

Xaa

Glu

Ala

Xaa

380

Xaa

Asp

Xaa

Xaa

His

460

Leu

Xaa

Ala

Xaa

Xaa
540

Xaa

Ile

365

val

Arg

Xaa

Xaa

xXaa

445

Xaa

Xaa

Ala

Xaa

L.eu

525

Xaa

Xaa

Xaa

350

Xaa

Thr

Gly

Lys

Xaa

430

Xaa

Gly

His

Xaa

Xaa

510

Xaa

Leu

335

Ala

Xaa

Ala

Xaa

Xaa

415

Xaa

Tyr

Glu

Gly

Cys

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Ala

Asp

Ser

400

Xaa

Gly

Xaa

Asp

val

480

Xaa

Xaa

Xaa
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<220>

<221> misc_feature

<222> (7)..(7)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (14)..(16)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (18)..(18)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (24)..(24)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (27)..(27)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (31)..(31)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (35)..(35)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (39)..(39)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (42)..(42)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>
<221> misc_feature
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<222> (45)..(45)
<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (54)..(54)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (70)..(70)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (80)..(81)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (86)..(86)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (94)..(94)

<223> Xaa kan veere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (135)..(135)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (137)..(138)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (157)..(157)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (177)..(177)

<223> Xaa kan vere et serin eller et alanin
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<220>

<221> misc_feature

<222> (210)..(210)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (212)..(212)

<223> Xaa kan vere isoleucin eller valin

<220>

<221> misc_feature

<222> (213)..(213)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (216)..(216)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (227)..(227)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (231)..(231)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (238)..(238)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (242)..(243)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (245)..(245)

<223> Xaa kan veere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>
<221> misc_feature
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<222> (251)..(251)
<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (253)..(255)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (258)..(258)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (262)..(263)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (268)..(269)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (274)..(274)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (277)..(277)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (281)..(282)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222>(291)..(291)

<223> Xaa kan veare et glutamat eller et aspartat

<220>

<221> misc_feature

<222> (303)..(304)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen
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<220>

<221> misc_feature

<222> (314)..(315)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (317)..(318)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (321)..(321)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (323)..(325)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (357)..(357)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (361)..(361)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (364)..(365)

<223> Xaa kan veere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (368)..(369)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> VARIANT

<222> (374)..(374)

<223> Xaa kan vere et valin eller et isoleucin

<220>
<221> misc_feature
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<222> (402)..(402)
<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (412)..(412)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (425)..(425)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (463)..(463)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (475)..(475)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (480)..(480)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (488)..(488)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (494)..(495)

<223> Xaa kan veere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (499)..(499)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (501)..(501)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen
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<220>

<221> misc_feature

<222> (503)..(508)

<223> Xaa kan vare enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (510)..(510)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (512)..(512)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (514)..(514)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<220>

<221> misc_feature

<222> (517)..(522)

<223> Xaa kan vere enhver aminosyre som forekommer i naturen

<400> 19

Tet Ile Xaa Pro Ehe Leu Xaa Leu Ala Ige Gly Thr Cys Xaa iga Xaa
1

Ser Xaa val 550 Glu Lys Glu Xaa ggp Pro Xaa Tyr Trp ggg Xaa Gln

Ala GIn Xaa Thr Leu Lys Xaa Ala Leu Xaa Leu Gln Xaa Leu Asn Thr
35 40 45

Asn VS1 Ala Lys Asn Xaa Ile Met Phe Leu Gly Asp Gly Met Gly val
5 55 60

ser Thr val Thr Ala Xaa Arg Ile Leu Lys Gly GIn Leu His His Xaa
65 . 70 75 80

Xaa Gly Glu Glu Tgr Xaa Leu Glu Met Asp Lys Phe Pro Xaa ;a] Ala
8 90 5

Leu Ser Lys Thr Tyr Asn Thr asn Ala Gln val Pro Asp Ser Ala Gly
100 105 110

Thr Ala Thr Ala Tyr Leu Cys Gly val Lys Ala Asn Glu Gly Thr val
115 120 125
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Gly

