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(€1)) Sammendrag

Et nytt protein som bindes til osteoklastogeneseinhibitorisk faktor (OCIF-bindingsmolekyl;
OBM), en fremgangsmaéte for fremstilling av dette, DNA som koder for proteinet, et
protein med en aminosyresekvens kodet for av dette DNA, en metode for fremstilling av
proteinet ved hjelp av genteknikk, og et farmaseytisk preparat inneholdende proteinet.
Screeningsmetoder for et stoff for kontrollering av ekspresjon av proteinet ved anvendelse
av proteinet og DNA, et stoff som inhiberer eller modulerer den biologiske aktivitet av
proteinet, eller en reseptor som overforer virkningen av proteinet gjennom binding til
proteinet, stoffet oppnadd ved screeningsmetodene, og et farmaseytisk preparat som
inneholder dette stoff.

Et antistoff for proteinet, en fremgangsmate for fremstilling av dette, en metode for méling
av proteinet ved anvendelse av antistoffet og en medisin omfattende antistoffet.
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Teknologiomrade

Foreliggende oppfinnelse angdr anvendelse av et
antistoff for fremstilling av et medikament til behandlingen
av benmetabolismeunormalhet, der antistoffet er rettet mot
et protein som en aktiv komponent, der proteinet har de
felgende fysiokjemiske karakteristika og biologiske
aktivitet:

(a) (affinitet: binder spesifikt til
osteoklastogeneseinhibitorisk faktor (OCIF) og oppviser hey
affinitet for OCIF med en dissosiasjonskonstant pa
cellemembran: Kd = 10°° M eller mindre,

(b) molekylvekt: har en molekylvekt p& 30 000 - 40 000
nar denne blir mdlt ved & benytte SDS-polyakryl-
amidgelelektroforese ved ikke-reduserende
betingelser og en tilsynelatende molekylvekt pa
90 000 - 110 000 nar det er kryssbundet til en
monomer type OCIF og

c) biologisk aktivitet: oppviser aktivitet som
understotter eller fremmer ostecklastdifferensie-
ring og -modning i et samkultursystem med osteo-
blastiske stromaceller og miltceller i narver av
slike stimulerende faktorer for benresorpsjon som
aktiv-form vitamin D, og paratyroidhormon (PTH).

Bakgrunnsteknikk

Benmetabolisme er avhengig av den samlede aktivi-
tet av osteoblaster som kontrollerer bendannelse og osteo-
klaster som kontrollerer benresorpsjon. Unormal benmetabol-
isme betraktes & vare forarsaket av en ubalanse mellom
bendannelse og benresorpsjon. Osteoporose, hyperkalsemi,
Pagets sykdom, renal osteodystrofi, kronisk reumartritt,
osteoartritt og lignende er kjent som sykdommer som ledsager
unormal benmetabolisme. Osteoporose er en typisk sykdom som
forarsakes av en slik unormal benmetabolisme. Denne sykdom
fremkommer nar benresorpsjon av osteoklaster overskrider
bendannelse av osteoblaster. Sykdommen er kjennetegnet wved
en reduksjon av bade det forkalkede benmaterialet og ben-
matriksen. Selv om mekanismen for denne sykdom ikke er full-
stendig belyst, fordrsaker sykdommen verking i benstruktur-
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ene, gjeor dem skjere og kan fere til brudd. Denne sykdom er
blitt et sosialt problem fordi den eker antallet sengelig-
gende eldre personer nar den eldre populasjon blir sterre.
Utvikling av terapeutiske midler for denne sykdom er pa-
trengende onsket. En sykdom som skyldes en reduksjon av
benmasse, forventes & bli helbredet ved & undertrykke ben-
resorpsjon, akselerere bendannelse eller forbedre balansen
mellom benresorpsjon og -dannelse. Bendannelse forventes a
oke med akselererende proliferasjon, differensiering eller
aktivering av osteoblaster som danner ben, eller ved &
undertrykke proliferasjon, differensiering eller aktivering
av ostecklaster som resorberer ben. I de senere ar er det
blitt rettet sterk interesse mot hormoner, lavmolekylzre
stoffer eller fysiologisk aktive proteiner som oppviser
slike aktiviteter, og omfattende grunnforskning og utvikling
pédgdr pa disse omrader.

Legemidler som kalsitoninmidler, aktiv form-
vitamin D,-midler, hormonmidler inneholdende estradiol,
ipriflavon, vitamin K, og bisfosfonatforbindelser er allerede
kjent som legemidler for & behandle og forkorte behandlings-
perioden for sykdommer relatert til ben. Kliniske tester er
under utvikling for aktiv form-vitamin D,-derivater, estra-
dioclderivater og bisfosfonatforbindelser av den andre og
tredje generasjon, for & utvikle terapeutiske midler med
utmerket effektivitet og minimale bivirkninger.

Terapier som anvender disse midler, ble imidlertid
ikke nedvendigvis funnet tilfredsstillende uttrykt ved
effektivitet og terapeutiske resultater. Utvikling av nye
terapeutiske midler som er sikrere, og med heyere effek-
tivitet, er patrengende wnsket. Noen midler anvendt for
behandling av sykdommer relatert til benmetabolisme anvendes
kun i begrenset omfang p4 grunn av deres bivirkninger.
Behandlinger som anvender to eller flere midler i kombin-
asjon, er dessuten for tiden hovedtendensen for behandling
av sykdommer relatert til benmetabolisme, slik som oste-
oporose. Fra et slikt synspunkt er det enskelig med
utvikling av legemidler med virkningsmekanismer forskjellige
fra mekanismene av konvensjonelle legemidler, og som

oppviser en heyere effektivitet og minimale bivirkninger.
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Som nevnt ovenfor, er cellene som kontrollerer
benmetabolisme, osteoblaster og ostecklaster. Disse celler
er kjent for & ha nzre gjensidige interaksjoner, betegnet
"kopling". Cytokiner som interleukin 1 (IL-1), 3 (IL-3),

6 (IL-6) og 11 (IL-11), granulocytisk makrofagkolonistimu-
lerende faktor (GM-CSF), makrofagkolonistimulerende faktor
(M-CSF), interferon-y (IFN-y), tumornekrosefaktor o (TNF-a)
og transformasjonsvekstfaktor B (TGF-B), utskilt av osteo-
blastiske stromaceller, er gpesielt kjent for & akselerere
eller undertrykke differensiering eller modning av osteo-
klaster (Raisz: Disorders of Bone and Mineral Metabolism,
287-311, 1992; Suda et al.: Principles of Bone Biology, 87-
102, 1996; Suda et al.: Endocrine Reviews, 4, 266-270, 1995;
Lacey et al.: Endocrinology, 186, 2369-2376, 1995). Det er
blitt rapportert at osteoblastiske stromaceller spiller en
viktig rolle for differensiering og modning av osteoklaster,
sd vel som for osteoklastfunksjoner som benresorpsjon av
modne osteoklaster, gjennom celle-til-celle-kontakt med
umodne osteoklastforlepere eller modne osteoklaster.

En faktor betegnet osteoklastdifferensierings-
faktor (ODF, Suda et al.: Endocrine Rev., 13, 66-80, 1992;
Suda et al.: Bone, 17, 87S-91S, 1995) antas & bli uttrykt pa
membranen til ostecoblastiske stromaceller og involvert i
dannelsen av osteoklaster gjennom celle-til-celle-kontakt. I
overensstemmelse med denne hypotese er en ODF-reseptor til
stede i forlepercellene for osteoklaster. Hittil er imidler-
tid verken ODF eller reseptoren blitt renset eller identi-
fisert. Det foreligger heller ingen rapporter som angar
deres karakteristika, virkningsmekanisme eller struktur.
Mekanismen involvert i differensiering og modning av
osteoklaster er saledes hittil ikke tilstrekkelig belyst.
Klargjering av denne mekanisme vil sterkt bidra til ikke
bare den grunnleggende medisin, men ogsa til utvikling av
nye legemidler for behandling av sykdommer assosiert med
unormal benmetabolisme.

De foreliggende oppfinnere har utfert omfattende
undersekelser i betraktning av denne situasjon, og har opp-
daget en osteoklastogeneseinhibitorisk faktor (OCIF) i en
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kulturlesning av human embryonisk lungefibroblast, IMR-90
(ATCC deponeringsnr. CCL 186) (WO 96/26217).

De foreliggende oppfinnere har lykkes i & klone
DNA som koder for OCIF, og & produsere rekombinant OCIF i
dyreceller og bekrefte farmaseytiske effekter in vivo
(forbedret effekt p4 benmetabolisme etc.) av den rekom-
binante OCIF. OCIF forventes anvendt som et middel for
forebyggelse eller behandling av sykdommer relatert til
unormal benmetabolisme, og med heyere effektivitet enn
konvensjonelle legemidler og med mindre bivirkninger.

Beskrivelse av oppfinnelsen

De foreliggende oppfinnere har forsket for & finne
et protein som bindes til osteoklastogeneseinhibitorisk fak-
tor (OCIF) og oppdaget at et OCIF-bindingsprotein spesifikt
blir uttrykt p& de osteoblastiske stromaceller dyrket i nazr-
var av en benresorpsjonsfaktor, slik som aktiv form-vitamin
D, og paratyreoidhormon (PTH). De foreliggende oppfinnere har
dessuten undersekt de karakteristiske egenskaper og fysio-
logiske funksjoner til dette OCIF-bindingsprotein og funnet
at proteinet oppviser biologisk aktivitet som en faktor som
understetter eller fremmer osteoklastdifferensieringen og
modningen fra umodne forlepere av osteoklaster. Disse funn
har fert til fullferelse av oppfinnelsen. Ytterligere under-
sekelser av proteinet har vist at dette er et viktig protein
som kontrollerer differensieringen og modningen av osteo-
klaster fra umodne forlepere av ostecklaster i et samkultur-
system for osteoblastiske stormaceller og miltceller. Suk-
sessen med & identifisere og isolere proteinet som funksjon-
erer som en faktor som understotter eller fremmer differens-
iering og modning av osteoklaster ved foreliggende oppfinn-
else, har muliggjort screening for en ny medisin anvendelig
mot unormal benmetabolisme, basert pa mekanismer for
benmetabolisme ved anvendelse av proteinet.

Et mdl er sdledes a tilveiebringe et nytt protein
(OCIF-bindingsmolekyl eller OBM) som bindes til osteoklasto-
geneseinhibitorisk faktor (OCIF), og en fremgangsmate for

fremstilling av dette protein.
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Et annet mdl er a tilveiebringe DNA som koder for
dette protein, proteiner inneholdende en aminosyresekvens
kodet for av dette DNA, en fremgangsmate for fremstilling av
proteinet ved anvendelse av genteknologiteknikker og farma-
soytiske preparater omfattende dette protein.

Et ytterligere mal er & tilveiebringe fremgangs-
mdter for screening av stoffer som kontrollerer ekspresjon
av dette protein ved anvendelse av proteinet og DNA, stoffer
som inhiberer eller regulerer den biologiske aktivitet av
proteinet, reseptorer som transduserer virkningen av protei-
net ved & bindes til proteinet, stoffer oppnadd ved screen-
ingen og farmaseytiske preparater som omfatter disse
stoffer.

Et ytterligere mal er & tilveiebringe antistoffer
mot dette protein, fremgangsmater for fremstilling av
antistoffene og farmaseytiske preparater omfattende disse
antistoffer. -

Proteinet som beskrives har de felgende fysisk-
kjemiske egenskaper og biologisk aktivitet:

(a) affinitet: bindes spesifikt til osteoklastogeneseinhibi-
torisk faktor (OCIF) og oppviser hey affinitet for OCIF
(dissosiasjonskonstant pi cellemembran: Kd = 10° M eller
mindre) ;

(b) molekylvekt: har en molekylvekt p& ca. 30 000-40 000,
bestemt ved SDS-polyakrylamidgelelektroforese (SDS-PAGE)
under ikke-reduserende betingelser, og en tilsynelatende
molekylvekt p& ca. 90 000-110 000 nar det er kryssbundet
til en monomerform-OCIF; og

(c) biologisk aktivitet: oppviser aktivitet som understetter
eller fremmer osteoklastdifferensiering og modning i et
samkultursystem for museosteoblastiske stromaceller og
musemiltceller, i narvaer av benresorpsjonsfaktorer, slik
som aktiv form-vitamin D, og paratyreoidhormon (PTH) .

Et samkultursystem av ST2, en museosteoblastisk
stromacellelinje, og musemiltceller i n@rver av aktiv form-
vitamin D, eller PTH er vel kjent som typisk in vitro-
dyrkningssystem for osteoklastdannelse. Cellene som
uttrykker proteinet, kan bestemmes ved & teste bindingen av

OCIF til museosteoblastiske stromaceller eller musemilt-



10

15

20

25

30

35

celler dyrket i nerver eller fraver av aktiv form-vitamin D,.
Proteinet er kjennetegnet som det protein som induseres
spesifikt pd de osteoblastiske stromaceller dyrket i narver
av en osteotropisk faktor, slik som aktiv form-vitamin D,
eller PTH. Proteinet kan dessuten spesifiseres som et
protein som oppviser biologisk aktivitet som understetter
eller fremmer differensiering og medning av osteoklaster, ut
fra de felgende resultater. Det vil si at osteoklast-
dannelsen inhiberes doseavhengig ved tilsetning av 1-40
ng/ml OCIF til det ovennevnte samkultursystem i narver av
aktiv form-vitamin D,, tidsforlepet for ekspresjon av
proteinet pa ST2-celler i narver av aktiv form-vitamin D,
samsvarer godt med tidsforlepet for osteoklastdannelse i
samkulturen. Mengden protein som uttrykkes pad ST2-celler,
samsvarer dessuten med cellenes evne til & understette
osteoklastdannelsen, og bindingen av OCIF til proteinet pa
ST2-cellene undertrykker fullstendig ostecklastdannelse.

Affiniteten av proteinet til OCIF kan evalueres
ved & merke OCIF og underseke bindingen av den merkede OCIF
til overflaten av dyrecellemembraner. OCIF kan merkes ved en
konvensjonell proteinmerkingsmetode, slik som radioisotop-
eller fluorescensmerking. Merking av tyrosinrester med '*°I
kan gis som et spesielt eksempel p& merking av OCIF med en
radioisotop. Merkingsmetoder, slik som jodogenmetoden,
kloramin T-metoden og en enzymatisk metode, kan anvendes.
Bindingen av den merkede OCIF til overflatemembranen pa
dyreceller kan testes ved hjelp av en konvensjonell metode.
Tilsetningen av umerket OCIF til mediet anvendt for
bindingsanalysen til en konsentrasjon pa 100-400 ganger
konsentrasjonen av merket OCIF sikrer maling av uspesifikk
binding. Mengden spesifikk binding av OCIF kan beregnes ved
4 subtrahere mengden uspesifikk binding fra den totale
mengde binding av den merkede OCIF. Affiniteten av proteinet
uttrykt pd cellemembranen til OCIF kan evalueres ved & endre
mengden merket OCIF og analysere den spesifikke binding ved
hjelp av Scatchard-plot.

Den bestemte affinitet av proteinet til OCIF er
ca. 100-500 pM. Proteinet er kjennetegnet ved en hey
affinitet (dissosiasjonskonstant pa cellemembran: Kd = 107° M
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eller mindre) til osteoklastogeneseinhibitorisk faktor
(OCIF). Molekylvekten av OBM kan bestemmes ved gel-
filtreringskromatografi, SDS-PAGE eller lignende. SDSPAGE er
foretrukket for neyaktig bestemmelse av molekylvekten. OBM
er spesifisert som et protein med en molekylvekt p& ca. 40
000 (40 000 * 4000) under reduserende betingelser.

Proteinet kan oppnéds fra museosteoblastisk stroma-
cellelinje ST2, musepreadipocyttcellelinje PA6, humane
osteoblastcellelinjer eller andre osteoblastceller utvalgt
fra pattedyr, slik som mennesker, mus eller rotter. Som
stoffer for & indusere ekspresjon av proteinet kan det
anvendes osteotropiske faktorer, slik som aktiv form-vitamin
D, (kalsitriol), paratyreoidhormon (PTH), interleukin IL-1,
IL-6, IL-11, onkostatin M og leukemiinhibitorisk faktor
(LIF) . Disse stoffer kan tilsettes i en konsentrasjon p& 10°°
M (aktiv form-vitamin D, og PTH), 10 ng/ml (IL-11) eller 1
ng/ml (onkostatin M). IL-6 anvendes fortrinnsvis i en
konsentrasjon p4d 20 ng/ml med 500 ng/ml oppleselig IL-6-
reseptor. Konfluente celler av museosteoblastisk stroma-
cellelinje ST2, dyrket i a-MEM-medium som er blitt tilsatt
10°®* M aktiv form-vitamin D,, 107’ M dexametason og 10 %
kalvefosterserum kan fortrinnsvis anvendes. De dyrkede
celler kan oppsamles ved skraping med en celleskrape. De
oppsamlede celler kan lagres ved -80 °C inntil bruk.

Proteinet kan renses effektivt fra membranfrak-
sjonene fra de oppsamlede celler. Membranfraksjonene kan
prepareres ved hjelp av en konvensjonell metode som anvendes
for & preparere intracellulzre organeller. Forskjellige
typer proteaseinhibitorer kan tilsettes til bufferlesningen
anvendt for fremstilling av membranfraksjonene. Eksempler pa
proteaseinhibitorer inkluderer serinproteaseinhibitorer,
tiolproteaseinhibitorer og metaproteaseinhibitorer. PMSF,
APMSF, EDTA, o-fenantrolin, leupeptin, pepstatin A,
aprotinin og soyabennetrypsininhibitor kan gis som spesi-
fikke eksempler. En Daunce-homogenisator, en polytronhomo-
genisator eller en ultrasonisk prosessor kan anvendes for a
homogenisere cellene. Cellehomogenatet suspenderes i en
bufferlesning inneholdende 0,5 M sukrose og sentrifugeres i

10 minutter ved 600 x g for & separere kjernene og ikke-
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nedbrutte celler som bunnfall. Supernatanten Sentrifugeres i
90 minutter ved 150 000 x g for & oppnd en membranfraksjon
som bunnfall. Den oppnadde membranfraksjon behandles med
forskjellige typer detergenter for effektivt & opplese og
ekstrahere proteinet fra cellemembranen. Detergenter som
vanligvis anvendes for & opplese cellemembranproteiner, slik
som CHAPS (3-[(3-cholamidopropyl)dimetylammonium]-1-
propansulfonat), Triton X-100, Nikkol og n-oktylglykosid,
kan anvendes. Fortrinnsvis tilsettes 0,5 % CHAPS til
membranfraksjonen, og blandingen omreres i 2 timer ved 4 °C
for & opplese proteinet. Den saledes preparerte preve
sentrifugeres ved 150 000 x g i 60 minutter for & oppna den
oppleste membranfraksjon som en supernatant.

Proteinet kan renses fra den oppleste membran-
fraksjon med en kolonne, gel eller et resin koplet til OCIF.
Den immobiliserte OCIF kan vere den isolert fra en kultur-
lesning av humane embryoniske lungefibroblaster, IMR-90,
beskrevet i WO 96/26217, eller rOCIF preparert ved anvend-
else av genteknologiteknikker. rOCIF kan prepareres ved a
innfere humant cDNA, muse-cDNA eller rotte-cDNA i en ekspre-
sjonsvektor 1 overensstemmelse med en konvensjonell metode,
transduksjon av den konstruerte vektor i dyreceller, slik
som CHO-celler, BHK-celler eller Namalwa-celler, eller i
insektceller, for a produsere rOCIF, etterfulgt av rensing
av rOCIF. Preparert OCIF har en molekylvekt pa ca. 60 kDa
(monomerform) eller 120 kDa (dimerform). Dimerformen av OCIF
er foretrukket for immobilisering. Gitt som eksempler pa
gelene og resinene som OCIF immobiliseres pa er ECH-Sepha-
rose 4B, EAH-Sepharose 4B, tiopropyl-Sepharose 6B, CNBr-
aktivert Sepharose 4B, aktivert CH-Sepharose 4B, epoksy-
aktivert Sepharose 6B, aktivert tiol-Sepharose 4B (disse
produseres av Pharmacia Co.), TSKgel AF-epoksy Toyopal 650,
TSKgel AF-amino Toyopal 650, TSKgel AF-formyl Toyopal 650,
TSKgel AF-karboksy Toyopal 650, TSKgel AF-tresyl Toyopal 650
(disse produseres av Tosoh Corporation), amino-Cellulofin,
karboksy-Cellulofin, FMP-aktivert Cellulofin, formyl-Cellu-
lofin (disse produseres av Seikagaku Kogyo Co.), Affigel 10,
Affigel 15 og Affiprep 10 (disse produseres av BioRad Co.).

Som kolonner som OCIF immobiliseres p& kan det nevnes HiTrap



10

15

20

25

30

35

NHS-aktivert kolonne (Pharmacia Co)., TSKgel tresyl-SPW
(Tosoh Corporation) etc. Som et spesifikt eksempel pa& metod-
en for immobilisering av OCIF pA en HiTrap NHS-aktivert ko-
lonne (1 ml, Pharmacia €0.}) kan den felgende metode angis.
Nzrmere bestemt blir 1 ml 0,2 M NaHCQ,/0,5 M NaCl-lesning (pH
8,3) inneholdende 13,0 mg OCIF injisert i kolonnen for a
utfore koplingsreaksjon ved romtemperatur i 30 minutter. 0,5
M etanolamin/0,5 M NaCl (pH 8,3) og 0,1 M eddiksyre/0,5 M
NaCl (pH 4,0) appliseres sekvensielt pd kolonnen. Kolonnen
vaskeg deretter pa nytt med 0,5 M etanolamin/0,5 M NaCl (pH
8,3), og kolonnen tillates & henstd i 1 time ved romtempera-
tur for & blokkere overskytende aktive grupper. Kolonnen
vagkes sekvensielt to ganger med 0,5 M etanolamin/0,5 M NacCl
{pH 8,3) og 0,1 M eddiksyre/0,5 M NaCl {(pH 4,0) og vaskes
deretter med 50 mM Trig/l M NaCl/0,1 % CHAPS-lesning

{pH 7,5), for derved 4 oppnd en OCIF-immobilisert kolonne.
Proteinet kan renses effektivt ved hjelp av en OCIF-immo- ,
bilisert kolonne preparert pa denne maten, eller en OCIF-
immobilisert gel eller et resin.

Det er enskelig a tilsette de forskjellige oven-
nevnte proteaseinhibitorer til bufferlesningene anvendt for
rensing av proteinet for & undertrykke nedbrytning av pro-
teinet. Proteinet kan renses ved 3 applisere den ovennevnte
oppleste membranfraksjon pd den OCIF-immobiliserte kolonne,
eller ved blanding med denAOCIF-immobiliserte gel eller
resin og eluering av proteinet fra kolonnen, gelen eller
resinet, med syre, forskjellige proteindenatureringsmidler,
kakodylatbuffer og lignende. Det er enskelig & anvende en
syre for eluering og & neytralisere umiddelbart etter elue-
ring for & minimalisere denaturering av proteinet. Som syre-
lesningen anvendt for eluering kan det nevnes 0,1 M glysin-
saltsyrelesning (pH 3,0), 0,1 M glysin-saltsyrelesning (pH
2,0), 0,1 M natriumsitratlesning (pH 2,0) og lignende.

Proteinet kan renses ytterligere ved konven-
sjonelle rensemetoder anvendt for rensing av forskjellige
proteiner fra biologiske materialer, og ved forskjellige
rensemetoder som benytter dette proteins fysisk-kjemiske
egenskaper. For & konsentrere lesninger inneholdende
proteinet kan det benyttes konvensjonelle teknikker anvendt
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i renseprosessen for proteiner, slik som ultrafiltrering,
fryseterking og utsalting. Ultrafiltrering med Centricon-10
(BioRad Co.) kan for eksempel fortrinnsvis anvendes. Som et
middel for rensingen kan det anvendes en kombinasjon av
forskjellige konvensjonelle teknikker for rensing av
proteiner, slik'som ionebytterkromatografi, gelfiltrerings-
kromatografi, hydrofob kromatografi, reversfasekromatografi
og preparativ elektroforese. Mer spesifikt er det mulig a
rense proteinet ved hjelp av en kombinasjon av gelfiltrer-
ingskromatografi med Superose 12-kolonne (Pharmacia Co.) og
reversfasekromatografi. For & pavise proteinet i rense-
prosessen blir bindingsaktiviteten av proteinet til den
immobiliserte OCIF undersekt, eller materialet bundet til
den immobiliserte OCIF blir immunutfelt med et anti-OCIF-
antistoff og analysert ved hjelp av SDS-polyakrylamid-
gelelektroforese (SDS-PAGE).

Det fremstilte protein er nyttig som et middel for
behandling av sykdommer fordrsaket av unormal benmeta-
bolisme, slik som osteoporose, eller som et middel for
forskning og diagnose av disse sykdommer. 4

Det beskrives her dessuten DNA som koder for et
nytt protein (OCIF-bindingsmolekyl eller OBM) som bindes til
osteoklastogeneseinhibitorisk faktor, proteiner inneholdende
aminosyresekvensen som kodes for av dette DNA, en fremgangs-
mite for fremstilling av dette protein ved hjelp av gen-
teknikk, og farmaseytiske preparater omfattende proteinet.
Det beskrives dessuten fremgangsmdter for screening av
stoffer for & regulere ekspresjon av OBM, en fremgangsmate
for screening av stoffer som inhiberer eller modifiserer den
biologiske aktivitet av OBM, eller en fremgangsmate for
screening av reseptorer som transduserer virkningen av OBM
ved 4 bindes til OBM, og farmaseytiske preparater som
omfatter stoffer oppnaddd som et resultat av screeningen.

Det nye protein OBM som kodes for av DNA, har de
felgende fysisk-kjemiske egenskaper og biologisk aktivitet:
(a) bindes spesifikt til osteoklastogeneseinhibitorisk

faktor (OCIF), '
(b) har en molekylvekt pd ca. 40 000 ( + 4000), bestemt ved

SDS-PAGE under reduserende betingelser, og en tilsyne-
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latende molekylvekt pa ca. 90 000-110 000 nar det er
kryssbundet til monomerform-OCIF, og

(c) oppviser aktivitet som understetter eller fremmer diffe-
rensiering og modning av osteoklaster.

Human osteoklastogeneseinhibitorisk faktor (OCIF)
som anvendes som en probe for & identifisere DNA som koder
for OBM, OCIF-bindingsmolekylet, og for a evaluere egen-
skaper hos OBM, kan isoleres fra en kulturlesning fra en
human embryonisk lungefibroblastcellelinje, IMR-90, i
overensstemmelse med WO 96/26217. Rekombinant, human OCIF.
Rekombinant muse-OCIF, rekombinant rotte-OCIF og lignende
kan ogsa anvendes for isolering og identifikasjon av DNA som
koder for OBM. Disse rekombinante OCIF-proteiner kan '
produseres ved & innfeye DNA-fragmenter som koder for disse
proteiner i ekspresjonsvektorer i overensstemmelse med
konvensjonelle metoder, ekspresjon i dyreceller, slik som
CHO-celler, BHK-celler eller Namalwa-celler, eller i insekt-
celler, etterfulgt av rensing av proteinene.

Som en metode for isolering av cDNA som koder for
et malprotein (cDNA-kloning), kan det anvendes metoden som
omfatter bestemmelse av en partiell aminosyresekvens av
proteinet og isolering av mal-cDNA ved hybridisering ved
anvendelse av nukleotidsekvensen som tilsvarer aminosyre-
sekvensen. En annen tilgjengelig metode, selv i tilfellet
nadr aminosyresekvensen av proteinet ikke er kjent, omfatter
konstruksjon av et c¢DNA-bibliotek i en ekspresjonsvektor,
innfering av cDNA i celler og.screening for ekspresjon av
médlproteinet for & isolere det aktuelle cDNA (ekspresjons-
kloningsmetode, D'Andrea et al.: Cell, 57, 277-285, 1989;
Fukunaga et al.: Cell, 61, 341-350, 1990). I ekspresjons-
kloningsmetoden utvelges egnede vertsceller som bakterier,
gjar, dyreceller og lignende, avhengig av formalet. I mange
tilfeller utvelges dyreceller som vertsceller for kloning av
cDNA som koder for et protein, som betraktes & wvare til
stede pad en dyrecellemembranoverflate. Vanligvis utvelges
vertsceller som oppviser hey effektivitet for DNA-trans-
feksjon og oppndr ekspresjon av det innferte DNA ved heye
nivder. En av slike dyreceller er apenyrecellene COS-7.
Fordi SV40-stort T-antigen uttrykkes i COS-7-cellen, kan et
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plasmid som inneholder en replikator av SV40 vare til stede
som en episom av mange kopier i cellen, slik at et heyt
ekspresjonsniva forventes. Fordi ekspresjon av et malprotein
av COS-7-celler ndr et maksimum innen noen f& dager etter
innfering av DNA, er cellen dessuten egnet for hurtig
screening. En kombinasjon av denne vertscelle med et plasmid
som er i stand til hey ekspresjon, sikrer genekspresjon pa
et ekstremt heyt niva. Faktoren som oppviser den sterste
padvirkning pa ekspresjonen av et gen pa et plasmid, er en
promotor. Promotorer, slik som SRa-promotor og cytomegalo-
virusavledede promotorer, anvendes som heyekspresjons-
promotorer. For & screene for cDNA som koder for et membran-
protein ved hjelp av ekspresjonskloningsstrategien, anvendes
screeningsprosedyrene, slik som bindingsmetoden, panorer-
ingsmetoden eller filmemulsjonsmetoden.

DNA som koder for proteinet (OBM) som spesifikt
bindes til OCIF, isolert ved kombinasjon av ekspresjons-
kloningsstrategien og screeningen ved hjelp av bindings-
metoden, det uttrykte protein og screeningen av fysiologisk
aktive stoffer ved anvendelse av DNA eller det uttrykte
protein beskrives her. OBM som kodes for av DNA, kan pavises
ved & merke OCIF og teste bindingen av den merkede OCIF til
membranoverflaten pa en dyrecelle. OCIF kan merkes ved hjelp
av en konvensjonell merkingsmetode, slik som radioisotop-
merking eller fluorescensmerking, som anvendes for merking
av vanlige proteiner. Merking av tyrosinrester med '**I kan
nevnes som et spesielt eksempel pa merking av OCIF med en
radioisotop. Merkingsmetoder, slik som jodogenmetoden,
kloramin T-metoden og en enzymatisk metode, kan anvendes.
Bindingen av merket OCIF til dyrecellemembranoverflaten kan
testes ved hjelp av konvensjonelle metoder. Tilsetningen av
umerket OCIF til det anvendte testmedium til en konsen-
trasjon pad 100-400 ganger konsentrasjonen av merket OCIF
muliggjer kvantifisering av mengden uspesifikk binding.
Mengden spesifikk binding av OCIF kan beregnes ved a sub-
trahere mengden uspesifikk binding fra den totale mengde
binding av den merkede OCIF.

De foreliggende oppfinnere antok at det foregar
interaksjon mellom faktoren involvert i differensiering av
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osteoklaster og OCIF. Basert pd denne antakelse, for &
isolere proteinet som rekombinant OCIF bindes til, har de
foreliggende oppfinnere screenet ekspresjonsbiblioteket
fremstilt fra mRNA fra museostecblastisk stromacellelinje
ST2 i overensstemmelse med den folgende metode. DNA som var
syntetisert ved anvendelse av ST2-mRNA, ble spesifikt inn-
feyd i ekspresjonsvektoren for dyreceller, og vektoren med
innfeyelsen ble innfert i apenyre-COS-7-celler. Proteinet
uttrykt pa COS-7-cellene ble screenet ved anvendelse av OCIF
merket med '**I som en probe. Som resultat ble det isolert DNA
som koder for proteinet som bindes spesifikt til OCIF.
Nukleotidsekvensen av DNA som koder for dette OCIF-bindings-
molekyl (OCIF-bindingsmolekyl; OBM), ble deretter bestemt.
OBM kodet for av dette DNA ble dessuten funnet a bindes
spesifikt og sterkt til OCIF pa cellemembranen.

Forholdsvis milde betingelser for hybridisering av
DNA er for eksempel betingelsene hvori DNA overfores til en
nylonmembran og immobiliseres pad denne i overensstemmelse
med konvensjonelle metoder, og hybridiseres i en buffer-
lesning for hybridisering med et probe-DNA merket med en
isotop, ved en temperatur pa 40-70 °C fra ca. 2 timer til
over natten, etterfulgt av vask i 0,5 % S8SC (0,075 M
natriumklorid og 0,0075 M natriumsitrat) wved 45 °C i 10
minutter. Highbond N (Amersham Co.) anvendes spesielt som
nylonmembran for & overfore og immobilisere DNA pd denne.
DNA hybridiseres deretter med et probe-DNA merket med *P i
en hurtig hybridiseringsbuffer (Amersham Co.) ved 65 °C i
2 timer, etterfulgt av vask med 0,5 x S8SC (0,075 M natrium-
klorid og 0,0075 M natriumsitrat) ved 45 °C i 10 minutter.

Et samkultursystem av museosteoblastiske stroma-
celler, ST2, og musemiltceller i nerver av aktiv form-
vitamin D, eller PTH er vel kjent som et typisk in vitro-
kultursystem for osteocklastdannelse. Proteinet er
spesifisert som proteinet som induseres spesifikt pa de
osteoblastiske stromaceller dyrket i nerver av et middel som
akselererer benresorpsjon, slik som aktiv form-vitamin D,
eller PTH. Pa grunn av det faktum at dannelse av osteo-
klaster stimuleres ved tilsetning av dette proteinet til
musemiltceller dyrket selv i fravar av aktiv form-vitamin D,
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eller PTH, betraktes dessuten OBM som & vare involvert i
differensiering og modning av osteoklaster.

Rekombinant OBM kan produseres ved innfeyelse av
DNA som koder for dette i en ekspresjonsvektor for &
konstruere et plasmid og innfere plasmidet i forskjellige
celler eller mikroorganismer for & uttrykke rekombinant OBM.
Som en vert hvori rekombinant OBM uttrykkes kan det anvendes
pattedyrceller, slik som COS-7, CHO, Namalwa, eller
bakterier som Escherichia coli. OBM kan uttrykkes som en
membranbundet proteinform ved anvendelse av det komplette
DNA, eller som en sekresjonsproteinform eller en oppleselig
proteinform, ved & fjerne den delen som koder for transmem-
brandomenet. Det rekombinant produserte OBM kan renses
effektivt ved anvendelse av en egnet kombinasjon av konven-
sjonelle rensemetoder anvendt for vanlige proteiner, slik
som affinitetskromatografi ved anvendelse av OCIF-immobil-
iserte kolonner, ionebytterkromatografi og gelfiltrerings-
kromatografi. Det fremstilte protein er anvendelig som et
middel for behandling av sykdommer forarsaket av unormal
benmetabolisme, slik som osteoporose, eller som et middel
for forskning og diagnose av slike sykdommer.

De felgende screeningsoperasjoner kan utferes ved
anvendelse av proteinet OBM: (1) screening av stoffer som
regulerer ekspresjon av OBM, (2) screening av stoffer som
spesifikt bindes til OBM og inhiberer den biologiske aktivi-
tet av OBM, og (3) screening av proteiner som er til stede i
osteoklastforleperceller og transduserer den biologiske ak-
tivitet av OBM (OBM-reseptor). Det er ogsa mulig & utvikle
antagonister og agonister ved anvendelse av denne OBM-resep-
tor. I kombinasjonskjemien ved anvendelse av det ovennevnte
OBM eller OBM-reseptoren kan det prepareres et peptidbiblio-
tek anvendt for screening av antagonistene eller agonistene
ved hjelp av den felgende metode. En av metodene er nzrmere
bestemt delingsmetoden (Lam et al.: Nature,354,82-84, 1991).
Ifelge denne metoden blir syntetiske bazrere (kuler) som om-
fatter en spesifikk aminosyre (enhet) bundet til disse,
preparert separat for alle enheter. De syntetiserte barere
blandes sammen og deles i det samme antall porsjoner som

antallet enheter. De neste enheter blir deretter bundet.
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Denne prosedyren gjentas "n" ganger for & produsere et bib-
liotek inneholdende barere som "n" enheter er bundet til.
Ifelge denne syntetiske metoden har hver barerporsjon én
type sekvens. Det er derfor mulig & identifisere et peptid
som spesifikt bindes til proteinet ved & utvelge porsjonen
som gir et pogitivt signal ved denne screeningsmetode ved
anvendelse av proteinet, og bestemme aminosyresekvensen av
peptidet bundet til porsjonen. En annen metode er fagekspre-
sjonsmetoden som anvender fag som inneholder syntetisk DNA
som koder for peptider med vilkarlige aminosyresekvenser.
Metoden har fordelen ved & egke antallet molekyler i biblio-
teket, sammenlignet med den ovennevnte syntetisk peptid-
bibliotekmetoden, men har ulempen med mindre variasjon for
et gitt antall molekyler, fordi det kan vaere spesielle sek-
venser gom mangler i biblioteket hvis fagene ikke er i stand
til & uttrykke disse sekvenser. Ved fagekspresjonsmetoden
kan screeningssystemet som anvender proteiner, ogsd anvendes
for & bestemme nukleotidsekvensen som koder for peptidet.
Dette vil si at fagen som spesifikt bindes til proteinet,
konsentreres ved panorering, den utvalgte fag amplifiseres i
Bscherichia coli, og nukleotidsekvensen som koder for pep-
tidet bestemmes. Et peptid som oppviser hey spesifisitet og
hey affinitet for OBM eller OBM-reseptor, kan dessuten scre-
enes fra et peptidbibliotek wved anvendelse av screeningssys-
temene nevnt ovenfor under (2} og (3) ved & screene i narvar
av OBM eller OCIF under ekning av konsentrasjonen av OBM
eller OCIF. Kun positive bazrerporsjoner eller fager utvelges
p& denne miten. Lavmolekylare peptidagonister som oppviser
en EPO{erytropoietin)-lignende aktivitet, ble for eksempel
screenet fra et peptidbibliotek ved anvendelse av en resep-
tor for erytropoietin (EPO), som er et hematopoietisk
hormon, den tertiazre struktur av dette stoff ble analysert,
og basert pA denne tertizre struktur ble lavmolekylazre
stoffer (antagonist) som oppviser den EPO-lignende aktivi-
tet, syntetisert (Nicholas et al:Science,273,458-463, 1996).
ved anvendelse av den osteocklastogeneseinhibitor-
iske faktor, OCIF, har de foreliggende oppfinnere tidligere
oppdaget at et OCIF-bindingsprotein blir spesifikt uttrykt
p& osteoblaztisk stromacellelinje ST2 dyrket i narver av en
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osteotropisk faktor, slik som aktiv form-vitamin D, eller
paratyreoidhormon (PTH). Oppfinnerne fant dessuten at dette
protein oppviser en biologisk aktivitet som understetter
eller stimulerer differensiering eller modning av osteoklas-
ter fra umodne osteoklastforleperceller, og klargjorde for-
skjellige fysisk-kjemiske egenskaper og den biologiske ak-
tivitet av dette protein ved rensing. For & sammenligne det
rekombinante OBM, og det ovennevnte rensede naturlige pro-
tein som spesifikt bindes til OCIF, undersekte de forelig-
gende oppfinnere de fysisk-kjemiske egenskaper og biologiske
aktiviteter av de to proteiner. Som et resultat ble begge de
to proteiner bekreftet til (1) & vaere membranbundne pro-
teiner som spesifikt bindes til OCIF, (2) & ha molekylvekter
p& ca. 40 0000, bestemt ved SDS-PAGE, og (3) a ha tilsyne-
latende molekylvekter pa ca. 90 000-110 000 nar de er tverr-
bundet til en monomerform-OCIF. Disse fysisk-kjemiske egen-
skaper er ikke bare identiske, men begge proteiner oppviser
en biologisk aktivitet som understetter eller stimulerer
differensiering eller aktivering av osteoklaster, hvilket
antyder muligheten for at disse to proteiner er det samme
protein. Et kanin-anti-OBM-polyklonalt antistoff, produsert
ved anvendelse av det rensede protein preparert ved ekspre-
sjon av DNA som koder for det ved hjelp av genteknikk (re-
kombinant OBM), ble dessuten bekreftet til & kryssreagere
med det ovenfor beskrevne, rensede naturlige protein og a
inhibere spesifikk binding av dette rensede naturlige prot-
ein og OCIF, pa samme mate som antistoffer inhiberer spesi-
fikk binding av OBM og OCIF. Basert pa disse resultater er
det klart at det rekombinante OBM uttxrykt av DNA som koder
for det er identisk med det naturlige protein som spesifikt
bindes til OCIF.

For & isolere et gen (cDNA) som koder for humant
OCIF-bindingsprotein (i det etterfelgende betegnet humant
OBM) som spesifikt bindes til OCIF og oppviser aktivitet som
understetter og stimulerer differensiering og modning av
osteoklaster fra musemiltceller, pd samme madte som den
naturlige eller rekombinante muse-OBM-dose, ble et cDNA-
bibliotek preparert fra mRNA avledet fra humane lymfeknuﬁer

screenet ved anvendelse av et humant OBM-cDNA-fragment som
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en probe. Det humane OBM-cDNA-fragment ble oppnadd ved hjelp
av polymerasekjedereaksjon (PCR) i overensstemmelse med me-
toden nevnt ovenfor, ved anvendelse av bade cDNA preparert
fra humane lymfekjertler som et templat og primeren som ble
preparert fra muse-OBM-cDNA. Som et resultat ble cDNA som
koder for det humane protein som spesifikt bindes til OCIF,
isolert, og nukleotidsekvensen av cDNA som koder for dette
humane OCIF-bindingsproteinmolekyl (det vil si cDNA som
koder for humant OBM) ble bestemt. P4 samme midte som muse-
OBM har dette humane OBM som kodes for av cDNA karakteris-
tiske egenskaper for sterk binding til OCIF, og spesielt til
cellemembranen, og oppviser en aktivitet som underststter og
fremmer differensiering og modning av osteoklaster fra muse-
miltceller. Nzrmere bestemt beskrives DNA som koder for et
nytt humant OBM-protein som bindes til osteoklastogenese-
inhibitorisk faktor (OCIF), et protein som har aminosyresek-
vensen kodet for av DNA, en fremgangsmate for fremstilling
av proteinet som oppviser karakteristiske egenskaper for
spesifikk binding til OCIF og en aktivitet som understetter
og fremmer differensiering og modning av ostecklaster fra
musemiltceller ved hjelp av genteknologiteknikker, farmassy-
tiske preparater omfattende dette protein for behandling av
sykdommer forarsaket av unormal benmetabolisme, en frem-
gangsmate for screening av stoffer som regulerer ekspresjon
av humant OBM, en fremgangsmate for screening av stoffer som
inhiberer eller modulerer aktiviteten av humant OBM ved a
bindes til det, en fremgangsmdte for screening av reseptorer
som bindes til humant OBM og overferer virkningen av OBM, og
farmaseytiske preparater omfattende stoffene oppnadd wved
disse screeninger.

Det beskrives videre DNA som koder for et nytt
humant OBM-protein som spesifikt bindes til OCIF og oppviser
den biologiske aktivitet som understetter og fremmer differ-
ensiering og modning av osteoklaster, et protein som inne-
holder aminosyresekvensen kodet for av DNA, en fremgangsmate
for fremstilling av proteinet som oppviser karakteristiske
egenskaper for spesifikt & bindes til OCIF og en aktivitet
som understetter og fremmer differensiering og modning av
osteoklaster ved hjelp av genteknologiteknikker, farmasey-
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tiske preparater omfattende dette protein for behandling av

sykdommer som forarsaker unormal benmetabolisme. Det be-

skrives dessuten en fremgangsmdte for screening av stoffer
som regulerer ekspresjon av humant OBM, en fremgangsmite for
screening av stoffer som inhiberer eller modulerer aktivi-
teten av humant OBM ved & bindes til det, en fremgangsmate
for screening av reseptorer som bindes til humant OBM og
overforer virkningen av OBM, antistoffer mot humant OCIF-
bindingsprotein, og farmaseytiske preparater omfattende
disse antistoffer for forebyggelse eller behandling av
sykdommer som forarsaker unormal benmetabolisme.