Asn

145

val

Xaa

Pro

Met

Tyr

225

Lys

Lys

Thr

Leu

Thr

305

Xaa

Asp

val

Xaa

phe -

385

val
130
Glu
Gly
Tyr
Pro
Xaa
210
Met
Xaa
Xaa
Xaa
phe
290
ASp
LYS
His

Glu

ser

val

Ile

Ala

Glu

195

Asn

Xaa

Xaa

Phe

Leu

275

xaa

Pro

Xaa

Gly

Met

355

Thr

Ala

Thr

val

His

-180

Ala

Xaa

Pro

Gly

Pro

Ser

Xaa

His

340

ASp

Leu

Tyr

Ala

Ser

Thr

165

Ser

Leu

Xaa

Lys

Xaa

245

Pro

Xaa

Gly

Leu

Xaa

325

His

Xaa

Thr

Thr

Thr
Ile
150
Thr
Ala
Ser
Asp
Asn
230
Arg
Xaa
Leu
Asp
ser
310
Gly
Glu
Ala

Xaa

Pro
390

Xaa

135

Leu

Thr

ASp

Gln

Ile

215

Xaa

Leu

Xaa

Asp

Met

295

Glu

Phe

Gly

Ile

val

375

Arg

Arg

Arg

Arg

Arg

Gly

Xaa

Thr

Asp

Lys

Pro

280

GIn

Met

Phe

Lys

Gly

360

Thr

Gly

Xaa
Trp
val
ASp
185
Cys
val
Asp
Gly
His
265
Xaa
TYr
val
Leu
Ala
345
Xaa

Ala

Asn

Xaa

Ala

ASD

170

Trp

Lys

Ile

val

Leu

250

Ser

Xaa

Glu

Xaa

Leu

330

Lys

Ala

Asp

Ser

160

cys

Lys

155

His

Tyr

Asp

Met

Glu

235

Xaa

His

val

Leu

Xaa

315

val

Gln

Gly

His

Ile
395

Asn
14C
Asp
Ala
ser
Ile
Gly
Tyr
Leu
Xaa
Asp
Asn
300
Ala
Glu
Ala
Xaa
ser

380

Phe

Thr

Xaa

Thr

ASD

Ala

205

Gly

Glu

Xaa

Xaa

Tyr

Arg

Xaa

Gly

Leu

Xaa

365

His

Gly

Thr

Gly

Pro

ASh

190

TYyr

Gly

Xaa

xXaa

Trp

270

Leu

Asn

Xaa

Gly

His

350

Thr

val

Leu

Gin

LysS

Ser

175

Glu

Gin

Arg

ASp

Xaa

255

ASN

Leu

Xaa

Ite

Arg

335

Glu

Ser

fhe

Ala

Gly
ser
160
Ala
Met
Leu
Lys
Glu
240
Trp
Arg
Gly
Xaa
Leu
320
Ile
Ala
Xaa

Thr

Pro
400
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Met

Asn

Met

Leu

Gly

Pro

Cys

Leu

Xaa

Gly

val

His

Ala

Xaa

ser

Pro

ASp

435

His

Met

val

Xaa

Leu
515

ASp

Gly

Tyr

Glu

Ala

Met

Ala

500

Ala

Thr

405

Tyr

Ala

Thr

His

Ala

485

Xaa

Xaa

ASp

Lys

His

His

Leu

470

Tyr

Ser

Xaa

Lys

val

Asn

Gly

Leu

Ala

Xaa

Xaa

Lys

val

AsnN

440

Gly

His

Xaa

Xaa

Xaa
520

Pro

Xaa

425

Tyr

Glu

Gly

Cys

Xaa

505

Xaa

Phe
410
Gly
Gln
ASp
val
Ile
490

Xaa

Xaa

161

Thr

Glu

Ala

val

Xaa

475

Gly

Xaa

Leu

Xaa

Arg

Glin

Ala

460

Glu

Ala

Xaa

Phe

Ile

Glu

ser

445

val

Gln

Asn

Gly

Leu

Asn

430

Ala

Phe

Asn

Xaa

Xaa
510

Tyr

val

val

Xaa

Tyr

Xaa

495

Leu

Gly

ser

Pro

Lys

Xaa

480

His

Xaa
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Patentkrav

1. Beinsgkende alkalisk fosfatase omfattende et polypeptid med fglgende struktur:
Z-sALP- Y-avstandsstykke-X-Wn- V,

der SALP er det ekstracelluleere domenet til alkalisk fosfatase;

der V er fravaerende eller er en aminosyresekvens av minst én aminosyre;

X er fravaerende eller er en aminosyresekvens av minst én aminosyre;

Y er fravaerende eller er en aminosyresekvens av minst én aminosyre;

Z er fravaerende eller er en aminosyresekvens av minst én aminosyre;

Whn er et polyaspartat eller et polyglutamat der n = 10 til 16; og

avstandsstykket omfatter en fragmentkrystalliserbar region (Fc),

der SALP er fysiologisk aktivt mot fosfoetanolamin (PEA), uorganisk pyrofosfat (PPi)
og pyridoksalt 5'-fosfat (PLP).