Det nye humane OCIF-bindingsproteinmolekyl (OBM),
har de felgende fysisk-kjemiske egenskaper biologisk
aktivitet:

(a) bindes spesifikt til osteoklastogeneseinhibitorisk
faktor (OCIF) (WO 96/26217),

(b) har en molekylvekt pa ca. 40 000 ( * 5000), bestemt ved
SDS-PAGE under reduserende betingelser, og en tilsyne-
latende molekylvekt p& ca. 90 000-110 000 nar det er
tverrbundet med en monomerform-OCIF, og

(c) oppviser aktivitet som understetter og stimulerer diffe-
rensiering og modning av osteoklaster.

Muse-0OBM-cDNA som koder for muse-OCIF-bindings-
protein og anvendes som en probe for & isolere og identi-
fisere cDNA som koder for humant OBM, kan isoleres i over-
ensstemmelse med den ovennevnte metode fra et cDNA-bibliotek
av museosteoblastisk stromacellelinje ST2. Human osteoklast-
ogeneseinhibitorisk faktor (OCIF) som er nedvendig for a
evaluere egenskapene og den biologiske aktivitet av protei-
net oppnaddd ved ekspresjon av humant OBM-cDNA, kan prepar-
eres i overensstemmelse med fremgangsmaten beskrevet i WO
96/26217, ved isolering fra en kulturlesning av human fibro-
blastcellelinje IMP-90, eller ved hjelp av genteknologi ved
anvendelse av DNA som koder for OCIF. Rekombinant, human
OCIF, rekombinant muse-OCIF, rekombinant, rotte-OCIF eller
lignende kan anvendes for bestemmelse av egenskapene og bio-
logisk aktivitet av humant OBM. Denne rekombinante OCIF kan
oppnas i overensstemmelse med konvensjonelle metoder ved

innfeyelse av cDNA i en ekspresjonsvektor, ekspresjon av
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cDNA i dyreceller, slik som CHO-celler, BHK-celler eller
Namalwa-celler, eller i insektceller, og rensing av de
uttrykte proteiner.

De felgende metoder kan anvendes for & isolere
humant cDNA som koder for malproteinet (cDNA-kloning). (1)
en fremgangsmate som omfatter rensing av proteinet,
bestemmelse av den partielle aminosyresekvens av proteinet
og isolering av mal-cDNA ved hybridisering, ved anvendelse
av DNA-fragmentet som omfatter nukleotidsekvensen som
tilsvarer aminosyresekvensen som en probe, (2) en metode
anvendt selv i1 tilfellet hvor aminosyresekvensen av
proteinet ikke er kjent, omfattende konstruksjon av et cDNA-
bibliotek i en ekspresjonsvektor, innfering av cDNA-biblio-
teket i celler og screening for ekspresjon av malproteinet
for 4 isolere det aktuelle cDNA (ekspresjonskloningsmetode),
og (3) en metode for isolering av cDNA som koder for det
humane malprotein fra cDNA-biblioteket konstruert ved
anvendelse av humane celler eller vev ved hybridisering,
eller ved anvendelse av polymerasekjedereaksjon (PCR) ved
anvendelse av cDNA som koder for proteinet av pattedyr-
opprinnelse (foruten mennesker), som besitter de samme
karakteristiske egenskaper og biologiske aktivitet som
malproteinet av human opprinnelse som en probe, under
antakelse av at cDNA-proben har hey homologi med det humane
cDNA som skal klones. Basert pad den antakelse at humant OBM-
cDNA har hey homologi med muse-OBM-cDNA, er det mulig a
bestemme hvilke celler eller vev som produserer humant OBM
ved hjelp av Northern hybridiseringsmetode ved anvendelse av
muse-OBM-cDNA som en probe. Humant OBM-cDNA kan oppnas ved
hjelp av den feolgende metode ved anvendelse av muse-OBM-
primeren preparert fra muse-OBM-cDNA. Humane OBM-cDNA-
fragmenter kan prepareres ved hjelp av PCR-metoden ved
anvendelse av cDNA preparert fra humane OBM-produserende
vev, slik som humane lymfeknuter, som et templat. Disse
humane OBM-cDNA-fragmenter anvendes som prober for screening
av cDNA-biblioteket av humane OBM-produserende celler eller
vev, som ble identifisert i overensstemmelse med den oven-
nevnte metode. Her beskrives DNA som koder for humant OBM

som har karakteristiske egenskaper ved spesifikk binding til
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OCIF og oppviser aktivitet som understetter og fremmer
differensiering og modning av osteoklaster. Fordi OBM er en
membranbundet proteintype som omfatter et transmembran-
domene, kan dette protein pavises ved merking av OCIF og ved
a4 underseke bindingen av den merkede OCIF til overflaten pa
dyreceller som cDNA ble uttrykt i. Den ovenfor beskrevne
merkingsmetode ved anvendelse av radioisotop eller fluores-

cein, som konvensjonelt anvendes for a merke proteiner, kan
anvendes for & merke OCIF.

Molekylvekten av proteinet uttrykt av det humane
OBM-cDNA kan bestemmes ved hjelp av gelfiltreringskromato-
grafi, SDS-PAGE eller lignende. For a bestemme molekylvekten
neyaktig er det enskelig & anvende SDS-PAGE-metoden, og ved
hjelp av denne metoden ble humant OBM spesifisert som et
protein med en molekylvekt pa ca. 40 000 (40 000 * 5000)
under reduserende betingelser.

Forholdsvis milde betingelser for hybridisering av
DNA er betingelser der for eksempel DNA overferes til en ny-
lonmembran og immobiliseres pa denne i overensstemmelse med
en konvensijonell metode, og hybridiseres med et probe-DNA
merket med en isotop i en bufferlesning for hybridisering,
ved en temperatur pa 40-70 °C i ca. 2 timer til over natten,
etterfulgt av vask 1 0,5 x SSC (0,075 M natriumklorid og
0,0075 M natriumsitrat) ved 45 °C i 10 minutter. Nermere be-
stemt anvendes Highbond N (Amersham Co.) som nylonmembran
for 4 overfere og immobilisere DNA pa denne. DNA hybridiser-
es deretter med et probe-DNA merket med **P i en hurtig
hybridiseringsbuffer (Amersham Co.) ved 65 °C i 2 timer,
etterfulgt av vask med 0,5 x SSC ved 45 °C i 10 minutter.

Et system for samtidig dyrkning av museosteoblast-
iske stromaceller, ST2, og musemiltceller i nerver av aktiv
form-vitamin D, eller PTH er vel kjent som et typisk in
vitro-dyrkningssystem for osteoklastdannelse. Interaksjon
ved adhesjon av osteoblastiske stromaceller og miltceller,
og tilstedevarelse av en osteotropisk faktor som aktiv form-
vitamin D, eller PTH, er uunnvarlig for osteoklastdannelsen i
dette in vitro-dyrkningssystem. I dette in vitro-dyrknings-
gystem erverver COS-celler, apenyreceller uten noen under-

stettende evne for osteoklastdannelse, evne til & under-
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stette osteoklastdannelse fra miltceller i fravar av en
osteotropisk faktor nadr cDNA ble uttrykt som osteoblastisk
stromacellélinje ST2. Basert pa det faktum at dette cDNA
koder for et protein som omfatter et transmembrandomene, kan
dette cDNA uttrykkes som en sekresjonsform, eller en opp-
leselig form, ved & fjerne delen som koder for dette trans-
membrandomenet. Det ble bekreftet at osteocklaster kan dannes
ved tilsetning av sekresjonsformen av det humane OBM til det
ovennevnte in vitro-dyrkningssystem i fravaer av osteotrop-
iske faktorer. Basert pad disse resultater er det humane OBM
som kodes for av dette cDNA, spesifisert som faktoren
involvert i differensiering og modning av osteoklaster.

Et rekombinant humant OBM kan prepareres ved a
innfeye DNA som koder for det i en ekspresjonsvektor, prepa-
rering av et humant OBM-ekspresjonsplasmid, innfering av
plasmidet i forskjellige cellestammer og ekspresjon av OBM i
cellene. Pattedyrceller, slik som COS-7-, CHO-, Namalwa-cel-
ler, eller bakterier som Escherichia coli, kan anvendes som
en vert for ekspresjon av OBM. I dette tilfellet kan OBM ut-
trykkes som en membranbundet proteinform ved anvendelse av
det komplette DNA, eller som en sekresjons- eller oppleselig
proteinform, ved a fjerne den delen som koder for transmem-
brandomenet. Det siledes fremstilte rekombinante OBM kan
renses effektivt ved anvendelse av en passende kombinasjon
av konvensjonelle rensemetoder anvendt for vanlige protein-
er, slik som affinitetskromatografi ved anvendelse av OCIF-
immobiliserte kolonner, ionebytterkromatografi og gelfilt-
reringskromatografi. Det sdledes oppnddde humane OBM er an-
vendelig som et middel for behandling av sykdommer for-
drsaket av unormal benmetabolisme, slik som osteoporose,
eller som et reagens for forskning og diagnose av slike
sykdommer.

De felgende screeningsoperasjoner kan utferes ved
anvendelse av proteinet OBM kodet for av DNA: (1) screening
av stoffer som kan regulere ekspresjon av humant OBM, (2)
screening av stoffer som spesifikt bindes til humant OBM og
inhiberer eller modifiserer den bioclogiske aktivitet av OBM,
og (3) screening av humane proteiner som er til stede i
osteoklastforleperceller og overferer den biologiske
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aktivitet av humant OBM (human OBM-reseptor). Det er ogsa
mulig & utvikle antagonister og agonister ved anvendelse av
denne humane OBM-reseptor. I den kombinatoriske kjemi wved
anvendelse av det humane OBM eller den humane OBM-reseptor
kan det produseres peptidbiblioteker fordret for screening
av antagonister eller agonister ved hjelp av den samme
metode som anvendt for screeningen ved anvendelse av muse-
OBM. Et peptid med ekstremt hey spesifisitet og affinitet
kan oppnds ved screening av peptidbiblioteker ved anvendelse
av humant OBM istedenfor muse-OBM.

Selv om dette OBM er meget nyttig, som nevnt oven-
for, og antistoffet som spesifikt gjenkjenner OBM og enzym-
analyse ved anvendelse av disse antistoffer er uunnvarlige
for bestemmelse av OBM-konsentrasjon, har det hittil ikke
vert tilgjengelig noen antistoffer anvendelige for & kunne
bestemme OBM-konsentrasjon. Et anti-OBM-antistoff eller
anti-sOBM-antistoff som neytraliserer den biologiske aktivi-
tet av OBM eller sOBM, antas dessuten & undertrykke aktivi-
teten av OBM eller sOBM, spesielt aktiviteten som induserer
osteoklastdannelse. Disse antas a vare anvendelige som tera-
peutiske midler for a behandle unormal benmetabolisme. Ingen
slike antistoffer har imidlertid vart tilgjengelige hittil.

I lys av denne situasjon har de foreliggende opp-
finnere utfert omfattende undersekelser. Som et resultat har
de foreliggende oppfinnere funnet antistoffer (anti-
OBM/sOBM-antistoffer) som gjenkjenner bade OBM, et membran-
bundet protein som spegifikt bindes til osteoklastogenesein-
hibitorisk faktor (OCIF), og oppleselig OBM (sOBM) som
mangler et transmembrandomene. Det beskrives her saledes
antistoffer (anti-OBM/sOBM-antistoffer) som gjenkjenner bade
OBM, et membranbundet protein som spesifikt bindes til
osteoklastogeneseinhibitorisk faktor (OCIF), og sOBM som
mangler et transmembrandomene; en fremgangsmate for frem-
stilling av disse; en fremgangsmate for bestemmelse av OBM-
og sOBM-konsentrasjoner ved anvendelse av disse antistoffer;
og midler for forebyggelse eller behandling av sykdommer som
resulterer fra unormal benmetabolisme.

Det beskrives ogsd antistoffer (anti-OBM/sOBM-
antistoffer) som gjenkjenner bdde OBM, et membranbundet
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protein som spesifikt bindes til osteoklastogenese-
inhibitorigk faktor (OCIF), og oppleselig OBM (sOBM) som
mangler et transmembrandomene; en fremgangsmate for frem-
stilling av disse; en fremgangsmate for kvantifisering av
OBM og sOBM ved anvendelse av disse antistoffer; og midler
for forebyggelse eller behandling av sykdommer som
resulterer fra unormal benmetabolisme.

Disse antistoffene oppviser aktivitet som
neytraliserer den ostecklastogeneseakselererende aktivitet
som er den biologiske aktivitet av OBM og sOBM, og omfatter
antistoffene med de felgende karakteristika:

(a) polyklonalt antistoff som gjenkjenner bade muse-OBM og
muse-sOBM (anti-muse-OBM/sOBM-polyklonalt antistoff),

(b) polyklonalt antistoff som gjenkjenner bade humant OBM og
humant sOBM (antihuman-OBM/sOBM-polyklonalt antistoff),

(c) monoklonale antistoffer som gjenkjenner bade muse-OBM og
muse-sOBM (anti-muse-OBM/sOBM-monoklonale antistoffer),

(d) monoklonale antistoffer som gjenkjenner bade humant OBM
og humant sOBM (antihuman-OBM/sOBM-moncklonale anti-
stoffer), og .

(e) antihuman-O0BM/sOBM-monoklonale antistoffer som kryss-
reagerer med bade muse-OBM og muse-sOBM.

Det polyklonale antistoff som gjenkjenner bade
muse-0OBM og muse-sOBM (i det etterfelgende betegnet anti-
muse-0BM/s0OBM-polyklonalt antistoff) og det polyklonale
antistoff som gjenkjenner bade humant OBM og humant sOBM (i
det etterfelgende betegnet antihumant OBM/sOBM-polyklonalt
antistoff), ble fremstilt ved hjelp av den felgende metode.
Det rensede muse-OBM anvendt som antigen for immunisering
kan fremstilles i overensstemmelse med den ovennevnte
metode. Nzrmere bestemt ble den museosteoblastiske stroma-
cellelinje ST2 behandlet med aktiv form-vitamin D,, og OBM pa
cellemembranen ble renset ved anvendelse av en OCIF-immo-
bilisert kolonne og gelfiltreringskromatografi, for derved a
oppna naturlig muse-OBM (nativt OBM). Det ovennevnte muse-
OBM-cDNA (sekvenstabell, sekvens nr. 15) eller humant OBM-
cDNA (sekvenstabell, sekvens-ID nr. 12) ble innfeyd i en
ekspresjonsvektor i overensstemmelse med konvensjonelle
metoder. Rekombinant muse-OBM (sekvenstabell, sekvens-ID nr.
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1) og rekombinant, humant OBM (sekvenstabell, sekvens-ID nr.
11) kan oppnas ved ekspresjon av cDNA i dyreceller, slik som
CHO-celler, BHK-celler, Namalwa- eller COS-7-celler, insekt-
celler eller Escherichia coli, etterfulgt av rensing ved
anvendelse av de samme rensemetoder som nevnt ovenfor. Disse
kan anvendes som antigener for immunisering. Rensing av en
stor mengde og et heyt niva av muse-OBM eller humant OBM,
som er membranbundne proteiner, er i dette tilfellet en
oppgave som krever mye arbeid. P4 den annen side, som nevnt
ovenfor, er OBM, som er et membranbundet protein, og et opp-
leselig OBM (sOBM), som oppnas ved delesjon av det transmem-
brane domenet av OBM, kjent for & vare nesten like med
hensyn til deres osteoklastdifferensierings- og modningsak-
tiviteter. Det er mulig & anvende muse-sOBM og humant sOBM,
som forholdsvis lett uttrykkes og renses til et heyt niva
som antigener for immunisering.

Muse-gOBM (sekvenstabell, sekvens-ID nr. 16) og
humant sOBM (sekvenstabell, sekvens-ID nr. 17) kan fremstil-
les ved addisjon av en nukleotidsekvens som koder for en
kjent gignalsekvens som stammer fra det andre sekresjons-
protein pa oppstremssiden av 5'-enden av henholdsvis muse-
SOBM-cDNA (sekvenstabell, sekvens-ID nr. 18) og humant sOBM-
cDNA (sekvenstabell, sekvens-ID nr. 19), innfeyelse av disse
i en ekspresjonsvektor ved anvendelse av genteknologiske
teknikker, ekspresjon av proteinene i vertsceller, slik som
forskjellige dyreceller, insektceller ellexr Escherichia
coli, og rensing av de resulterende produkter. De saledes
oppnddde antigener for immunisering oppleses i fosfatbufret
saltlesning (PBS), blandes med det samme volum av Freunds
komplette adjuvans for & emulgere lesningen hvis nedvendig,
og administreres subkutant til dyr ca. én gang pr. uke for a
immunisere dyrene flere ganger. En forsterkningsinjeksjon
gis ndr antistofftiteren nar et maksimum. Uttapping av blod
utferes 10 dager etter forsterkningsadministreringen. Det
resulterende antiserum behandles ved ammoniumsulfatut-
felling. IgG-fraksjon renses ved anvendelse av anionebytter-
kromatografi, eller renses ved protein A- eller protein G-
Sepharose-kolonnekromatografi etter fortynning av serumet to
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ganger med "Binding Buffer" (BioRad Co.), for & oppna
antimuse- eller antihumant OBM/sOBM-polyklonalt antistoff.
De monoklonale antistoffene kan fremstilles i
overensstemmelse med den felgende metode. P4 samme mate som
for de polyklonale antistoffer kan naturlig muse-OBM (nativt
OBM), rekombinant muse- eller humant OBM, eller rekombinant
muse- eller humant sOBM, anvendes som immunogener for a
fremstille monoklonale antistoffer. Hybridomer produseres i
overensstemmelse med konvensjonelle metoder ved & immunisere
pattedyr med disse antigener, eller ved & immunisere lymfo-
cytter in vitro og fusjonere de immuniserte celler med mye-
lomceller. Ved & analysere den saledes oppnadde hybridomkul -
tursupernatant ved hjelp av en fastfase-ELISA-metode utvel-
ges antistoffproduserende hybridomer som gjenkjenner det
heyrensede antigen. De resulterende hybridomer klones og
etableres som stabile antistoffproduserende hybridomkloner.
Disse hybridomer dyrkes for & oppnd antistoffene. Sm& patte-
dyr som mus eller rotter anvendes vanligvis for & produsere
hybridomer. Dyrene immuniseres ved intravenes eller intra-
peritoneal injeksjon av antigenet fortynnet til en egnet
konsentrasjon ved anvendelse av et egnet lesningsmiddel,
slik som en fysiologisk saltlesning. Freunds komplette
adjuvans kan eventuelt anvendes sammen med antigen. Disse
injiseres vanligvis 3-4 ganger, én gang pr. uke eller annen-
hver uke. De immuniserte dyr dissekeres 3 dager etter den
siste immunisering. Splenocytter fra fjernede milter
anvendes som immuniserte celler. Som musemyelomer som skal
fusjoneres med immuniserte celler, kan det nevnes p3/x63-
Ag8, p3-Ul, NS-1, MPC-11, SP-2/0, FO, P3x63-Ag8.653 og S194.
En cellelinje som R-210 nevnes som cellen med rotteopprinn-
else. Humane antistoffer produseres ved & immunisere humane
B-lymfocytter in vitro og fusjonere de immuniserte celler
med humane myelomceller eller en cellelinje transformert med
EB-virus. Fusjoneringen av de immuniserte celler og myelom-
cellene kan utferes i overensstemmelse med en konvensjonell
metode, slik som metoden ifelge Koehler og Milstein (Koehler
et al.: Nature, 256, 495-497 (1975)). En metode som benytter
elektrisk puls, kan ogsd anvendes. Immuniserte lymfocytter
og myelomceller blandes i et konvensjonelt akseptert forhold
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og fusjoneres i et FCS-fritt (kalvefosterserumfritt) kultur-
medium ved tilsetning av polyetylenglykol og dyrkes 1 et
FCS-inneholdende HAT-seleksjonsmedium for & utvelge
fusjonerte celler (hybridomer). Hybridomene som produserer
antistoffer, utvelges deretter ved anvendelse av en konven-
sjonell antistoffpavisningsmetode, slik som ELISA, en plakk-
teknikk, Ouchterlony-metode eller aggregeringsmetode, for &
etablere stabile hybridomer. Hybridomene etablert pa denne
maten kan dyrkes ved hjelp av en konvensjonell dyrknings-
metode, eller kan lagres ved nedfrysing om nedvendig. En
hybridom kan dyrkes ved hjelp av en konvensjonell metode for
a oppsamle kultursupernatanten, eller den kan implanteres i
bukhulen hos pattedyr for & oppnd antistoffet fra ascites-
vesken. Antistoffet i kultursupernatanten eller ascites-
vesken kan renses ved hjelp av en konvensjonell metode, slik
som utsalting, ionebytter- og gelfiltreringskromatografi,
eller protein A- eller protein G-affinitetskromatografi.
Nesten alle monoklonale antistoffer oppnadd ved anvendelse
av sOBM som antigen kan spesifikt gjenkjenne ikke bare sOBM,
men ogsd OBM (slike antistoffer er i det etterfelgende
betegnet anti-OBM/sOBM-monoklonale antistoffer). Disse anti-
stoffer kan anvendes for kvantifisering av OBM eller sOBM.
Mengdene OBM og sOBM kan kvantifiseres ved & merke disse
antistoffer med en radioisotop eller et enzym, og ved appli-
sering av de merkede antistoffer i et kvantifiseringssystem
kjent som en radioimmunanalyse (RIA) eller enzymimmunanalyse
(EIA) . Ved anvendelse av disse kvantifiseringssystemer kan
mengden sOBM i en biologisk preve, slik som blod eller urin,
bestemmes med letthet ved hey sensitivitet. Graden av OBM-
binding til et vev eller en overflate av celler kan dessuten
méles med letthet ved hoy sensitivitet ved anvendelse av en
bindingsanalyse under anvendelse av disse antistoffer.