2. Den alkaliske fosfatasen ifglge krav 1, der Fc omfatter et CH2-domene, et CH3-
domene og et hengselomrade, eller der Fc er et konstant domene av et immunglobulin
valgt fra gruppen som bestar av 1gG-1, 1gG-2, 19gG-3 og 1gG-4, og fortrinnsvis der Fc er
et konstant domene av et immunglobulin 1gG-1.

3. Den alkaliske fosfatasen ifglge krav 2, der Fc er som fremsatt i SEQ ID NO: 3.

4. Den alkaliske fosfatase ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 3, der

a) SALP omfatter aminosyrerestene 23-508 av SEQ ID NO: 15, fortrinnsvis der SALP
bestar av aminosyrerestene 23-512 i SEQ ID NO: 15, eller

b) SALP omfatter aminosyrerestene 23-508 i SEQ ID NO: 18, fortrinnsvis der SALP
bestar av aminosyrerestene 23-512 i SEQ ID NO: 18, eller

c) SALP omfatter aminosyrerestene 18-498 i SEQ ID NO: 16, fortrinnsvis der SALP
bestar av aminosyrerestene 18-502 i SEQ ID NO: 16, eller

d) SALP omfatter aminosyrerestene 18-498 i SEQ ID NO: 19, fortrinnsvis der SALP
bestar av aminosyrerestene 18-502 i SEQ ID NO: 19.

5. Den alkaliske fosfatasen ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 4, der SALP
er det ekstracelluleere domenet til en vevs-ikke-spesifikk alkalisk fosfatase.

6. Den alkaliske fosfatasen ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 5, der Wn er
et polyaspartat, fortrinnsvis der n = 10.
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7. Den alkaliske fosfatasen ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 6, der Z er
fravaerende og/eller der V er fraveaerende.
8. Den alkaliske fosfatasen ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 7, der

a) Y er to aminosyrerester, fortrinnsvis der Y er leucin-lysin; og/eller
b) X er to aminosyrerester, fortrinnsvis der X er aspartat-isoleucin.

9. Den alkaliske fosfatasen ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 8,
omfattende polypeptidet i en form omfattende en dimer.

10.  Den alkaliske fosfatasen ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 9, der den
alkaliske fosfatasen bestar av polypeptidet, og der Z og V er fravaerende.

11.  Farmasgytisk sammensetning omfattende den alkaliske fosfatasen ifglge et
hvilket som helst av kravene 1 til 10 og en farmasgytisk akseptabel baerer, fortrinnsvis
der den farmasgytisk akseptable bereren er en saltlgsning, mer foretrukket der den
alkaliske fosfatasen er i en lyofilisert form.

12.  Den alkaliske fosfatasen ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 10, eller den
farmasgytiske sammensetningen ifglge krav 11, for anvendelse som et medikament,
fortrinnsvis der den alkaliske fosfatasen er i en daglig dose pa omtrent 0,2 til omtrent
20 mg/kg, eller en ukentlig dose pa omtrent 1,4 til omtrent 140 mg/kg.

13.  Isolert nukleinsyre omfattende eller bestaende av en sekvens som koder for
polypeptidet definert i et hvilket som helst av kravene 1 til 8.

14.  Rekombinant uttrykkingsvektor omfattende nukleinsyren ifglge krav 13.

15. Rekombinant adeno-assosiert virusvektor omfattende nukleinsyren ifglge krav
13.

16.  Isolert rekombinant vertscelle omgjort eller transfektert med vektoren ifaglge
krav 14 eller 15.

17.  Fremgangsmate for a produsere den alkaliske fosfatasen i et hvilket som helst av
kravene 1 til 10, omfattende dyrkning av vertscellen ifglge krav 16, under forhold som
egner seg for a bevirke uttrykking av den alkaliske fosfatasen, og restituere den
alkaliske fosfatasen fra dyrkningsmediet, fortrinnsvis der vertscellen er en L-celle,
C127-celle, 3T3-celle, BHK-celle, COS-7-celle, eller kinesisk hamsterovariecelle
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(CHO-celle), mer fortrinnsvis der vertscellen er en kinesisk hamsterovariecelle (CHO-
celle), mer fortrinnsvis der vertscellen er en CHO-DG44-celle.