Nar et antistoff anvendes som et medikament for
mennesker, er det enskelig & anvende et antihumant OBM/sOBM-
antistoff av humantype i lys av antigenisitet. Det anti-
humane OBM/sOBM-antistoff av humantype kan fremstilles i
overensstemmelse med de felgende metoder: (1), (2) eller
(3). ved fremgangsmate (1) immuniseres humane lymfocytter
oppsamlet fra humant perifert blod eller milt med et anti-
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genhumant OBM eller humant sOBM iIn vitro i narver av IL-4.
De resulterende immuniserte humanlymfocytter fusjoneres med
K6H6/B% (ATCC CRL 1823), som er en heterohybridom av mus og
menneske, og screenes for 4 oppnad den aktuelle antistoff-
produserende hybridom. Antistoffene produsert av de resul-
terende antistoffproduserende hybridomer er antihuman-
OBM/sOBM-monoklonale antistoffer av humantype. Antistoffene
som neytraliserer aktiviteten av humant OBM/sOBM, er utvalgt
fra disse antistoffer. Det er imidlertid vanligvis vanskelig
4 produsere et antistoff som oppviser hey affinitet for et
antigen ved hjelp av fremgangsmaten for immunisering av
humane lymfocytter in vitro. For & oppnd monoklonale anti-
stoffer med hey affinitet for humant OBM og sOBM er det
sdledes nedvendig a oke affiniteten av de antihuman-
OBM/sOBM-monoklonale antistoffer av humantype fremstilt ved
hjelp av den ovenfor angitte metode. Dette kan utferes i
overensstemmelse med den felgende metode. Ferst innferes en
vilkarlig mutasjon i CDR-omradet (spesielt CDR3-omradet) av
et antihumant OBM/sOBM-monoklonalt antistoff av humantype
som neytraliserer OBM, men som har en lav affinitet og gjer
at fagen uttrykker protein. Fager som kan bindes sterkt til
humant OBM/sOBM, utvelges ved hjelp av en fagfremvisnings-

" metode ved anvendelse av plater som humane OBM/sOBM-anti-

gener er immobilisert pa. De utvalgte fagene dyrkes i
Escherichia coli. Aminosyresekvensen av CDR, som oppviser
hey affinitet, bestemmes fra nukleotidsekvensen av DNA
klonet i fagen. Det sdledes oppnadde DNA som koder for de
antihuman-OBM/sOBM-monoklonale antistoffer av humantype,
innferes i en vanlig anvendt ekspresjonsvektor for pattedyr-
celler for & produsere de antihuman-OBM/sOBM-monoklonale
antistoffer av humantype. De aktuelle antihuman-OBM/sOBM-
monoklonale antistoffer av humantype som oppviser hey
affinitet og er i stand til & neytralisere den biologiske
aktivitet av humant OBM/sOBM, kan utvelges fra disse mono-
klonale antistoffer. Ved fremgangsmate (2) fremstilles anti-
human-OBM/sOBM-monoklonale antistoffer av musetype i over-
ensstemmelse med den samme metode som ved foreliggende
oppfinnelse ved anvendelse av BALB/c-mus (Koehler et al.:
Nature, 256, 495-49, 1975), og monoklonale antistoffer som
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kan nzytralisere den biologiske aktivitet av humant OBM/sOBM
og oppviser hey affinitet, utvelges. Disse heyaffinitets-
museantihuman~ OBM/sOBM-moncklonale antistoffer kan omdannes
til human type ved anvendelse av CDR-podingsteknikken
(Winter og Milstein: Nature, 349, 293-299, 1991) ved &
implantere CDR-omradene (CDR-1, -2 og -3) i CDR-omradene av
humant IgG. Ved fremgangsmdte (3) implanteres humane peri-
fere blodlymfocytter i en mus med alvorlig kombinert immun-
svikt (SCID). Fordi den implanterte SCID-mus kan produsere
humane antistoffer (Mosier, D.E. et al.: Nature 335, 256-
259, 1988; Duchosal, M.A. et al.: Nature, 355, 258-262,
1992), kan lymfocytter som kan produsere de humane, mono-
klonale antistoffer med spesifisitet for humant OBM/sOBM,
oppsamles ved screening av SCID-mus immunisert med humant
OBM eller sOBM. De resulterende lymfocytter fusjoneres med
K6H6/B5 (ATCC CRL 1823), som er en heterohybridom av mus og
menneske, ifelge prosedyren beskrevet ovenfor for de humane
antistoffer i fremgangsmite (1). De resulterende hybridomer
screenes for & oppnd hybridomer som kan produsere de aktu-
elle humane, monoklonale antistoffer. De sdledes oppnadde
hybridomer dyrkes for & produsere store mengder av de aktu-
elle humane, monoklonale antistoffer. Antistoffene kan
renses ved den ovennevnte rensemetode. Det er dessuten mulig
a produsere rekombinante, humane, monoklonale antistoffer i
store mengder ved & konstruere et cDNA-bibliotek fra hybri-
domen som kan produsere de aktuelle humane, monoklonale
antistoffer for &4 oppnd et gen (cDNA) som koder for de
aktuelle monoklonale antistoffer av humantype ved kloning,
innfeyelse av dette gen i en egnet ekspresjonsvektor ved
anvendelse av genteknologiske metoder og ekspresjon av de
monoklonale antistoffer i vertsceller, slik som forskjellige
dyreceller, insektceller eller Escherichia coli. Store
mengder rensede humane, monoklonale antistoffer kan oppnas
ved rensing fra den resulterende kultursupernatant ved hjelp
av rensemetodene nevnt ovenfor.

Antistoffene som kan neytralisere den biologiske
aktivitet av OBM/sOBM, kan oppnds fra de anti-OBM/sOBM-mono-
klonale antistoffer produsert ifelge denne metoden. Anti-

stoffene som neytraliserer den biologiske aktivitet av
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OBM/sOBM, forventes & vare anvendelige for midler for be-
handling eller forebyggelse av unormal benmetabolisme pa
grunn av deres evne til & blokkere biologisk aktivitet in
vivo av OBM/sOBM, spesielt evnen til & forhindre induksjon
av osteoklastdannelse. Aktiviteten av anti-OBM/sOBM-anti-
stoffer for a neytralisere den biologiske aktivitet av OBM
eller sOBM kan males ved & bestemme aktiviteten for & under-
trykke osteoklastdannelse i in vitro-systemet. Nermere be-
stemt kan det felgende in vitro-osteoklastogenesedyrknings-
system nevnes: (1) et samkultursystem av den museosteoblast-
iske stromacellestamme, ST2-celler, og musemiltcéller i neer-
ver av aktiv form-vitamin D, og dexametason, (2) et samkul-
tursystem omfattende OBM-uttrykkende apenyrecellestamme,
COS-7, immobilisering av de OBM-uttrykkende celler med
formaldehyd og dyrkning av musemiltceller pa disse celler i
nerver av M-CSF, og (3) et kultursystem for musemiltceller i
nerver av rekombinant sOBM og M-CSF. Den osteoklastogenese-
inhiberende aktivitet av anti-OBM/sOBM-antistoffene kan
médles ved tilsetning av anti-OBM/sOBM-antistoffene i for-
skjellige konsentrasjoner til disse kultursystemer og under-
seke deres effekter pd osteoklastdannelse. Den osteocklasto-
geneseinhiberende aktivitet av anti-OBM/sOBM-antistoffene
kan ogsa evalueres ved a male deres benresorpsjonsinhiber-
ende aktivitet ved anvendelse av forseksdyr in vivo. En
ovariektomisert dyremodell kan spesielt angis som en dyre-
modell med progressiv osteocklastdannelse. Den.osteoklasto-
geneseinhiberende aktivitet av anti-OBM/sOBM-antistoffene
kan bestemmes ved administrering av anti-OBM/sOBM-anti-
stoffene til slike forseksdyr og evaluere undertrykkelse av
benresorpsjon (en bendensitetsegkende aktivitet).

De sdledes oppnadde antistoffer som er i stand til
& neytralisere den OBM/sOBM-biologiske aktivitet, er anven-
delige i farmaseytiske preparater, spesielt farmaseytiske
preparater for a forebygge eller behandle unormal benmeta-
bolisme, eller som antistoffer for en immunologisk diagnose
av slike sykdommer. Preparatene omfattende antistoffene kan
administreres enten oralt eller ikke-oralt. Slike preparater
kan trygt administreres til mennesker eller dyr som farma-

seytiske preparater som inneholder antistoffene som gjen-
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kjenner OBM og/eller sOBM som en aktiv komponent. Som farma-
seytiske preparatformer kan nevnes injeksjonsmidler in-
kludert intravenest drypp, suppositoriemidler, sublinguale
midler, perkﬁtane absorpsjonsmidler og lignende. Fordi wmono-
klonale antistoffer er makromolekylare proteiner, vil de .
ikke kun lett adherere til en glassbeholder, slik som en
ampulle eller en spreyte, men blir ogsa lett denaturert av
fysisk-kjemiske faktorer som varme, pH eller fuktighet. Pre-
paratene ber derfor stabiliseres ved tilsetning av stabili-
satorer, pH-justeringsmidler, bufringsmidler, opplesnings-
midler eller detergenter. Som stabilisatorer kan nevnes
aminosyrer som glysin og alanin, sakkarider som dekstran 40
og mannose, og sukkeralkoholer som sorbitol, mannitol og
xylitol. Disse stabilisatorer kan enten anvendes individuelt
eller i kombinasjoner av to eller flere. Mengden stabili-
satorer som skal tilsettes, er fortrinnsvis fra 0,01 til 100
ganger, spesielt foretrukket fra 0,1 til 10 ganger mengden
av antistoffet. Tilsetningen av disse stabilisatorer eker
lagringsstabiliteten av flytende preparater eller lyofili-
serte produkter av disse. Fosfatbuffere og sitratbuffere kan
nevnes som eksempler pa bufringsmidler. Bufringsmidlene wvil
ikke kun justere pH i de flytende preparater eller de van-
dige lesninger oppnaddd ved & opplese de lyofiliserte produk-
ter av disse, men eker ogsa antistoffets stabilitet og opp-
leselighet. Det er enskelig a tilsette bufringsmidlet i en
mengde som tilsvarer en konsentrasjon pad 1 mM til 10 mM i
det flytende preparat eller i den vandige lesning fremstilt
fra det lyofiliserte produkt. Polysorbat 20, Pulluronic F-68
og polyetylenglykol er gitt som eksempler pd detergent. Et
spesielt foretrukket eksempel er Polysorbat 80. Disse deter-
genter kan enten anvendes individuelt eller i kombinasjoner
av to eller flere. Makromolekylproteiner, slik som et anti-
stoff, adhereres lett til glassbeholdere. Adherens til be-
holdere av antistoffet i et flytende preparat eller i en
vandig lesning, fremstilt ved gjenopplesning av et lyofili-
sert produkt, kan forhindres ved & tilsette slike deter-
genter ved en konsentrasjon fra 0,001 til 1,0 %. Preparatene
som omfatter antistoffene kan oppnas ved tilsetning av
stabilisatorer, bufringsmidler eller midler som forhindrer



10

15

20

25

30

35

31

adsorpsjon. Nar preparatene anvendes som injeksjonsmidler
for medisinering av mennesker eller dyr, ber slike injek-
sjonsmidler fortrinnsvis ha et osmotisk trykkforhold pa 1
til 2. Det osmotiske trykkforhold kan justeres ved a eoke
eller redusere mengden natriumklorid ved fremstilling av
preparatene. Mengden av et antistoff i et preparat kan jus-
teres avhengig av sykdommen, administreringsmdten og lig-
nende. En dose av et humant antistoff til mennesker kan
endres avhengig av antistoffets affinitet til humant
OBM/sOBM, spesielt avhengig av dissosiasjonskonstanten (Kd-
verdi) for humant OBM/sOBM. Jo heyere affiniteten er (eller
jo mindre Kd-verdien er), jo mindre md dosen vare som skal
administreres til mennesker for 4 oppna en bestemt medisinsk
effekt. Fordi et humant antistoff har en lang halveringstid
i blodet p& ca. 20 dager, er det tilstrekkelig & admini-
strere antistoffet til mennesker i en dose pa ca. 0,1-100
mg/kg, én gang eller flere i lepet av 1-30 dager.

Oppfinnelsen gjelder dermed anvendelse av et
antistoff for fremstilling av et medikament til behandlingen
av benmetabolismeunormalhet, der antistoffet er rettet mot
et protein som en aktiv komponent, der proteinet har de
felgende fysiokjemiske karakteristika og biologiske
aktivitet:

(a) (affinitet: binder spesifikt til osteoklastogenese-
inhibitorisk faktor (OCIF) og oppviser hey affini-
tet for OCIF med en dissosiasjonskonstant pa
cellemembran: Kd = 10° M eller mindre,

(b) molekylvekt: har en molekylvekt pd 30 000 - 40 000
nar denne blir malt ved & benytte SDS-polyakryl-
amidgelelektroforese ved ikke-reduserende
betingelser og en tilsynelatende molekylvekt pa
90 000 - 110 000 n&r det er kryssbundet til en
monomer type OCIF og

c) biologisk aktivitet: oppviser aktivitet som
understetter eller fremmer osteocklastdifferensie-
ring og -modning i et samkultursystem med osteo-
blastiske stromaceller og miltceller i narvar av
slike stimulerende faktorer for benresorpsjon som
aktiv-form vitamin D, og paratyroidhormon (PTH).
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Kort beskrivelse av figurene

Figur 1 viser resultatene fra SDS-PAGE av muse—-OBM-
protein ifelge foreliggende oppfinnelse fremstilt i eksempel
3.

(Forklaring av symboler)

(A):

Felt 1: molekylvektmarkgrer.

Felt 2: en spesielt renset preve (Gly-HCl (pH 2,0)
elueringsfraksjon) oppnaddd fra ST2-celler dyrket i
narvar av aktiv form-vitamin D3 og dexametason.

Felt 3: en spesielt renset preve (Gly-HCl (pH 2,0)
elueringsfraksjon) oppnddd fra ST2-celler dyrket i
fraver av aktiv form-vitamin D3 og dexametason.

(B):

Felt 1: molekylvektmarkosrer.

Felt 2: muse—OBM-protein ifglge foreliggende oppfinnelse
etter rensing ved reversfase—heyytelsesvaske-
kromatografi (eksempel 3).

Figur 2 viser resultatene fra bindingsanalysen for

-merket OCIF til osteoblastiske stromaceller, ST2, i

eksempel 4.

IZSI

Figur 3 viser osteoklastdannelsesevnen for osteo-
blastiske stromaceller, ST2, fra forskijellige generasjoner i
eksempel 5(1).

(Forklaring av symboler)

1: evnen hos ST2-celler fra ca. en 10. subkultur til &
understeotte osteoklastdannelse.
2: evnen hos ST2-celler fra ca. en 40. subkultur til &

understette osteoklastdannelse.

Figur 4 viser endringen med tiden for ekspresjon av
proteinet ifelge foreliggende oppfinnelse pa cellemembranen
fra osteoblastiske stromaceller dyrket i narvar av aktiv
form-vitamin D3 og dexametason i eksempel 5(2).

Figur 5 viser endringen med tiden av osteoklast-—
dannelse 1 samkultursystemet ifwlge eksempel 5(2).

Figur 6 viser den inhibitoriske effekt pa osteo-—
klastdannelse ved behandling med OCIF i forskjellige
dyrkningsperioder under samkulturperioden i eksempel 5(3).
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Figur 7 viser resultatene fra en kryssbindingstest
pa I-merket OCIF med proteinet ifelge foreliggende
oppfinnelse i eksempel 6.

125

(Forklaring av symboler)

Felt 1: !25I-merket OCIF-CDDI.

Felt 2: 1257 _perket OCIF-CDD1 kryssbundet med ST2-celler.
Felt 3: 1251 _merket OCIF-CDD1 kryssbundet i nerver av et

400 gangers overskudd av umerket OCIF.

Figur 8 viser resultatene fra SDS-PAGE i eksempel
9.

(Forklaring av symboler)

Felt 1: proteiner fra pOBM291-transfekterte COS-7-celler
immunutfelt i fravar av OCIF.

Felt 2: proteiner fra pOBM29l-transfekterte COS-7-celler
immunutfelt i narver av OCIF.

Figur 9 viser resultatene fra analyse av bindings-
evne for 125I-merket OCIF til COS-7-celler transfektert med
pOBM291 i eksempel 10.

(Forklaring av symboler)

Feltene

1 og 2: Mengden av 1251 _merket OCIF-binding til COS-7-
celler transfektert med pOBM291.

Feltene

3 og 4: Mengden av 1251 _merket OCIF-binding til COS-7-
celler transfektert med pOBM291 1 narvar av et

400 gangers overskudd av umerket OCIF.

Figur 10 viser resultatene fra en kryssbindingstest

125

ved anvendelse av OCIF merket med I i eksempel 11.

(Forklaring av symboler)

Felt 1: 1257 _merket OCIF.

Felt 2: 1251 -merket OCIF kryssbundet med COS-7-celler
transfektert med pOBM291.

Felt 3: 12571 _merket OCIF kryssbundet med COS-7-celler

transfektert med pOBM291 i narvar av et 400 gangers

overskudd av umerket OCIF.

Figur 11 viser resultater fra en Northern Blot i
eksempel 12.
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Felt 1: RNA fra ST2-celler dyrket uten tilsetning av
vitamin D og dexametason.

Felt 2: RNA fra ST2-celler dyrket med tilsetning av vitamin

D og dexametason.

Figur 12 viser
det kondisjonerte medium
sjoner i eksempel 13(2).
(Forklaring av symboler)
O: pCEP4
@®: pCEP sOBM

Figur 13 viser
det kondisjonerte medium
det kondisjonerte medium
(Forklaring av symboler)
O: pCEP4.

@®: pCEP sOBM.
Figur 14 viser

fusjonsprotein bestaende

OCIF-bindingsevnen for proteinene i
ved forskjellige OCIF-konsentra-

OCIF-bindingsevnen for proteinet i
ved forskjellige mengdeforhold av
i eksempel 13(2).

resultatene fra SDS-PAGE av et

av tioredoksin og muse—-OBM uttrykt i

Escherichia coli i eksempel 14(2).

(Forklaring av symboler)

Felt 1: molekylvektmarkerer.

Felt 2: opploselige proteinfraksjoner fra GI724/pTrxFus.

Felt 3: oppleselige proteinfraksjoner fra GI724/pTrxOBM25.

Figur 15 viser
det kondisjonerte medium

OCIF-bindingsevnen for proteinet i
ved forskjellige mengdeforhold av

oppleselige proteinfraksjoner i eksempel 14(3).

(Forklaring av symboler)
O: GI724/pTrxFus.
0: GI1724/pTrxOBM25.

Figur 16 viser

OCIF-bindingsevnen av oppleselige

proteinfraksjoner (1 %) ved forskjellige konsentrasjoner av

OCIF i eksempel 14(3).

(Forklaring av symboler)

O: 6I1724/pTrxFus.

0O: GI724/pTrxOBM25.
Figur 17 viser

resultatene fra inhibering av spesi-

fikk binding til OCIF fra muse—OBM oppnadd ved ekspresjon av

muse—-OBM-cDNA ifelge foreliggende oppfinneise, og rensing av
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naturlig OCIF-bindingsprotein ved hjelp av et kanin-antimuse-
OBM-antistoff.
(Forklaring av symboler)

1:

2:

renset OBM fremstilt ved ekspresjon av cDNA i narvar av
antistoffet OBM + 1251-0CIF.
det naturlige protein i narver av antistoffet + 1257_
OCIF.
muse—-OBM fremstilt ved ekspresjon av cDNA i fraver av
antistoffet muse-OBM + 1251-OCIF.
det naturlige protein i fraver av antistoffet + 1257
OCIF.
3 + umerket OCIF (400 ganger mer enn 1251 0ocrF.
4 + umerket OCIF (400 ganger mer enn 125I-0OCIF.

Figur 18 viser resultatene fra SDS-PAGE av humant

OBM-protein uttrykt ved hjelp av c¢DNA ifslge foreliggende
oppfinnelse.

(Forklaring av symboler)

Felt 1: molekylvektmarkerer.

Felt 2: proteiner fra COS-7-celler transfektert med phOBM

(en ekspresjonsvektor inneholdende et cDNA ifelge
foreliggende oppfinnelse), immunutfelt med et
kanin—anti-OCIF-polyklonalt antistoff i fraver av
OCIF.

Felt 3: proteiner fra COS-7-celler transfektert med phOBM

(en ekspresjonsvektor inneholdende et cDNA ifelge
foreliggende oppfinnelse), immunutfelt med et
kanin-anti-OCIF-polyklonalt antistoff i n®rvar av
OCIF.

Figur 19 viser resultatene fra analyse av binding

av OCIF til COS-7-celler transfektert med phOBM, en ekspre-
sjonsvektor inneholdende et cDNA ifglge foreliggende opp-

finnelse.

(Forklaring av symboler)
Felt 1: COS-7-celler transfektert med phOBM og tilsetning

av 1251-0CIF.

Felt 2: COS-7-celler transfektert med phOBM og tilsetning

av 1251-0CIF i nerver av en 400 ganger sterre
mengde umerket OCIF.

Figur 20 viser resultatene fra kryssbinding av
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humant OBM, som er et protein kodet for av et cDNA ifelge

foreliggende oppfinnelse, med 1251 0cIF (monomertype) .

(Forklaring av symboler)

Felt 1: 1251-ocTF.

Felt 2: De kryssbundne produkter av 12571 _0CIF med
proteinene pa membranen av COS-7-celler trans-—
fektert med phOBM.

Felt 3: De kryssbundne produkter av 1251 0CIF med
proteinene pa membranen av COS—-7-celler trans-
fektert med phOBM i narvar av en 400 ganger staorre
mengde umerket OCIF.

Figur 21 viser OCIF-bindingsevnen av proteinet
(utskilt form-hOBM) i det kondisjonerte medium ved for-
skjellige OCIF-konsentrasjoner i eksempel 23(2).

(Forklaring av symboler)

O: kondisjonert medium av 293-EBNA-celler transfektert med
pCEP4 som ikke inneholder cDNA som koder for utskilt
form-humant OBM.

®: kondisjonert medium av 293-EBNA-celler transfektert med
pCEPshOBM som inneholder cDNA som koder for utskilt form-—
humant OBM.