18.  Sett omfattende den alkaliske fosfatasen som angitt i et hvilket som helst av
kravene 1 til 10, og instruksjoner for anvendelse i en fremgangsmate for a korrigere
eller forebygge en hypofosfatase (HPP) fenotype.

19.  Alkalisk fosfatase som angitt i et hvilket som helst av kravene 1 til 10 for
anvendelse i en fremgangsmate for a korrigere eller forebygge minst én hypofosfatase
(HPP) fenotype hos et individ med behov for dette.

20.  Den alkaliske fosfatasen for anvendelse ifglge krav 19, der

a) individet har minst én HPP-fenotype, fortrinnsvis der

1) den minst ene HPP-fenotypen omfatter HPP-relaterte anfall, eller

i) den minst ene HPP-fenotypen omfatter for tidlig tap av melketenner, eller

iii) den minst ene HPP-fenotypen omfatter ufullstendig beinmineralisering, fortrinnsvis
der ufullstendig beinmineralisering er ufullstendig larbensbeinmineralisering eller
ufullstendig skinnebeinsmineralisering, eller ufullstendig metatarsal
beinmineralisering, eller ufullstendig ribbeinmineralisering, eller

iv) den minst ene HPP-fenotypen omfatter forhgyede blod- og/eller urinnivaer av
uorganisk pyrofosfat (PPi), eller

v) den minst ene HPP-fenotypen omfatter forhgyede blod- og/eller urinnivaer av
fosfoetanolamin (PEA), eller

vi) den minst ene HPP-fenotypen omfatter forhgyede blod- og/eller urinnivaer av
pyridoksal-5'-fosfat (PLP), eller

vii) den minst ene HPP-fenotypen omfatter utilstrekkelig vektakning, eller

viii) den minst ene HPP-fenotypen omfatter rakitt, eller

iX) den minst ene HPP-fenotypen omfatter beinsmerte, eller

x) den minst ene HPP-fenotypen omfatter kalsiumpyrofosfatdihydratkrystallavsetning,
eller

xi) den minst ene HPP-fenotypen omfatter aplasi, hypoplasi eller dysplasi av dental
cementum

21.  Den alkaliske fosfatasen for anvendelse ifglge krav 19 eller 20, der individet
som trenger det har

a) infantil HPP; eller

b) barndoms HPP; eller

c) perinatal HPP; eller
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d) voksen HPP; eller
e) odontohypofosfatasi HPP.

22.  Den alkaliske fosfatasen for anvendelse ifglge et hvilket som helst av kravene 19
til 21, der anvendelsen omfatter a transfektere en celle i individet med en nukleinsyre
som koder for den alkaliske fosfatasen, serlig der transfeksjonen av cellen utfgres in
vitro, slik at den alkaliske fosfatasen uttrykkes og utskilles i en aktiv form, og
administreres til individet med cellen.

23.  Den alkaliske fosfatasen for anvendelse ifglge et hvilket som helst av kravene 19
til 21, der anvendelsen omfatter subkutan eller intravengs administrering av den
alkaliske fosfatasen til individet.
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Proteinsekvens for sSTNALP-FcD;, med peptidsignalet.
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Proteinsekvens for sSTNALP-FcDy, uten peptidsignalet.
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CLUSTAL 2.0.5 flersekvenssamstilling
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MFLGDGMGVSTVTAARI LKGOLHHNTGEETRLEMDKFPFVALSKTYNTNAQVPDSAGTAT
MFLGDGMGVSTVTAARILEGOLHHNTGEETRLEMDKFPFVALSKTYNTNAQVPDSAGTAT
MFLGDGMGVSTVTAAR I LKGQLHHN PGEETRLEMDKFPFVALSKTYNTNAQVPDSAGTAT
MFLGDGMGVSTVTATRILKGOLHENPGEETRLEMDKF PYVALSKTYNTNAQVPDSAGTAT
MFLGDGMGVSTVTAARI LKGOLHHN PGEETRLEMDKF PYVALSKTYNTNAQVPDSAGTAT
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