Figur 22 viser OCIF-bindingsevnen av proteinet
(utskilt form-humant OBM) i det kondisjonerte medium ved en
spesifikk OCIF-konsentrasjon under endring av mengden av
kondisjonert medium tilsatt i eksempel 23(2).

(Forklaring av symboler)

0. kondisjonert medium av 293-EBNA-celler transfektert med
PCEP4 som ikke inneholder cDNA som koder for utskilt
form-humant OBM.

®: kondisjonert medium av 293-EBNA-celler transfektert med
pCEPshOBM som inneholder cDNA som koder for utskilt form-
humant OBM.

Figur 23 viser resultatet fra SDS—-PAGE av et
fusjonsprotein bestdende av tioredoksin og humant OBM uttrykt
i Escherichia coli.

(Forklaring av symboler)

Felt 1: molekylvektmarkerer.

Felt 2: oppleselige proteinfraksjoner fra Escherichia coli
GI1724/pTrxFus.
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Felt 3: oppleselige proteinfraksjoner fra Escherichia coli

GI1724/pTrxhOBM.

Figur 24 viser OCIF-bindingsevnen for fusjons-
proteinet, bestdende av tioredoksin og humant OBM, til OCIF
nar mengden av den oppleselige proteinfraksjon fra
Escherichia coli inkludert det tilsatte fusjonsprotein ble
variert i eksempel 24(3).

(Forklaring av symboler)
O: opplegselige proteinfraksjoner fra Escherichia coli

GI724/pTrxFus.
®: oppleselige proteinfraksjoner fra Escherichia coli

GI724/pTrxshOBM.

Figur 25 viser OCIF-bindingsevnen av fusjonsproteinet for
tioredoksin og humant OBM i opplegselige proteinfraksjoner fra
Escherichia coli til OCIF i forskjellige konsentrasjoner i
eksempel 24(3).

(Forklaring av symboler)
O: oppleselige proteinfraksjoner fra Escherichia coli

GI724/pTrxFus.
®: oppleselige proteinfraksjoner fra Escherichia coli

GI724/pTrxshOBM.

Figur 26 viser resultatet fra kvantifisering av
humant OBM og humant sOBM ved hjelp av sandwich-ELISA-metoden
ved anvendelse av det kanin-antihuman-OBM/sOBM-polyklonale
antistoff ifwlge foreliggende oppfinnelse.

(Forklaring av symboler)
O: humant OBM.
@®: humant sOBM.

Figur 27 viser resultatet fra kvantifisering av
humant OBM og humant sOBM ved hjelp av sandwich—-ELISA-metoden
ved anvendelse av de antihuman-OBM/sOBM-monoklonale anti-
stoffer ifglge foreliggende oppfinnelse.

(Forklaring av symboler)
O: humant OBM.
@®: humant sOBM.

Figur 28 viser resultatet fra kvantifisering av
muse—0OBM og —-sOBM ved hjelp av sandwich-ELISA-metoden ved
anvendelse av de antihuman-OBM/sOBM-monoklonale antistoffer
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ifplge foreliggende oppfinnelse, som kryssreagerer muse—OBM
og —sOBM.

(Forklaring av symboler)

O: muse-OBM.

®: muse-sOBM.

Figur 29 viser aktiviteten av fusjonsproteinet
bestdende av tioredoksin og muse-OBM for & stimulere human
osteoklastlignende celledannelse.

Figur 30 viser anti-OBM/sOBM-antistoffets under-
trykkelse av benresorpsjonsaktiviteten stimulert av vitamin
Dj.

Figur 31 viser anti-OBM/sOBM-antistoffets under-
trykkelse av benresorpsjonsaktiviteten stimulert av prosta-
glandin E, (PGE,).

Figur 32 viser anti-OBM/sOBM-antistoffets under-
trykkelse av benresorpsjonsaktiviteten stimulert av para-
tyreoidhormon (PTH).

Figur 33 viser anti-OBM/sOBM-antistoffets under-
trykkelse av benresorpsijonsaktiviteten stimulert av inter-
leukin la (IL-1).

Beste midte for utesvelse av_oppfinnelsen

Eksempler
Foreliggende oppfinnelse vil beskrives i n=zrmere

detalj ved hjelp av eksempler som er gitt for & illustrere
oppfinnelsen, og som ikke begrenser oppfinnelsen pa noen

mate.

Eksempel 1
Fremstilling av proteinet ifglge foreliggende oppfinnelse

(1) Dyrkning i stor skala av ST2-celler
Museosteoblastisk stromacellelinje ST2 (RIKEN CELL
BANK, RCB0224) ble dyrket ved anvendelse av a—MEM inne-
holdende 10 % bovint fosterserum. ST2-celler dyrket til
konfluens i en 225 cm? T-kolbe for adherent cellekultur ble
behandlet med trypsin og hestet fra T-kolben. Etter vasking
ble cellene overfeort til fem 225 cm? T-kolber. Etter til-
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setning av 60 ml a-MEM inneholdende 1078 M aktiv form-
vitamin D3 (kalsitriol), 10”7 M dexametason og 10 % bovint
fosterserum ble cellene i hver kolbe dyrket i 7-10 dager i en
COj—inkubator. De dyrkede ST2-celler ble hestet ved anven-
delse av en celleskrape og lagret ved —-80 °C inntil bruk.

(2) Preparering av membranfraksjon og opplesning av
membranbundne proteiner

Til ST2-cellene (volum ca. 12 ml) beskrevet i
eksempel 1(1), dyrket ved anvendelse av atti 225 cm? T-
kolber, ble det tilsatt et tre ganger sd stort volum (36 ml)
10 mM Tris-HCl-buffer (pH 7,2) inneholdende proteaseinhibi-
torer (2 mM APMSFP, 2 mM EDTA, 2 mM o-fenantrolin, 1 mM
leupeptin, 1 pg/ml pepstatin A og 100 enheter/ml aprotinin).
Etter kraftig omrering i 30 sekunder ved anvendelse av en
voltex-mikser ble cellene hensatt i 10 minutter pad is.
Cellene ble homogenisert ved anvendelse av en homogenisator
(DOUNCE TISSUE GRINDER, A-sprgyte, WHEATON SCIENTIFIC Co.).
Det samme volum (48 ml) 10 mM Tris-HCl-buffer (pH 7,2) inne-
holdende de ovennevnte proteaseinhibitorer, 0,5 M sukrose,
0,1 M kaliumklorid, 10 mM magnesiumklorid og 2 mM kalsium-
klorid ble deretter tilsatt til de homogeniserte celler.
Etter omrgring ble blandingen sentrifugert ved 600 x g i
10 minutter ved 4 °C, for derved & separere kjerner og ikke-
homogeniserte celler som bunnfall. Supernatanten etter
sentrifugeringen ble sentrifugert ved 150 000 x g i 90 minut-
ter ved 4 °C for 3 oppna en membranfraksjon av ST2-cellene
som bunnfall. 8 ml 10 mM Tris-HCl-buffer (pH 7,2) inne-—
holdende de ovennevnte proteaseinhibitorer, 150 mM natrium-
klorid og 0,1 M sukrose ble tilsatt til denne membran-—
fraksjonen. Etter tilsetning av 200 pl 20 % CHAPS (3-{(3-
cholamidopropyl)dimetylammonium]—1-propansulfonat, Sigma Co.)
ble blandingen omrert i 2 timer ved 4 °C. Blandingen ble
deretter sentrifugert ved 150 000 x g i 60 minutter ved 4 °C

for & danne en supernatant som en opplegst membranfraksjon.
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Eksempel 2
Rensing av proteinet ifplge foreliggende oppfinnelse

(1) Preparering av OCIF-immobilisert affinitetskolonne

Etter erstatning av isopropanol i en HiTrap NHS-
aktivert kolonne (1 ml, produsert av Pharmacia Co.) med 1 mM
saltsyre ble 1 ml 0,2 M NaHCO3/0,5 M NaCl-lesning (pH 8,3)
inneholdende 13,0 mg rekombinant OCIF, fremstilt ved frem-
gangsmaten ifelge WO 96/26217, tilsatt til kolonnen ved
anvendelse av en spreyte (5 ml, produsert av Terumo Corp.)
for & bevirke koplingsreaksjon ved romtemperatur i 30 minut-
ter. Kolonnen ble tilfert 3 ml 0,5 M etanolamin/0,5 M NacCl
(pH 8,3) og 3 ml 0,1 M eddiksyre/0,5 M NaCl (pH 4,0) tre
ganger i rekkefglge for & inaktivere overskudd av aktive
grupper, og deretter ble lgsningen erstattet med 0,5 M
etanolamin/0,5 M NaCl (pH 8,3). Etter henstand ved romtempe-
ratur i 1 time ble kolonnen vasket to ganger med alternativt
0,5 M etanolamin/0,5 M NaCl (pH 8,3) og 0,1 M eddiksyre/0,5 M
NaCl (pH 4,0), og lgsningen ble deretter erstattet med 50 mM
Tris/1 M NaCl1/0,1 % CHAPS-buffer (pH 7,5).

(2) Rensing av proteinet ifslge foreliggende opp-—

finnelse ved anvendelse av OCIF-immobilisert
affinitetskolonne

Rensingen av OCIF-bindingsproteinet ble utfert ved
4 °C hvis ikke annet er angitt. Den ovennevnte OCIF-immobili-
serte affinitetskolonne ble ekvilibrert med 10 mM Tris-hydro-
kloridbuffer (pH 7,2), og proteaseinhibitorene beskrevet i
eksempel 1(2), 0,15 M natriumklorid og 0,5 % CHAPS ble til-
satt. Cirka 8 ml av den oppleste membranfraksjon beskrevet i
eksempel 1(2) ble applisert pd kolonnen ved en stremnings-
hastighet pa 0,01 ml/minutt. Kolonnen ble deretter vasket med
10 mM Tris-hydrokloridbuffer (pH 7,2), og de ovennevnte
proteaseinhibitorer, 0,15 M natriumklorid og 0,5 % CHAPS ble
tilsatt i 100 minutter ved en stremningshastighet pa
0,5 ml/minutt. Proteinene som var adsorbert p& kolonnen, ble
deretter eluert med 0,1 M glysin-hydrokloridbuffer (pH 3,3)
inneholdende proteaseinhibitorene, 0,2 M natriumklorid og
0,5 % CHAPS i 50 minutter ved en strgmningshastighet pa
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0,1 ml/minutt. P4 samme mate ble proteinene adsorbert til
kolonnen eluert med 0,1 M natriumsitratbuffer (pH 2,0) inne-
holdende proteaseinhibitorene, 0,2 M natriumklorid og 0,5 %
CHAPS i 50 minutter ved en stremningshastighet pa

0,1 ml/minutt. Eluatet ble deretter oppsamlet i 0,5 ml
fraksjoner. Hver fraksjon ble umiddelbart neytralisert ved
tilsetning av 2 M Tris-lesning. Fraksjonene fra elueringen
med disse buffere (hver fraksjon bestod av 1,0-5,0 ml eluat)
ble konsentrert til 50-100 pl ved anvendelse av Centricon-10
(produsert av Amicon, USA). OCIF ble tilsatt til en porsjon
av hver konsentrerte fraksjon og immunutfelt med anti-OCIF-
polyklonalt antistoff. De utfelte fraksjoner ble behandlet
med SDS og underkastet SDS-PAGE. Fraksjoner (fraksjonsnr. 3-
10) med proteinbdnd som viste spesifikk bindingsevne til
OCIF, ble betraktet som proteinfraksjonene ifslge fore-
liggende oppfinnelse.

(3) Rensing av proteinet ifelge foreliggende opp-

finnelse ved gelfiltrering ‘
Det konsentrerte OCIF-bindingsprotein (fraksjonene

oppnddd ved eluering med 0,1 M glysin-hydrokloridbuffer (pH
3,3) og 0,1 M natriumsitratbuffer (pH 2,0)), fremstilt i
eksempel 2(2), ble applisert pd en Superose 12 HR10/30-
kolonne (1,0 x 30 cm, produsert av Pharmacia Co.) som var
ekvilibrert med 10 mM Tris—HCl, 0,5 M NaCl, 0,5 % CHAPS (pH
7,0), og eluert med ekvilibreringsbufferen som en mobil fase
ved en stremningshastighet pad 0,5 ml/minutt, og fraksjoner a
0,5 ml ble oppsamlet. Fraksjonene inneholdende proteinet
ifelge oppfinnelsen (fraksjonsnr. 27-32) ble identifisert
etter den samme metode som beskrevet ovenfor. Hver av
fraksjonene ble konsentrert ved anvendelse av Centricon-10

(et produkt fra Amicon).

(4) Rensing ved reversfase-heyytelsesvaskekromatografi

Det ovennevnte OCIF-bindingsprotein, renset ved
gelfiltrering, ble applisert pa en Cg-kolonne (2,1 x 250 mm,
Vydac) som var ekvilibrert med 0,1 % trifluoreddiksyre (TFA)
og 30 % acetonitril. Proteinene bundet til kolonnen ble
eluert med line=zre gradienter av acetonitril fra 30 % til
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55 % i de forste 50 minutter, og fra 55 % til 80 % i lepet av
de neste 10 minutter, ved en stremningshastighet pa

0,2 ml/minutt. Topper av eluerte proteiner ble pdvist ved &
méale optisk densitet ved 215 nm. Proteiner i de forskjellige
topper ble analysert for & identifisere fraksjonene inne-
holdende proteinet ifeslge oppfinnelsen, og det ble oppnadd et
heyrenset protein ifslge oppfinnelsen.

Eksempel 3
SDS-PAGE av det rensede protein ifglge oppfinnelsen

Den oppleste membranfraksjon preparert fra ST2-
celler som var dyrket i nerver eller fraver av aktiv form-
vitamin D3, ble renset ved hjelp av den OCIF-immobiliserte
affinitetskolonne. De rensede preparater ble underkastet SDS-
PAGE. Som vist i figur 1(A), ble det kun pavist et hoved-
proteinbdnd med molekylvekt pd ca. 30 000-40 000 i det
rensede preparat fra ST2-celler som var dyrket i narvar av
aktiv form-vitamin D3, hvilket viser at proteinet som spesi-
fikt bindes til OCIF (det vil si proteinet ifglge fore-
liggende oppfinnelse) kan renses selektivt ved hjelp av den
OCIF-immobiliserte affinitetskolonne. Band med flere
proteiner (andre enn proteinet ifelge oppfinnelsen) som
uspesifikt bindes til bzrere eller spacere i den OCIF-
immobiliserte kolonne, ble pavist i begge de rensede prepa-
rater. Proteinene andre enn proteinene ifwlge foreliggende
oppfinnelse ble fjernet i overensstemmelse med den ovenfor
beskrevne metode ved gelfiltrering og Cs-reversfasekromato-
grafi. SDS-PAGE av det hgyrensede protein ifslge foreliggende
oppfinnelse er vist i figur 1(B). Det heyrensede protein
ifelge foreliggende oppfinnelse ble funnet & vare elektro-
foretisk homogent og hadde en molekylvekt pa ca. 30 000-
40 000.

Eksempel 4
Test for binding av OCIF til osteoblaster

(1) Preparering av 12571 _merket OCIF

OCIF ble merket med 22°I ved hjelp av jodogen-
metoden. Nazrmere bestemt ble 20 pl 2,5 mg/ml jodogen-kloro-
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formlesning overfert til et 1,5 ml Eppendorf-rer, og kloro-
form ble avdampet ved 40 °C for & oppnd et rer belagt med
jodogen. Reret ble vasket tre ganger med 400 pl 0,5 M
natriumfosfatbuffer (Na-Pi, pH 7,0). 5 pul 0,5 M Na-Pi

(pH 7,0) ble tilsatt til reret. Umiddelbart etter tilsetning
av 1,3 pl (18,5 MBq) Na-125I-1gsning (NEZ-033H20, produsert
av Amersham Co.) ble 10 pl 1 mg/ml rOCIF-lgsning (monomertype
eller dimertype) tilsatt til roret. Etter blanding med en
voltex-mikser ble blandingen hensatt ved romtemperatur i

30 sekunder. Lesningen ble overfert til et rer inneholdende
80 pl av en lesning av 10 mg/ml kaliumjodid i 0,5 M Na-Pi

(pH 7,0) og 5 ul av en fosfatbufret saltlesning inneholdende
5 % bovint serumalbumin, og omrort. Blandingen ble applisert
pa en spinnkolonne (1 ml, G-25, fin, produsert av Pharmacia
Co.) som var ekvilibrert med fosfatbufret saltlesning inne-
holdende 0,25 % bovint serumalbumin, og kolonnen ble sentri-
fugert i 5 minutter wved 2000 rpm. 400 pl fosfatbufret salt-
lgsning inneholdende 0,25 % bovint serumalbumin ble tilsatt
til fraksjonen eluert fra kolonnen, og blandingen ble omrert.
2 pl av aliquoten ble fjernet for & mdle radioaktivitet wved
anvendelse av en gammateller. Den radiokjemiske renhet av den
1251 merkede OCIF ble bestemt ved & mdle radioaktiviteten
utfelt med 10 % TCA. Den biologiske aktivitet av den 1257
merkede OCIF ble mdlt i overensstemmelse med metoden beskre-
vet i WO 96/26217. Konsentrasjonen av den !25I-merkede OCIF
ble malt ved hijelp av ELISA i1 overensstemmelse med den
falgende prosedyre.

(2) Maling av konsentrasjonen av 1257 _perket OCIF ved
hjelp av ELISA

100 pl 50 mM NaHCO3; (pH 9,6), hvori det anti-OCIF-
polyklonale kaninantistoff beskrevet i WO 96/26217 var opp-—

lgst til en konsentrasjon pa 2 pg/ml, ble tilsatt til hver
brenn pa en 96-brenners immunoplate ("MaxiSorp", et produkt
fra Nunc Co.). Platen ble hensatt over natten ved 4 °C. Etter
fjerning av leosningen ved avsuging ble 300 pl "Block Ace"
(Snow Brand Milk Products Co., Ltd.)/fosfatbufret saltlssning
(25/75) tilsatt til hver brenn. Platen ble deretter hensatt i
2 timer ved romtemperatur. Etter fjerning av legsningen ved
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avsuging ble brennene vasket tre ganger med fosfatbufret
saltlesning inneholdende 0,01 % Polysorbat 80 (P-PBS). 300 ul
“Block Ace"/fosfatbufret saltlesning (25/75), blandet med
1251 -merket OCIF eller standard OCIF-preparatet, ble tilsatt
til hver brenn. Platen ble deretter hensatt i 2 timer ved
romtemperatur. Etter fjerning av lesningen ved avsuging ble
hver brenn vasket seks ganger med 200 ul P-PBS.

100 pl "Block Ace" (Snow Brand Milk Products Co.,
Ltd.)/fosfatbufret saltlesning (25/75) inneholdende peroksi-
dasemerket kanin—anti-OCIF-polyklonalt antistoff ble tilsatt
til hver brenn. Platen ble hensatt i 2 timer ved romtempera-
tur. Etter fjerning av lesningen ved avsuging ble brgnnene
vasket seks ganger med 200 pl P-PBS. 100 pl TMB-lgsning (TMB-
lgselig reagens, hey sensitivitet, ScyTek Co.) ble deretter
tilsatt til hver brenn. Etter inkubasjon ved romtemperatur i
2-3 minutter ble 100 pl stoppelesning (Stopping Reagent,
ScyTek Co.) tilsatt £i1 hver brenn. Absorbansen i1 hver brenn
ble malt ved 490 nm ved anvendelse av en mikroplateleser.
Konsentrasjonen av 1251 _merket OCIF ble bestemt fra en kali-
breringskurve oppstilt ved anvendelse av standardpreparatet
av OCIF.

(3) Test for binding av OCIF til osteoblaster eller
miltceller

Museosteoblastisk stromacellelinje ST2 eller milt-
celler ble suspendert i a-MEM inneholdende 10 % bovint
fosterserum (FBS), enten med eller uten 1078 M aktiv form-
vitamin D3 (kalsitriol) og 10~7 M dexametason, til en
konsentrasjon p& henholdsvis 4 x 10% celler/ml (ST2-celler)
eller 2 x 10° celler/ml (miltceller). Hver cellesuspensjon
ble inokulert i en 24-brenners mikroplate. Cellene ble dyrket
i 4 dager i en COj—inkubator. Etter vask av cellene med o-
MEM ble 200 pl medium for bindingstesten (o—MEM supplert med
0,2 % bovint serumalbumin, 20 mM Hepes-buffer og 0,2 % NaN3)

125I—merkede

inneholdende 20 ng/ml av den ovenfor beskrevne
OCIF (monomerform eller dimerform) tilsatt til hver brenn.
For madling av uspesifikk binding ble 200 pl av mediet for
bindingstesten inneholdende 8 pg/ml rOCIF (400 gangers

konsentrasjon), i tillegg til 20 ng/ml 12571 _merket OCIF,
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tilsatt til brennene. Cellene ble dyrket i 1 time i en COy—
inkubator og vasket tre ganger med 1 ml av en fosfatbufret
saltlesning. Ved denne prosedyren ble miltceller vasket ved
sentrifugering av 24-brenners-platen i hvert vasketrinn fordi
miltcellene var ikke-adherente. Etter vask ble 500 pl 0,1 N
NaOH-lgsning tilsatt til hver brenn, og platen ble hensatt i
10 minutter ved romtemperatur for & opplese cellene. Mengden
RI i hver brenn ble malt ved hjelp av en gammateller.

1251 -merket OCIF ikke

bundet til de dyrkede miltceller, men de ble kun spesifikt

Som vist i figur 2, ble

bundet til de osteoblastiske stromaceller som ble dyrket i
nerver av aktiv form-vitamin D3. Resultatene indikerte at
proteinet ifelge foreliggende oppfinnelse er et membranbundet
protein, indusert av aktiv form-vitamin D3 og dexametason pé
osteoblastiske stromaceller.

Eksempel 5
Biologisk aktivitet av proteinet ifglge oppfinnelsen

(1) Osteoklastdannelse understettet av osteoblastiske

stromaceller

Osteoblastiske stromacellers evne til & danne
osteoklaster ble evaluert ved 4 male vinsyreresistent, sur
fosfataseaktivitet (TRAP-aktivitet) av de dannede osteoklas-
ter. Narmere bestemt ble miltceller (2 x 10° celler/100 pl/
brenn) fra en ddy—mus (8-12 uker gammel) og museosteoblast-—
iske stromaceller ST2 (5 x 103 celler/100 pl/brenn) suspen—
dert i a-MEM som var tilsatt 10”8 M aktiv form-vitamin Dj,
10°7 M dexametason og 10 % bovint fosterserum. Cellene ble
inokulert p& 96-brenners plater og dyrket i 1 uke i en CO,-
inkubator. Etter vask av hver brenn med fosfatbufret salt-—
legsning ble 100 pl etanol/aceton (1:1) tilsatt til hver
brenn, og cellene ble immobilisert ved romtemperatur i
1 minutt. Etter immobilisering ble 100 pl 50 mM sitratbuffer
(pH 4,5) inneholdende 5,5 mM p—nitrofenolfosfat og 10 mM
natriumtartrat tilsatt til hver brenn. Etter reaksjon i
15 minutter ved romtemperatur ble 0,1 N NaOH-lgsning tilsatt
til hver brenn, og absorbansen ved 405 nm ble malt ved anven-
delse av en mikroplateleser. Resultatene fra osteoklast-
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dannelse av ST2-celler med et passasjeantall pad ca. 10 eller
40 etter at cellene var innkjept fra RIKEN CELL BANK, er vist
i figur 3. Resultatene indikerer at ST2-cellene med et heyere
passasjetall oppviser mer potent evne til a understotte
osteoklastdannelse.

(2) Tidsmessig endring av ekspresjon av proteinet

ifelge oppfinnelsen pd membraner fra osteoblastiske
stromaceller i et kultursystem som inkluderer aktiv
form—-vitamin D3_og dexametason, og tidsmessig

endring for osteoklastdannelse i samkultursystemet
P34 samme mate som i eksempel 4(3) ble osteoblast-

iske stromaceller ST2 dyrket i 7 dager i nzrvaer av aktiv
form-vitamin D3 og dexametason. OCIF-bindingstesten ble

utfert ved anvendelse av 12571

-merket OCIF (monomertype), som
beskrevet i eksperimentet i eksempel 4(1). Uspesifikk binding
ble malt ved & konkurrere 123I-0CIF-binding til ST2-celler
med en 400 gangers konsentrasjon av umerket OCIF. Som et
resultat ble det bekreftet at graden av spesifikk binding av
1251 _merket OCIF sker i overensstemmelse med skningen av
dyrkningsperioden i nerver av aktiv form-vitamin D3 og
dexametason. Nzrmere bestemt, som vist i figurene 4 og 5, ble
proteinet ifelge oppfinnelsen uttrykt pa overflaten av ST2-
celler ved hjelp av aktiv form-vitamin D3 i overensstemmelse
med ekningen i dyrkningsperioden, og ekspresjonen nadde et
maksimum pd den fjerde dyrkningsdagen. P& den annen side
dannes osteoklastlignende celler ved dyrkning av musemilt-
celler og ST2-celler sammen i narver av aktiv form-vitamin
D3. TRAP(et markerenzym for osteoklaster)—-positive, mono-
nukle®zre osteoklastlignende celler dannes pa den tredje eller
fjerde dyrkningsdagen. Mer differensierte og modne TRAP-
positive, multinukleazre celler dannes pa den femte til sjette
dyrkningsdagen. En god korrelasjon mellom tidsforlgpet av
ekspresjon av proteinet ifelge oppfinnelsen og osteoklast-
dannelsen ble sdledes demonstrert.
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(3) Inhibering av osteoklastdannelse ved OCIF-

behandling i forskjellige perioder under sam—
kulturen

For & vise at proteinet ifglge oppfinnelsen er en
faktor involvert i osteoklastdannelse ble cellene behandlet
med 100 mg/ml OCIF i forskjellige dyrkningsperioder under 6-
dagers—samdyrkningsperioden beskrevet i det ovennevnte
eksempel 5(2) (to pafwlgende dager i 6-dagers—-perioden, unn-
tatt den femte dag, der en endagsperiode ble anvendt). Som
resultat, som vist i figur 6, ble OCIF-behandling 48-96 timer
etter innledningen av kulturen, hvor ekspresjon av proteinet
ifelge oppfinnelsen p& ST2-celler er maksimal, funnet & vare
mest effektiv for inhibering av dannelse av osteoklaster.
Nermere bestemt ble det bekreftet at OCIF kontrollerer osteo-—
klastdannelse ved a bindes til ST2-celler via proteinet
ifelge foreliggende oppfinnelse.

Basert pd resultatene fra de ovenfor angitte eks-
perimenter ble det bekreftet at proteinet ifelge oppfinnelsen
induseres pa cellemembranen til osteoblastiske stromaceller
ved hjelp av aktiv form-vitamin D3 og dexametason, og at det
oppviser en biologisk aktivitet for & understotte eller
akselerere differensiering eller modning av osteoklaster.

Eksempel 6

Kryssbindingstest for 12°1

-merket OCIF og proteinet ifglge

foreliggende oppfinnelse

For 4 identifisere proteinet ifslge oppfinnelsen
mer negyaktig ble proteinet kryssbundet med 1251 merket OCIF.
Museosteoblastisk stromacellelinije ST2 ble dyrket i 4 dager i
nerver eller fraver av aktiv form-vitamin D3 og dexametason
pa samme mate som beskrevet i eksempel 4(3). Etter vask av
cellene med 1 ml fosfatbufret saltlesning ble det tilsatt
200 pl medium for bindingstest (a-MEM som var tilsatt 0,2 %
bovint serumalbumin, 20 mM Hepes-buffer, 0,2 % NaN3 og
100 pg/ml heparin) inneholdende 25 ng/ml 12571 -merket OCIF
(monomertype) eller 40 ng/ml 12571 merket OCIF-CDD1l, som var
oppnédd ved ekspresjon av proteinet med sekvens—-ID nr. 76
(WO 96/26217) i dyreceller. Det ovennevnte dyrkningsmedium
for bindingstesten ble ytterligere supplert med en
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400 gangers konsentrasjon av OCIF og ble tilsatt til de andre
brennene for & bestemme uspesifikk binding. Etter dyrkning i
1 time i1 en COj;-inkubator ble hver brenn vasket tre ganger
med 1 ml fosfatbufret saltlesning inneholdende 100 pg/ml
heparin. 500 ul fosfatbufret saltlesning inneholdende

100 pg/ml kryssbindingsmiddel, DSS (disuksinimidylsuberat,
Pierce Co.) ble tilsatt til hver brenn, og platen ble opp-
bevart i 10 minutter ved 0 °C. Brennene ble vasket to ganger
med 1 ml fosfatbufret saltlesning ved 0 °C. 100 pl 20 mM
Hepes-buffer inneholdende 1 % Triton X-100, 10 uM pepstatin,
10 uM leupeptin, 2 mM PMSF (fenylmetylsulfonylfluorid), 10 uM
antipain og 2 mM EDTA ble deretter tilsatt til hver brenn.
Platen ble hensatt i 30 minutter ved romtemperatur for a
opplese cellene. 15 pul av disse prover ble behandlet med SDS
under ikke-reduserende betingelser i overensstemmelse med
konvensjonelle metoder og underkastet SDS-polyakrylamidgel-
elektroforese (4-20 % polyakrylamidgradient, produsert av
Daiichi Chemical Co., Ltd.). Etter elektroforese ble gelene
torket og eksponert med BioMax MS-film (produsert av Kodak) i
24 timer ved -80 °C ved anvendelse av BioMax MS—-forsterk-—
ningsskjermer (produsert av Kodak). Etter eksponering ble
filmen fremkalt pa konvensjonell mate. Et band av kryss-
bindingsprodukt med en molekylvekt pd 90 000-110 000 ble
pavist né&r den 1251 _merkede OCIF (monomertype, 60 kDa) ble
anvendt. N&r den '?°I-merkede OCIF-CDD1 (31 kDa) ble
anvendt, ble det pavist et band av kryssbindingsprodukt pa
ca. 70-80 kDa (gjennomsnitt 78 kDa), som vist i fiqur 7.

Eksempel 7
Analvse av proteinet ifglge oppfinnelsen uttrykt pd ST-celler

ved hijelp av Scatchard Plot
1257

Den ovennevnte -merkede OCIF (monomertype) ble
tilsatt til kulturmediet for bindingstesten (o.—MEM inne-
holdende 0,2 % bovint serumalbumin, 20 mM Hepes-buffer og
0,2 % NaN3) til en konsentrasjon p& 1000 pM, og kulturmediet
ble seriefortynnet i et forhold pd 1/2 med kulturmediet som
ikke inneholdt '25I-merket OCIF. Lesninger for maling av
uspesifikk binding ble preparert ved & ytterligere tilsette

en 400 gangers konsentrasjon av monomerform—-OCIF til disse
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lesninger. 200 ul av de preparerte lgsninger ble tilsatt til
de ovennevnte brenner med ST2-celler dyrket i 4 dager
(passasjeantall ca. 10) i narvar av 1078 M aktiv form-
vitamin D3 (kalsitriol) og 10”7 M dexametason for & bestemme
binding av 1257 _merket OCIF ved den samme metode som beskre-
vet i eksempel 4(3). Resultatene ble underkastet Scatchard
Plot-analyse for & bestemme dissosiasjonskonstanten for OCIF
og OCIF-bindingsprotein og antall (seter) OCIF-bindings-
protein pr. ST2-celle. Som resultat ble dissosiasjonskonstan-—
ten for OCIF og proteinet ifaelge foreliggende oppfinnelse
funnet & vare 280 pM, og antall seter for OCIF-bindings-
protein pr. ST2-celle var ca. 33 000/celle. Basert pa resul-
tatene i eksempel 5(1) at osteoklastdannelse understottet av
ST2-cellene med passasjeantall pa ca. 40 var mer omfattende
enn med passasjeantall pa ca. 10, ble antallet (seter)
bestemt for proteinet ifglge oppfinnelsen uttrykt pa ST2-
cellen med et passasjeantall pa ca. 40. Antallet (seter) var
58 000/celle og var klart sterre enn ST2-cellene med
passasjeantall pd ca. 10, hvilket indikerer at mengden
protein ifglge oppfinnelsen uttrykt pa ST2-celler er for-
bundet med deres potens for & underststte osteoklastdannelse.
Resultatene viste at proteinet ifelge foreliggende opp-
finnelse er en faktor som understgtter eller induserer
differensiering eller modning av osteoklaster.

Eksempel 8
Kloning av OBM-cDNA

(1) Ekstraksjon av RNA fra muse-ST2-celler
Museosteoblastisk stromacellelinje ST2 (RIKEN CELL
BANK, RCB0224) ble dyrket i o-MEM (Gibco BRL Co.) innehold-
ende 10 % bovint fosterserum. ST2-celler dyrket til konfluens
2 7_kolbe for adherente celler ble behandlet med
trypsin for & innheste cellene fra T-kolben. Cellene ble
vasket og overfert til fem 225 cm? T-kolber. 60 ml o-MEM
inneholdende 10°% M aktiv form-vitamin D3 (kalsitriol, Wako
Pure Chemicals Co., Ltd.), 10’ M dexametason og 10 % bovint
fosterserum ble tilsatt til hver kolbe, og cellene ble dyrket
i 5 dager 1 en COs;—inkubator. Totalt RNA blé ekstrahert fra

i en 225 cm
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de dyrkede ST2-celler ved anvendelse av ISOGEN (Wako Pure
Chemicals Co., Ltd.). Poly—A+RNA ble preparert fra ca.

600 pg av det totale RNA ved anvendelse av en oligo(dT)-
cellulosekolonne (5'-3' Prime Co.). Det ble oppnadd ca. 8 ug
polyA*RNA.

(2) Konstruksjon av ekspresjonsbibliotek

Dobbelttradet cDNA ble syntetisert .fra 2 pug poly-
AYRNA, fremstilt i eksempel 8(1), ved anvendelse av et
"Great Lengths"-cDNA-syntesesett (Clontech Co.) i overens-—
stemmelse med instruksjonene i bruksanvisningen. Nazrmere be-
stemt ble 2 pg polyA*RNA og oligo(dT); 5 (dN)-primer bléndet,
og destillert vann ble tilsatt til blandingen for & justere
sluttvolumet til 6,25 pl. Etter inkubasjon i ca. 3 minutter
ved 70 °C ble blandingen avkjelt pd is i 2 minutter. Til
blandingen ble det tilsatt 2,2 ul destillert vann, 2,5 ul
5 x “first-strand"-buffer, 0,25 pl 100 mM DTT (ditiotreitol),
0,5 pl PRIME RNase-inhibitor (1 U/ml) (5'-3' Prime Co.),
0,5 pl [a—32pjdeTP (Amersham Co., 3000 Ci/mmol), fortynnet

fem ganger med destillert vann for & danne en konsentrasjon

" pa 2 puci/ul, 0,65 pl ANTP (20 mM av hver) og 1,25 pl (250 en-

heter) MMLV(RNaseH™ )-reverstranskriptase. Blandingen ble
inkubert i 90 minutter ved 42 °C, etterfulgt av ytterligere
tilsetning av 62,25 pl destillert vann, 20 pul 5 x "second-
strand"-buffer, 0,75 ul 4ANTP (20 mM av hver) og 5 ul “"second-
strand"-enzymblanding. Den resulterende blanding ble opp-
bevart ved 16 °C i 2 timer. 7,5 enheter T4DNA-polymerase ble
deretter tilsatt til reaksjonsblandingen. Etter inkubasjon
ved 16 °C i 30 minutter ble reaksjonen stanset ved tilsetning
av 5 ul 0,2 M EDTA. Etter behandling med fenol-kloroform ble
produktet utfelt med etanol. En EcoRI-SalI-NotI-linker (Clon-
tech Co.) ble festet til endene av det resulterende dobbelt-
tréddete cDNA. Endene ble deretter fosforylert, og produktet
ble applisert pd en sterrelsesfraksjoneringskolonne for &
isolere cDNA med en lengde pd mer enn 500 bp. DNA ble utfelt
med etanol, opplest i vann og ligert til pcDL-SR a296 (Mole-
cular and Cellular Biology, vol. 8, s. 466—-472, 1988), som
var blitt spaltet med restriksjonsenzymet EcoRI (Takara Shuzo
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Co.), og behandlet med CIAP (kalvetarm-alkalisk fosfatase,
Takara Shuzo Co.).

(3) Screening av ekspresjonsbibliotek ved hjelp av
binding til OCIF
En Escherichia coli-stamme, XL2 Blue MRF' (Toyobo

Co., Ltd.), ble transformert ved anvendelse av DNA produsert
i eksempel 8(2), og dyrket pa L-karbenicillin-agar (1 %
trypton, 0,5 % gj=®rekstrakt, 1 % NaCl, 60 pg/ml karbeni-
cillin, 1,5 % agar) preparert pad en 24-brenners plastplate
for & produsere ca. 100 kolonier pr. brenn. Transformanter i
hver bregnn ble suspendert i 3 ml "Terrific Broth"-ampicillin-
kulturmedium (1,2 % trypton, 2,4 % gjerekstrakt, 0,4 % glyse-—
rol, 0,017 M KHPO4, 0,072 M K,HPO,;, 100 pg/ml ampicillin)
og dyrket ved 37 °C over natten under omrsring. Cellene ble
oppsamlet ved sentrifugering for a preparere plasmid-DNA ved
anvendelse av et QIAwell-sett (QIAGEN Co.). DNA-konsentra-
sjonen ble bestemt ved 4 madle absorbans ved 260 nm. DNA ble
konsentrert ved utfelling med etanol og opplest i destillert
vann til en konsentrasjon pa 200 ng/ul. 500 DNA-porsjoner,
som ble oppnddd fra ca. 100 kolonier, ble preparert og ble
anvendt for transfeksjon i COS-7-celler (RIKEN CELL BANK,
RCB0539). COS-7-celler ble tilsatt til DMEM inneholdende 10 %
bovint fosterserum i hver brenn pd 24-brenners plater ved en
celletetthet p4d 8 x 10% celler/brenn og dyrket over natten
ved 37 °C 1 en COj—inkubator. Neste dag ble kulturmediet
fjernet, og cellene ble vasket med serumfritt DMEM-kultur-—
medium. Det ovenfor beskrevne plasmid-DNA, som tidligere var
fortynnet med et OPTI-MEM-kulturmedium (Gibco BRL Co.) og
blandet med lipofectamin (et transfeksjonsreagens, produsert
av Gibco BRL Co.) i1 overensstemmelse med protokollen, ble
supplert med lipofectamin. Etter 15 minutter ble blandingen
tilsatt til cellene i hver brenn. Mengde anvendt lipofectamin
og DNA var henholdsvis 1 ug og 4 ul pr. brenn. Etter 5 timer
ble kulturmediet fjernet, og 1 ml DMEM-kulturmedium (Gibco
BRL Co.) inneholdende 10 % bovint fosterserum ble tilsatt til
hver brenn. Platene ble inkubert i 2-3 dager ved 37 °C i en
COy—-inkubator (5 % CO3). COS-7-cellene som ble transfektert
og dyrket i 2-3 dager pa denne maten, ble vasket med et
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serumfritt DMEM-kulturmedium. 200 pl av et kulturmedium for
bindingsanalysen (serumfritt DMEM-kulturmedium inneholdende
0,2 % kalveserumalbumin, 20 mM Hepes-buffer, 0,1 mg/ml hepa-
rin og 0,02 % NaNj3) tilsatt 20 ng/ml 1251 _merket OCIF ble
deretter tilsatt til hver brenn. Etter dyrkning i 1 time ved
37 °C i en COp—-inkubator (5 % CO,) ble cellene vasket to
ganger med 500 pl ‘fosfatbufret saltlesning inneholdende

0,1 mg/ml heparin. Etter vask ble 500 pl 0,1 N NaOH-lesning
tilsatt til hver brenn. Platene ble hensatt i1 10 minutter ved
romtemperatur for & lyse cellene. Mengden 1251 i hver brenn
ble madlt ved anvendelse av en gammateller (Packard Co.). En
DNA-porsjon inneholdende cDNA som koder for proteinet som
spesifikt bindes til OCIF, ble funnet ved & screene totalt
500 porsjoner. DNA-porsjonen inneholdende c¢cDNA ble deretter
delt, og de ovenfor beskrevne transfeksjons— og screenings-
operasjoner ble gjentatt for & isolere cDNA som koder for
proteinet som bindes til OCIF. Plasmidet inneholdende dette
cDNA ble betegnet pOBM291. Escherichia coli inneholdende
dette plasmid ble deponert hos the National Institute of
Bioscience and Human Technology, Agency of Industrial Science
and Technology, Biotechnology Laboratory som pOBM291 23. mai
1997 under deponeringsnummer FERM BP-5953.

Metodene for merking av OCIF med 1251 og kvanti-
tativ analyse av den 12?%I-merkede OCIF ved hjelp av ELISA er
vist nedenfor. Merking av OCIF med 12571 ble utfert i over-
ensstemmelse med jodogenmetoden. 20 ul av en 25 mg/ml jodo-
gen-kloroformlesning ble tilsatt til et 1,5 ml Eppendorf-rer,
og kloroform ble fordampet ved oppvarming ved 40 °C for &
preparere et jodogenbelagt rer. Reret ble vasket tre ganger
med 400 pl 0,5 M natriumfosfatbuffer (Na-Pi, pH 7,0), og 5 pl
0,5 M Na-Pi (pH 7,0) ble tilsatt. Umiddelbart deretter ble
1,3 pl (18,5 MBg) Na-'2%I-lgsning (NEZ-033H20, Amersham
Co.), 10 pl av en 1 mg/ml rOCIF-lgsning (monomertype eller
dimertype) tilsatt til reret. Etter blanding av innholdet med
en voltex-mikser ble roret hensatt ved romtemperatur i
30 sekunder. Lgsningen i resret ble overfeort til et rer som
tidligere var tilsatt 80 pl 10 mg/ml kaliumjodid, 0,5 M Na-Pi
(pH 7,0) og 5 ul fosfatbufret saltlesning inneholdende 5 %
bovint serumalbumin (BSA-PBS). Etter omrering ble blandingen
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applisert pa en spinnkolonne (1 ml, G-25, fin, produsert av
Pharmacia Co.) ekvilibrert med BSA-PBS, og kolonnen ble
sentrifugért i 5 minutter ved 2000 rpm. 400 ul BSA-PBS ble
tilsatt til fraksjonen eluert fra kolonnen. Etter omrgring
ble 2 pl av en aliquot av denne lesningen uttatt for & male
radioaktiviteten med en gammateller. Den radickjemiske renhet

av den sdledes preparerte 1251

-merkede OCIF-lesning ble
bestemt ved médling av radioaktiviteten utfelt ved hjelp av

10 % TCA. Den biologiske aktivitet av den !25I-merkede OCIF
ble mdlt i overensstemmelse med metoden ifslge WO 96/26217.
Konsentrasjonen av den 1251 _merkede OCIF ble bestemt ved
hjelp av ELISA som fglger. Nzrmere bestemt ble 100 pl 50 mM
NaHCO3 (pH 9,6), hvori det anti-OCIF-kanin-polyklonale anti-
stoff beskrevet i WO 96/26217 var opplest til en konsentra-
sjon pa 2 pug/ml, tilsatt til hver brenn pa en 96-brenners
immunoplate ("MaxiSorp", et produkt fra Nunc Co.). Platen ble
hensatt over natten ved 4 °C. Etter fjerning av lesningen ved
avsuging ble 300 ul "Block Ace" (Snow Brand Milk Products
Co., Ltd.)/fosfatbufret saltlesning (25/75) (B-PBS) tilsatt
til hver brenn. Platen ble deretter hensatt i 2 timer ved
romtemperatur. Etter fjerning av lesningen ved avsuging ble
brennene vasket tre ganger med fosfatbufret saltlesning
inneholdende 0,01 $ Polysorbat 80 (P-PBS). 100 ul PBS inne-
holdende '25I-merket OCIF eller standard OCIF ble deretter
tilsatt til hver brenn. Platen ble deretter hensatt i 2 timer
ved romtemperatur. Etter fjerning av lesningen ved avsuging
ble hver brenn vasket seks ganger med 200 pul P-PBS. 100 pl
peroksidasemerket kanin-anti-OCIF-polyklonalt antistoff, for-
tynnet med B-PBS, ble tilsatt til hver brenn. Platen ble hen-
satt 1 2 timer ved romtemperatur. Etter fjerning av lesningen
ved avsuging ble bregnnene vasket seks ganger med 200 pl P-
PBS. 100 pl TMB—-lgsning (TMB-lgselig reagens, hey sensitivi-
tet, ScyTek Co.) ble tilsatt til hver brenn. Etter inkubasjon
ble platen hensatt ved romtemperatur i 2-3 minutter, og

100 pl stoppelegsning (Stopping Reagent, ScyTek Co.) tilsatt
til hver brenn. Absorbans ved 450 nm i hver brenn ble malt
ved anvendelse av en mikroplateleser. Konsentrasjonen av
1257 _merket OCIF ble bestemt basert pad en kalibreringskurve
tegnet ved anvendelse av standardpreparatet av OCIF.
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(4) Bestemmelse av nukleotidsekvensen av _cDNA som koder

for hele aminosyresekvensen av_OBM
Nukleotidsekvensen av OBM-cDNA fremstilt i eksempel

8(3) ble bestemt ved anvendelse av et "Taq Dye Deoxy Termi-
nator Cycle Sequencing kit" (et produkt fra Perkin Elmer
Co.). Nazrmere bestemt ble nukleotidsekvensen av det innfeyde
fragment direkte bestemt ved anvendelse av pOBM291 som
templat. Fragmenter med en lengde pad ca. 1,0 kb og 0,7 kb,
som ble oppnadd ved spalting av pOBM291 med restriksjons-
enzymet EcoRI, ble innfgyd i EcoRI-setet av plasmid pUC19
(Takara Shuzo Co.). Nukleotidsekvensen av disse fragmenter
ble ogsad bestemt. De fslgende primere ble anvendt: primer
SRR2, som ble anvendt for & bestemme nukleotidsekvensen av
DNA-fragmenter innfeyd i pcDL-SR o296, M13-primer M3 og M13-
primer RV (begge produsert av Takara Shuzo Co.), som ble
anvendt for & bestemme nukleotidsekvensene av DNA-fragmenter
innfeyd i plasmid pUC1l9, og syntetisert primer OBM nr. 8,
utformet basert pd nukleotidsekvensen av OBM-cDNA. Sekvensene
av disse primere er vist som sekvens-ID nr. 3 til 6 i
sekvenstabellen.

Nukleotidsekvensen av OBM-cDNA er dessuten vist som
sekvens—-1D nr. 2, og ahinosyresekvensen utledet fra denne er
vist som sekvens-ID nr. 1.

Eksempel 9

Ekspresjon av proteinet som kodes for av cDNA ifglge fore-—
liggende oppfinnelse

Plasmid pOBM291 ble transfektert inn i COS-7-celler
i hver brenn pa en 6-brenners plate ved anvendelse av lipo-

fectamin, og de transfekterte COS-7-celler ble dyrket i

2 dager i DMEM inneholdende 10 % bovint fosterserum. Mediet
ble erstattet med et cystein-metioninfritt DMEM (Dainippon
Seiyaku Co., Ltd.) (800 pl/brenn) inneholdende 5 % dialysert
bovint fosterserum. Cellene ble dyrket i 15 minutter, etter-
fulgt av tilsetning av 14 pl Express Protein Labeling Mix

(10 mCi/ml, produsert av NEN Co.). Etter dyrkning i 4 timer
ble 200 pl DMEM inneholdende 10 % bovint fosterserum tilsatt.
Etter dyrkning i 1 time ble celléne vasket to ganger med PBS.
0,5 ml av en TSA-buffer (10 mM Tris-HCl (pH 8,0) inneholdende
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0,14 M NaCl, 0,025 NaN3) inneholdende 1 $ Triton X-100, 1 %
bovint hemoglobin, 10 pg/ml leupeptin, 0,2 TIU/ml aprotinin,
1 mM PMSF ble deretter tilsatt, og blandingen ble hensatt i

1 time pa is. Cellene ble nedbrutt ved pipettering og sentri-
fugert ved 3000 x g i 10 minutter ved 4 °C for & oppnad en
supernatant. 200 pl fortynningsbuffer (TSA-buffer innehol-
dende 0,1 % Triton X-100, 0,1 % bovint hemoglobin, 10 pg/ml
leupeptin, 0,2 TIU/ml aprotinin, 1 mM PMSF) ble tilsatt til
100 pul av denne supernatanten. Blandingen ble omrert i 1 time
ved 4 °C med protein A-Sepharose (50 pl). Den resulterende
blanding ble sentrifugert ved 1500 x g 1 1 minutt ved 4 °C
for & innsamle supernatant, og derved ble fraksjoner som er
uspesifikt adsorbert til protein A-Sepharose fjernet. OCIF

(1 pg) ble tilsatt til denne supernatanten, og blandingen ble
omrgrt ved 4 °C i 1 time for & oppnad binding av OCIF til OBM.
Anti-OCIF-polyklonalt antistoff (50 pg) ble tilsatt, og
blandingen ble omrert i 1 time ved 4 °C. Protein A-Sepharose
(10 pl) ble deretter tilsatt, og blandingen ble omrert i
ytterligere 1 time ved 4 °C, etterfulgt av sentrifugering ved
1500 x g i 1 minutt ved 4 °C for & oppsamle bunnfall. Bunn-
fallet ble vasket to ganger med fortynningsbuffer, to ganger
med en bovin, hemoglobinfri fortynningsbuffer, én gang med
TSA-buffer og én gang med 50 mM Tris-HCl (pH 6,5). Etter vask
ble SDS-buffer (0,125 M Tris-HCl, 4 % natriumdodecylsulfat,
20 % glyserol, 0,002 % bromfenolblatt, pH 6,8) inneholdende
10 % P-merkaptoetanol tilsatt til bunnfallet. Blandingen ble
oppvarmet i 5 minutter ved 100 °C og underkastet SDS—-PAGE
(12,5 % polyakrylamidgel, Daiichi Chemical Co., Ltd.). Gelen
ble fiksert i overensstemmelse med en konvensjonell metode.
Isotopsignaler ble amplifisert ved anvendelse av "Amplify"
(Amersham Co.), og preoven ble eksponert med Bio Max MR-film
(Kodak Co.) ved -80 °C. Resultatene er vist i figqur 8, som
indikerer at proteinet kodet for av cDNA ifslge foreliggende
oppfinnelse har en molekylvekt pd ca. 40 000.
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Eksempel 10
Binding av proteinet kodet for av cDNA ifgslge oppfinnelsen
til OCIF

Plasmid pOBM291 ble transfektert i COS-celler i
brennene pa en 24-brenners plate ved anvendelse av lipo-
fectamin. Etter dyrkning i 2-3 dager ble cellene vasket med
serumfritt DMEM-kulturmedium. 200 pl kulturmedium for
bindingsanalysen (serumfritt DMEM-kulturmedium inneholdende
0,2 % kalveserumalbumin, 20 mM Hepes-buffer, 0,1 mg/ml
heparin og 0,2 % NaN3) supplert med 20 ng/ml 1251 merket
OCIF ble tilsatt til brennene. Til de andre brennene ble det
tilsatt 200 pl kulturmedium for bindingsanalysen som var
blitt tilsatt 8 pg/ml umerket OCIF, i tillegg til 20 ng/ml
1251 _merket OCIF. Etter dyrkning i 1 time ved 37 °C i en
COp—-inkubator (5 % COj) ble cellene vasket to ganger med
500 pl fosfatbufret saltlesning inneholdende 0,1 mg/ml
heparin. 500 pl 0,1 N NaOH-lgsning ble deretter tilsatt til
hver brenn, og platen ble hensatt i 10 minutter ved rom-
temperatur for a opplese cellene. Mengden 1251 i hver brenn
ble malt med en gammateller. Som et resultat, som vist i
figur 9, ble det funnet at den 1251 —merkede OCIF kun ble
bundet til cellene hvori plasmid pOBM291 var transfektert.
Det ble dessuten bekreftet at bindingen ble pafallende
inhibert ved tilsetning av (umerket) OCIF i en 400 gangers
konsentrasjon. Disse resultater har vist at proteinet OBM,
kodet for av cDNA pé& plasmid pOBM291, spesifikt bindes til
OCIF pa overflaten av de transfekterte COS-7-celler.

Eksempel 11
Kryssbinding av

cDNA ifglge foreliggende oppfinnelse
Kryssbinding av 1257

1257 _merket OCIF og proteinet kodet for av

-merket monomertype-OCIF og
proteinet kodet for av cDNA ifelge foreliggende oppfinnelse
ble utfert for & undersoke egenskapene hos proteinet kodet
for av cDNA ifslge oppfinnelsen i narmere detalj. Etter
transfeksjon av plasmid pOBM291 i COS-7-celler i overens-—
stemmelse med metoden anvendt i eksempel 8(3) ble 200 ul av
kulturmediet for bindingsanalyse, som beskrevet ovenfor,
inneholdende 125I-merket OCIF (25 ng/ml) tilsatt til
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brennene. Kulturmediet for bindingsanalysen som var tilsatt
umerket OCIF i en 400 gangers konsentrasjon i tillegg til
1257 _perket OCIF, ble tilsatt til de andre brennene. Etter
dyrkning i 1 time ved 37 °C i en COz-inkubator (5 % CO,) ble
cellene vasket to ganger med 500 pl fosfatbufret saltlgsning
inneholdende 0,1 mg/ml heparin. 500 pl fosfatbufret salt-
losning inneholdende 100 pug/ml kryssbindingsmiddel, DSS
(disuksinimidylsuberat, produsert av Pierce Co.), ble tilsatt
til brennene, etterfulgt av reaksjon i 10 minutter ved 0 °C.
Cellene i disse brennene ble vasket to ganger med 1 ml kald,
fosfatbufret saltlesning (0 °C). Etter tilsetning av 100 ul
20 mM Hepes-buffer inneholdende 1 % Triton X-100 (Wako Pure
Chemicals Co., Ltd.), 2 mM PMSF (fenylmetylsulfonylfluorid,
Sigma Co.), 10 uM pepstatin (Wako Pure Chemicals Co., Ltd.),
10 uyM leupeptin (Wako Pure Chemicals Co., Ltd.), 10 uM anti-
pain (Wako Pure Chemicals Co., Ltd.) og 2 mM EDTA (Wako Pure
Chemicals Co., Ltd.) ble brennene hensatt i 30 minutter ved
romtemperatur for & opplese cellene. 15 pl aliquoter av disse
prever ble oppvarmet i narvar av SDS under reduserende be-
tingelser i overensstemmelse med en konvensjonell metode og
underkastet SDS—elektroforese ved anvendelse av 4-20 % poly-
akrylamidgradientgel (Daiichi Pure Chemical Co., Ltd.). Etter
elektroforesen ble gelen teorket og eksponert i 24 timer ved
-80 °C med en BioMax MS—-film (Kodak Co.) ved anvendelse av en
BioMax MS-forsterkningsskjerm (Kodak Co.). Den eksponerte
film ble fremkalt pa vanlig mate. Som resultat ble det pavist
et band med en molekylvekt i et omrdde fra 90 000 til

110 000, vist i figur 10, ved & kryssbinde den 1251 merkede
monomertype—~OCIF og proteinet kodet for av cDNA ifglge opp-
finnelsen.

Eksempel 12
Northern blottinganalyse

ST2—celler dyrket til konfluens i en 25 cm? T-
kolbe for festede cellekulturer ble behandlet med trypsin og
fjernet fra T-kolben. Etter vask ble cellene innfert i en

225 cm? T-kolbe og dyrket i1 4 dager i en COs—inkubator med
60 ml av et a-MEM-kulturmedium inneholdende 10~8 M aktiv
form-vitamin D3, 10”7 M dexametason og 10 % bovint foster-
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serum. Totalt RNA ble ekstrahert fra de dyrkede ST2-celler
ved anvendelse av ISOGEN (Wako Pure Chemicals Co., Ltd.). Det
totale RNA ble ogsd ekstrahert pd samme mdte fra ST2-celler
som var dyrket i fraver av aktiv form-vitamin D3 og dexa-
metason. Etter tilsetning av 2,0 pul 5 x gelelektroforese-—
bufferlesning (0,2 M morfolinopropan-sulfonsyre, pH 7,0,

50 mM natriumacetat, 5 mM EDTA), 3,5 pl formaldehyd og

10,0 pl formamid til 20 ug (4,5 ul) av hvert av de totale RNA
ble blandingene inkubert i 15 minutter ved 55 °C og under-—
kastet elektroforese. Elektroforesegelen ble. preparert i
overensstemmelse med formuleringen; 1,0 % agarose, 2,2 M
deionisert formaldehyd, 40 mM morfolinopropan-sulfonsyre

(pH 7,0), 10 mM natriumacetat og 1 mM EDTA. Elektroforesen
ble utfert i en bufferlgsning av 40 mM morfolinopropan-
sulfonsyre, pH 7,0, 10 mM natriumacetat og 1 mM EDTA. Etter
elektroforesen ble RNA overfert til en nylonmembran. Cirka
1,0 kb DNA-fragment ble oppnéddd ved spalting av pOBM291 med
et restriksjonsenzym, EcoRI. Hybridisering ble utfert ved
anvendelse av dette DNA-fragment merket med et Megaprime DNA-
32p—dCTP (Amersham Co.) som
en probe. Som resultat, som vist i figur 11, ble det bekref-
tet at ndr ST2-celler ble dyrket i narver av aktiv form-

merkingssett (Amersham Co.) og a-

vitamin D3 og dexametason, blir genekspresjon av proteinet
kodet for av cDNA ifelge foreliggende oppfinnelse (OBM)
sterkt indusert.

Eksempel 13
Evne til understottelse av osteoklastdannelse hos proteinet

som _kodes for av_cDNA jifglge foreliggende oppfinnelse
pOBM2991 ble transfektert i COS-celler i overens-

stemmelse med den samme metode som beskrevet i eksempel 8(3).

Etter 3 dager ble trypsinbehandlede celler vasket én gang med
fosfatbufret saltlesning ved sentrifugering, fiksert med PBS
inneholdende 1 % paraformaldehyd ved romtemperatur i 5 minut-
ter, etterfulgt av vask seks ganger med PBS ved sentrifuger-
ing. 700 pl 1 x 10%/ml musemiltceller og 350 ul 4 x 10%/ml
ST2—celler som var suspendert i o-MEM-kulturmedium inne-
holdende 10™% M aktiv form-vitamin D3, 1077 M dexametason og
10 $ bovint fosterserum, ble tilsatt til en 24-brenners
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plate. Et TC-innlegg (Nunc Co.) ble plassert i hver brenn. De
ovenfor beskrevne fikserte COS-celler (350 ul), fortynnet til
forskjellige konsentrasjoner med det ovennevnte kulturmedium
og OCIF-lgsning (50 pl), ble tilsatt til TC-innlegget og
dyrket i1 6 dager ved 37 °C. Som et resultat ble det bekreftet
at den inhiberende aktivitet av OCIF for osteoklastdannelse
kan inhiberes med proteinet som kodes for av cDNA if@lge
foreliggende oppfinnelse.

Eksempel 14
Ekspresijon av utskilt form-OBM

(1) Konstruksijon av et plasmid for ekspresijon av
utskilt form-OBM
En PCR-reaksjon ble utfert ved anvendelse av OBM-HF
(sekvenstabell, sekvens-ID nr. 7) og OBM—XR (sekvenstabell,
sekvens—ID nr. 8) som primere og pOBM291 som et templat.
Etter rensing ved agarosegelelektroforese ble produktet

spaltet med restriksjonsenzymene HindIII og EcoRI og ytter-
ligere renset ved agarosegelelektroforese. Det rensede
fragment (0,6 kb), HindIII/EcoRI-fragment (5,2 kb) av pSec
TagA (Invitrogen Co.) og EcoRI/PmacI-fragment (0,32 kb) av
OBM-cDNA ble ligert ved anvendelse av et ligeringssett, ver.
2 (Takara Shuzo Co.). Escherichia coli DH5a ble transformert
ved anvendelse av reaksjonsproduktet. Plasmider ble renset
ved hjelp av alkali-SDS-metoden fra de resulterende ampi-
cillinresistente stammer og spaltet med restriksjonsenzymer
for & utvelge et plasmid med fragmenter med lengde p& 0,6 kb
og 0,32 kb innfeyd i pSec TagA. Utvalgt plasmid ble identi-
fisert med en sekvens som koder for den utskilte form—OBM
(nukleotidsekvens: 338-1355 i sekvens-ID nr. 2, aminosyre-
sekvens: 72-316 i sekvens-ID nr. 1) ved sekvensering under
anvendelse av et "Dye Deoxy Terminator Cycle Sequencing FS
kit" (Perkin Elmer Co.). Dette plasmid ble spaltet med
restriksjonsenzymene NheIl og XhoI for a isolere et fragment
(1,0 kb) inneholdende det utskilte form—-OBM-cDNA ved hjelp av
agarosegelelektroforese. Dette fragmentet ble innfeyd i
NheI/XhoI-fragmentet (10,4 kb) av en ekspresjonsvektor, pCEP4
(Invitrogen Co.), ved anvendelse av et ligeringssett, og
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Escherichia coli DH5a ble transformert ved anvendelse av
reaksjonsproduktet fra dette. Plasmider ble renset ved hjelp
av alkali-SDS-metoden fra de resulterende ampicillinresi-
stente stammer og spaltet med restriksjonsenzymer for a
utvelge en Escherichia coli-stamme som hadde det utskilte
form-OBM-ekspresjonsplasmid (pCEP-sOBM) med den korrekte
struktur. Escherichia coli-stammen inneholdende pCEP-sOBM ble
dyrket, og pCEP-sOBM ble renset ved anvendelse av QIA-filter-—
plasmidmidisett (QIAGEN Co.).

(2) Ekspresijon av utskilt form—-OBM

293-EBNA-celler ble suspendert i IMDM inneholdende
10 $ FCS (IMDM-10 % FCS) og applisert pa en 24-brenners plate
belagt med kollagen (produsert av Sumitomo Bakelite Co.,
Ltd.) med en celletetthet pd 2 x 10°/2 ml/brenn og dyrket
over natten. Cellene ble transfektert med 1 pg pCEP-sOBM
eller pCEP4 ved anvendelse av 4 nl lipofectamin (Gibco Co.).
Etter dyrkning i 2 dager i 0,5 ml av et serumfritt IMDM eller

IMDM-10 % FCS ble det kondisjonerte medium oppsamlet. Ekspre-
sjon av den utskilte form-OBM i det kondisjonerte medium ble
bekreftet som felger. Natriumhydrogenkarbonat ble tilsatt til
det kondisjonerte medium til en sluttkonsentrasjon pa 0,1 M,
og lesningen ble tilsatt til en 96-brenners plate. Platen ble
hensatt over natten ved 4 °C for derved & immobilisere OBM i
det kondisjonerte medium p& 96-brenners—-platen. Platen ble
fylt med en "Block Ace"-lgsning (Snow Brard Milk Products
Co., Ltd.), fortynnet fire ganger med PBS (B-PBS), og hensatt
i 2 timer ved romtemperatur for & blokkere resterende
bindingsseter p& platen. Etter tilsetning av 100 pl

3-100 ng/ml OCIF som var fortynnet med B-PBS til hver brenn,
ble platen hensatt i 2 timer ved 37 °C, etterfulgt av vask
med PBS inneholdende 0,05 % Tween 20 (PBS-T). 100 pl av et
peroksidasemerket kanin—-anti-OCIF-polyklonalt antistoff,
beskrevet i WO 96/26217, som var fortynnet med B-PBS, ble
deretter tilsatt til hver brenn. Etter henstand i 2 timer wved
37 °C ble brgnnene vasket seks ganger med PBS-T. En TMB-
losning (TMB-leselig reagens, hegy sensitivitet, ScyTek Co.)
ble deretter tilsatt i en mengde pa 100 ul pr. brenn og
hensatt ved romtemperatur i ca. 10 minutter, hvoretter
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reaksjonen ble stanset ved tilsetning av 100 pul av en
termineringslesning (stoppereagens, ScyTek Co.) til hver
bregnn. Absorbans ved 450 nm i hver brenn ble mdlt ved hjelp
av en mikroplateleser. Resultatene er vist i figur 12, som
indikerer at absorbansen ved 450 nm gkte i overensstemmelse
med konsentrasjonen av den tilsatte OCIF pa platen der det
kondisjonerte cellemedium transfektert med pCEP-sOBM var
immobilisert. P& den annen side ble det ikke observert noen
gkning i absorbans pad platen der det kondisjonerte celle-
medium transfektert med vektoren pCEP var immobilisert. Figur
13 viser resultatene fra et eksperiment hvori andelen av
kondisjonert medium anvendt for immobilisering ble endret
innen et omrade pa 5-90 %, og en spesifikk konsentrasjon av
OCIF (50 ng/ml) ble tilsatt. Det fremgdr at absorbansen ved
450 nm skte i overensstemmelse med skningen i andelen av det
kondisjonerte medium pd platen der det kondisjonerte celle-
medium transfektert med pCEP-sOBM var immobilisert, mens det
ikke ble observert noen slik gkning i absorbans p& platen der
det kondisjonerte cellemedium transfektert med vektoren pCEP
var immobilisert. Fra disse resultater ble det bekreftet at
utskilt form—OBM produseres i det kondisjonerte medium fra
cellene transfektert med pCEP-sOBM.

Eksempel 15
Ekspresion av tioredoksin-OBM-fusijonsprotein (Trx—-OBM)

(1) Konstruksjon av en tioredoksin-OBM-fusjonsprotein-

(Trx—OBM)—-ekspres jonsvektor

10 pl 10 x ExTaqg-buffer (Takara Shuzo Co.), 8 pl
10 mM ANTP (Takara Shuzo Co.), 77,5 pl sterilisert, destil-
lert vann, 2 pl av en vandig lesning av pOBM291 (10 ng/ul),
1 pl primer-OBM3 (100 pmol/ul, sekvenstabell, sekvens-I1ID
nr. 9), 1 pl primer-OBMSalR2 (100 pmol/pl, sekvenstabell,
sekvens—ID nr. 10) og 0,5 ul ExTag (5 u/pl) (Takara Shuzo
Co.) ble blandet og reagert (PCR-reaksjon) i et mikrosentri-
fugergr. Etter reaksjon ved 95 °C i 5 minutter, ved 50 °C i
1 sekund, ved 55 °C i 1 minutt, ved 74 °C i 1 sekund og ved
72 °C i 5 minutter ble en reaksjonssyklus bestdende av en
reaksjon ved 96 °C i 1 minutt, ved 50 °C i 1 sekund, ved 55 °C
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i 1 minutt, ved 74 °C i 1 sekund og ved 72 °C i 3 minutter
gjentatt 25 ganger. Fra den totale reaksijon ble et flytende
DNA-fragment pd ca. 750 bp renset ved 1 % agarosegelelektro-
forese ved anvendelse av QIAEX II-gelekstraksjonssett (QIAGEN
Co.). Hele mengden av renset DNA-fragment ble spaltet med
restriksjonsenzymene Sall og EcoRI (Takara Shuzo Co.) og
underkastet en 1,5 % agarosegelelektroforese for & rense et
DNA-fragment pd ca. 160 bp (fragment 1), som ble opplest i

20 ul sterilisert, destillert vann. P4 samme mdte ble et DNA-
fragment pd ca. 580 bp (fragment 2), oppnddd ved spalting av
4 ug poOBM291 med restriksjonsenzymene BamHI og EcoRI (Takara
Shuzo Co.) og et DNA-fragment pd ca. 3,6 kb (fragment 3),
oppnadd ved spalting av 2 pg pTrxFus (Invitrogen Co.) med
restriksjonsenzymene BamHI og Sall (Takara Shuzo Co.), renset
og opplest i 20 pl sterilisert, destillert vann. QIAEX II-
gelekstraksjonssettet ble anvendt for rensing av DNA-fragmen-
ter. Fragmenter 1-3 ble ligert ved inkubasjon ved 16 °C i

2,5 timer ved anvendelse av DNA-ligeringssett, ver. 2

(Takara Shuzo Co.). Ved anvendelse av ligeringsreaksjons-—
vasken ble Escherichia coli-stamme GI724 (Invitrogen Co.)
transformert i overensstemmelse med metoden beskrevet i
instruksjonsmanualen for tiofusjonsekspresjonssystemet
(Invitrogen Co.). En mikroorganismestamme med plasmid, hvori
OBM—cDNA-fragmentet (nukleotidsekvens: 350-1111 i sekvens-ID
nr. 2, aminosyresekvens: 76-316 i sekvens-ID nr. 1) er fusjo-
nert innen rammen til et tioredoksingen, ble utvalgt fra de
resulterende ampicillinresistente transformanter ved hjelp av
analysen av restriksjonskart oppnadd ved spalting med
restriksjonsenzymer og DNA-sekvensbestemmselse. Den saledes

oppnddde mikroorganismestamme ble betegnet GI724/pTrxOBM25.

(2) Ekspresijon av OBM i Escherichia coli
GI724/pTrxOBM25 og GI724 inneholdende pTrxFus

(GI724/pTrxFus) ble dyrket i 6 timer under omrering ved 30 °C

i 2 ml RMG-Amp-kulturmedium (0,6 % NasHPO,, 0,3 % KHyPO4,

0,05 % NaCl, 0,1 % NH4Cl, 1,2 % kasaminosyre (Difco Co.),

1 % glyserol, 1 mM MgCl, og 100 pg/ml ampicillin (Sigma

Co.), pH 7,4). 0,5 ml av kulturlesningen ble tilsatt til

50 ml induksjonskulturmedium (0,6 % NaHPO4, 0,3 % KH,POy4,
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0,05 % NaCl, 0,1 % NH4Cl, 0,2 % kasaminosyre, 0,5 % glukose,
1 mM MgCl,, 100 pg/ml ampicillin, pH 7,4) og dyrket under
omrgring ved 30 °C. Nar ODgognm nadde ca. 0,5, ble L-trypto-
fan tilsatt til en sluttkonsentrasjon pa 0,1 mg/ml, etter-
fulgt av omrering av kulturen ved 30 °C i ytterligere

6 timer. Kulturlegsningen ble sentrifugert ved 3000 x g for &
oppsamle cellene, som ble suspendert i 12,5 ml PBS (10 mM
fosfatbuffer, 0,15 M NaCl, pH 7,4). Suspensjonen ble under-
kastet en ultralydgenerator (Ultrasonics Co.) for & nedbryte
cellene. De nedbrutte celler ble sentrifugert ved 7000 x g i
30 minutter for a oppnd en supernatantvaske som en oppleselig
proteinfraksjon. 10 ul av denne oppleselige proteinfraksjon
ble underkastet SDS-polyakrylamid(1l0 %)elektroforese under
reduserende betingelser. Som et resultat ble det funnet et
band med en molekylvekt p& 40 kDa, som ikke ble pdvist i den
oppleselige proteinfraksjon fra GI724/pTrxFus, i den opplese-
lige proteinfraksjon fra GI724/pTrxOBM25 (figur 14). Det ble
sdledes bekreftet at et fusjonsprotein (Trx—OBM) av tioredok-
sin og OBM ble uttrykt i Escherichia coli.

(3) Bindingsevne av_Trx—-0BM til OCIF
Binding av det uttrykte Trx-OBM til OCIF ble be-
kreftet i overensstemmelse med det fslgende eksperiment.

Antitioredoksin-antistoff (Invitrogen Co.), som var fortynnet
til 5000 ganger med 10 mM natriumhydrogenkarbonatlesning, ble
tilsatt til en 96-brenners immunoplate (Nunc Co.) i en mengde
p& 100 pl pr. brenn. Etter henstand over natten ved 4 °C ble
vaesken i brennene kastet. 200 pul av en lesning preparert ved
fortynning av "Block Ace" (Snow Brand Milk Products Co.,
Ltd.) to ganger med PBS (BA-PBS) ble tilsatt til hver brenn.
Etter henstand i 1 time ved romtemperatur ble lesningen
kastet, og leselige proteinfraksjoner som stammet fra det
ovenfor beskrevne GI724/pTrxOBM25 eller GI724/pTrxFus, begge
fortynnet med BA-PBS i forskjellige konsentrasjoner, ble til-
satt til hver brenn i en mengde p& 100 pl. Etter henstand i

2 timer ved romtemperatur ble hver brenn vasket tre ganger
med PBS-T og tilsatt 100 pul OCIF (100 ng/ml) som var for-
tynnet med BA-PBS. Etter henstand i 2 timer ved romtemperatur
ble hver bregnn vasket tre ganger med PBS-T og tilsatt 100 ul
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peroksidasemerket kanin-anti-OCIF-polyklonalt antistoff (be-
skrevet i WO 96/26217), som var fortynnet 2000 ganger med BA-
PBS. Etter henstand i 2 timer ved romtemperatur ble hver
brenn vasket seks ganger med PBS-T og tilsatt 100 pl TMB-
lgsning (TMB-lgselig reagens, hey sensitivitet, ScyTek Co.).
Etter henstand i ca. 10 minutter ved romtemperatur ble hver
brenn tilsatt 100 pl termineringslesning (stoppereagens,
ScyTek Co.). Absorbans i hver brenn ved 450 nm ble mdlt ved
hjelp av en mikroplateleser. Resultatene er vist i figur 15.
Det var ingen forskjell i absorbans mellom preven som var
tilsatt den oppleselige proteinfraksjon som stammet fra
GI724/pTrxFus og preven uten tilsetning av denne opple@selige
proteinfraksjon. Pa den annen side okte absorbansen i prevene
som var tilsatt den oppleselige proteinfraksjon som stammet
fra GI724/pTrx0BM25 proporsjonalt med konsentrasjonen av den
opplgselige proteinfraksjon. Resultatene fra det andre
eksperimentet hvori fortynningsgraden av den opple@selige
proteinfraksjon ble holdt konstant (1 %) under tilsetning av
OCIF, fortynnet med BA-PBS i forskjellige konsentrasjoner
(0-100 ng/ml), er vist i figur 16. Det fremgdr at absorbansen
forble lav ved alle konsentrasjoner av OCIF i prever ved
anvendelse av en opplgselig proteinfraksjon som stammet fra
GI724/pTrxFus, mens absorbansen gkte proporsjonalt med OCIF-
konsentrasjonen i prevene som var tilsatt den oppleselige
proteinfraksjon som stammet fra GI724/pTrxOBM25. Basert pa
disse resultater ble det bekreftet at Trx—OBM, som produseres
fra GI724/pTrxOBM25, har bindingsevne til OCIF.

(4) Dyrkning i stor skala av Escherichia coli som
produserer Trx-0BM

GI724/pTrxOBM25—-celler ble utspredt pa RMG-Amp-agar
(0,6 % NajsPO,4, 0,3 % KH3PO,, 0,05 % NaCl, 0,1 % NH4Cl, 2 %
kasaminosyre, 1 % glyserol, 1 mM MgCl,, 100 pg/ml ampi-

cillin, 1,5 % agar, pH 7,4) ved anvendelse av en overfgrings-—
legkke av platina. Cellene ble dyrket over natten ved 30 °C.
De dyrkede celler ble suspendert i 10 ml induksjonsmedium.

5 ml av suspensjonen ble tilsatt til hver av to 2-liters
Erlenmeyer-kolber inneholdende 500 ml induksjonsmedium, og
dyrket ved 30 °C under omrgring. Nar ODgpoonm h&dde ca. 0,5,
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ble L-tryptofan tilsatt til en sluttkonsentrasjon pa

0,1 mg/ml. Dyrkning under omrering ble fortsatt i 6 timer ved
30 °C. Kulturlesningen ble sentrifugert i 20 minutter ved
3000 x g for & oppsamle cellene, som ble suspendert i 160 ml
PBS. Suspensjonen ble behandlet i en ultralydgenerator
(Ultrasonics Co.) for & nedbryte cellene. Supernatantvasken
ble sentrifugert i 30 minutter ved 7000 x g for & oppné& en

opplzsélig proteinfraksjon.

(5) Fremstilling av OCIF-immobilisert affinitetskolonne

2 g TSKgel AF-Tolesyl Toyopal 650 (Tosoh Corp.) og
40 ml 1,0 M kaliumfosfatbuffer (pH 7,5) inneholdende 35,0 mg
rekombinant OCIF, som var fremstilt i overensstemmelse med
metoden beskrevet i WO 96/26217, ble blandet. Blandingen ble
forsiktig omrgrt over natten ved 4 °C for & bevirke en
koplingsreaksjon. Reaksjonsblandingen ble sentrifugert for &
fjerne supernatanten. For & inaktivere overskudd av aktive
rester ble 40 ml 0,1 M Tris-HCl-buffer (pH 7,5) tilsatt til
den utfelte barer, og blandingen ble forsiktig omrert ved
romtemperatur i 1 time. Bareren i en kolonne ble vasket med
0,1 M glysin-HCl-buffer (pH 3,3) inneholdende 0,01 % Poly-
sorbat 80 og 0,2 M NaCl og 0,1 M natriumsitratbuffer (pH 2,0)
inneholdende 0,01 % Polysorbat 80 og 0,2 M NaCl. Bazreren i
kolonnen ble ekvilibrert ved to gangers tilsetning av 10 mM
natriumfosfatbuffer (pH 7,4) inneholdende 0,01 % Polysorbat
80.

(6) Rensing av Trx—-OBM ved anvendelse av OCIF—immobili—
sert affinitetskolonne

Dersom ikke annet er angitt, ble rensing av Trx—-0BM
utfert ved 4 °C. Den ovennevnte OCIF-immobiliserte affini-
tetsbarer (10 ml) og den oppleselige proteinfraksjon (120 ml)
fremstilt i eksempel 15(4) ble blandet. Blandingen ble for-
siktig omreort over natten ved 4 °C i fire 50 ml sentrifugeregr
ved anvendelse av en rotor. En "Econo"-kolonne (indre dia-
meter: 1,5 cm, lengde: 15 cm, produsert av BioRad Co.) ble
fylt med bareren i blandingen. Kolonnen ble tilsatt 300 ml
PBS inneholdende 0,01 % Polysorbat 80, 100 ml 10 mM natrium-
fosfatbuffer (pH 7,0) inneholdende 0,01 % Polysorbat 80 og
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2 M NaCl, og 100 ml 0,1 M glysin-HCl-buffer (pH 3,3) inne-
holdende 0,01 % Polysorbat 80 og 0,2 M NaCl, i denne rekke-
felge. Proteiner adsorbert i kolonnen ble deretter eluert med
0,1 M natriumsitratbuffer (pH 2,0) inneholdende 0,01 % Poly-
sorbat 80 og 0,2 M NaCl. Eluatet ble oppsamlet i 5 ml
porsjoner. Hver av de sdledes oppsamlede fraksjoner ble
umiddelbart nsytralisert ved tilsetning av 10 vol% 2 M Tris-
buffer (pH 8,0). Tilstedevarelse eller fraver av Trx—0BM i de
eluerte fraksjoner ble bestemt i overensstemmelse med den
tidligere beskrevne metode i eksempel 15(3) (bindingsevne til
OCIF). Fraksjonene inneholdende Trx—OBM ble oppsamlet og
renset ytterligere.

(7) Rensing av_Trx-0BM ved gelfiltrering
Ca. 25 ml Trx-OBM-fraksjoner fra eksempel 15(6) ble

konsentrert til ca. 0,5 ml ved sentrifugering under anven-—
delse av Centriplus 10 og Centricon 10 (Amicon Co.). Denne
preven ble applisert pa en Superose 12 HR10/30-kolonne (1,0 x
30 cm, Pharmacia Co.), pa forhdnd ekvilibrert med PBS inne-
holdende 0,01 % Polysorbat 80. For separasjonen ble PBS inne-
holdende 0,01 % Polysorbat 80 anvendt som en mobil fase ved
en stremningshastighet pa& 0,25 ml/minutt. Eluatet fra
kolonnen ble oppsamlet i 0,25 ml porsjoner. Trx—-OBM i de
sadledes oppsamlede fraksjoner ble pavist ved hjelp av den
samme metode som tidligere beskrevet i eksempel 15(3), og ved
SDS—-polyakrylamidgelelektroforese (10-15 % polyakrylamidgel,
Pharmacia Co.) ved anvendelse av fast system (Pharmacia Co.)
og selvfarging. Fraksjoner (fraksjoner 20-23) inneholdende
renset Trx—-OBM ble oppsamlet, og proteinkonsentrasjonen av
Trx-OBM ble bestemt. Maling av proteinkonsentrasjonen ble
utfert ved anvendelse av bovint serumalbumin som en standard

under anvendelse av DC-proteinanalysesettet (BioRad Co.).

Eksempel 16

Aktivitet av OBM ved induksjon av osteoklastdannelse
POBM291 og pcDL-SR 0296 ble begge transfektert i

COS-7-celler ved anvendelse av lipofectamin (Gibco Co.).
Cellene ble dyrket i DMEM inneholdende 10 % FCS i én dag,
behandlet med trypsin, utspredt pd dekkglass (15 mm, rund
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form, produsert av Matsunami Co.) i 24-brenners plater ved

5 x 104 celler pr. brenn og dyrket i 2 dager. Den dyrkede
platen ble vasket én gang med PBS. Cellene ble fiksert med
PBS inneholdende 1 % paraformaldehyd ved romtemperatur i

8 minutter. Platen som de fikserte celler var festet til, ble
vasket seks ganger med PBS, deretter ble 700 ul musemilt-
celler suspendert ved 1 x 106/m1 i a-MEM inneholdende 1072 M
aktiv form-vitamin D3, 10”7 M dexametason og 10 % bovint
fosterserum tilsatt til hver brenn. Millicell PCF (Millipore
Co.) ble innsatt i hver brenn, og en suspensjon av ST2-celler
i det ovennevnte kulturmedium (4 x 104/m1) ble tilsatt,

700 pul pr. brenn, til Millicell PCF, etterfulgt av inkubasjon
ved 37 °C 1 6 dager. Etter dyrkningen ble Millicell PCF
fjernet, platen ble vasket én gang med PBS, og cellene ble
fiksert med aceton-etanollesning (50:50) i 1 minutt. Cellene
som oppviste vinsyreresistent, sur fosfataseaktivitet (TRAP),
som er en spesifikk marker for osteoklaster, ble deretter
selektivt farget ved anvendelse av "LEUKOCYTE ACID PHOSPHA-
TASE kit" (Sigma Co.). Som et resultat av mikroskopisk obser-
vasjon ble TRAP-positive celler ikke pdvist i bregnnene hvori
COS-7-celler transfektert med pcDL-SR o296 var fiksert. I
motsetning til dette ble 45 + 18 (gjennémsnitt + standard-
avvik, n = 3) TRAP-positive celler observert i brennene hvori
COs-7-celler transfektert med pOBM291 var fiksert. Det ble
dessuten ogsa bekreftet at kalsitonin ble bundet til disse
TRAP-positive celler. Basert pa disse funn er det bevist at
OBM har en aktivitet som induserer osteoklastdannelse.

Eksempel 17

Aktivitet av Trx-OBM og utskilt form-OBM ved induksjon av
osteoklastdannelse

Musemiltceller ble suspendert i o-MEM inneholdende
1078 M aktiv form-vitamin D3, 10”7 M dexametason og 10 %
bovint fosterserum, ved en konsentrasjon pa 2 x 106/m1.
Suspensjonen ble tilsatt til en 24-brenners plate i en mengde
pd 350 ul pr. brenn. Hver brenn ble deretter tilsatt 350 ul
av en lesning preparert ved fortynning av renset Trx—OBM med
det ovennevnte kulturmedium (40 ng/ml), 350 pl lesning prepa-
rert ved 10 gangers fortynning av kondisjonert medium som var
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produsert ved dyrkning av 293-EBNA-celler, pd hvilke pCEP-
sOBM eller pCEP4 var transfektert, i IMDM-10 % FCS, med det
ovennevnte kulturmedium, eller kun 350 pl av det ovennevnte
kulturmedium. Millicell PCF (Millipore Co.) ble plassert i
hver brenn, som ble tilsatt 600 ul ST2-celler som var suspen-—
dert i det ovennevnte kulturmedium (4 x 10%/ml). Etter dyrk-
ning i 6 dager ble Millicell PCF fjernet. Platen ble vasket
én gang med PBS, og cellene ble fiksert med aceton-etanol-
lgsning (50:50) i 1 minutt. Cellene som oppviste vinsyreresi-
stent, sur fosfataseaktivitet (TRAP-aktivitet), ble deretter
selektivt farget ved anvendelse av "LEUKOCYTE ACID PHOSPHA-
TASE kit" (Sigma Co.). Resultatet fra mikroskopisk observa-
sjon avslerte at ingen celler som oppviste TRAP-aktivitet ble
pavist i brennene som ikke var tilsatt Trx-OBM, mens 126 + 21
(gjennomsnitt + standardavvik, n = 3) TRAP-positive celler
ble observert i brennene som var tilsatt Trx-OBM. Selv om
ingen celler som oppviste TRAP-aktivitet ble pavist i
brennene som var blitt tilsatt kondisjonert medium av 293-
EBNA, transfektert med pCEP4, ble likeledes 120 + 31
(gjennomsnitt + standardavvik, n = 3) TRAP-positive celler
observert i brennene som var blitt tilsatt kondisjonert
medium av 293-EBNA, transfektert med pCEPOBM. Det ble dess-
uten ogsd bekreftet at kalsitonin bindes til disse TRAP-
positive celler. Disse resultater har vist at Trx—-0BM og
utskilt form-OBM oppviser en aktivitet som induserer osteo-
klastdannelse.

Eksempel 18

Identitet av proteinet OBM uttrykt av cDNA ifplge fore-
liggende oppfinneilse, og det naturlig type-OCIF-bindings—
protein ifslge oppfinnelsen

(1) Fremstilling av kanin-anti-OBM-polyklonalt anti-
stoff

Tre hvite japanske hannkaniner (vekt: 2,5-3,0 kg,
fra Kitayama Labes Co.) ble immunisert med det rensede OBM
(tioredoksin-OBM-fusjonsprotein), produsert i overensstem-
melse med metoden i eksemplene 14(6) og 14(7), ved subkutan
injeksjon av 1 ml/dose av emulsjonen preparert ved blanding
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av 200 ug/ml av det rensede OBM med et like stort volum
Freunds komplette adjuvans (DIFCO Co.) seks ganger, én gang
pr. uke. 10 dager etter den siste immunisering ble blodet
tappet fra kaninene. Antistoff ble renset fra serum som
folger. Ammoniumsulfat ble tilsatt til antiserum, som ble
fortynnet to ganger med PBS til en sluttkonsentrasjon pd 40 %
(vekt/volum). Etter henstand i 1 time ved 4 °C ble blandingen
sentrifugert i 20 minutter ved 8000 g for & oppnd et bunn-
fall. Bunnfallet ble opplest i en liten mengde PBS, dialysert
mot PBS ved 4 °C og applisert pd en protein G-Sepharose-
kolonne (produsert av Pharmacia Co.). Etter vasking med PBS
ble det adsorberte immunglobulin G eluert med 0,1 M glysin-
HCl-bufferlesning (pH 3,0). Eluatet ble umiddelbart neytrali-
sert med 1,5 M Tris-HCl-buffer (pH 8,7). Etter dialysering av
de eluerte proteinfraksjoner mot PBS ble absorbansen ved

280 nm milt for & bestemme proteinkonsentrasjonen (E!*%

13,5). Anti-OBM-antistoff merket med pepperrotpercksidase ble
fremstilt ved anvendelse av et maleimidaktivert peroksidase-
sett (Pierce Co.) som felger. 80 pug N-suksinimid-S-acetyl-
tioeddiksyre ble tilsatt til 1 mg av det rensede antistoff og
reagert ved romtemperatur i 30 minutter. 5 mg hydroksylamin
ble tilsatt til den resulterende blanding for & deacetylere
antistoffet. Det modifiserte antistoff ble fraksjonert ved
anvendelse av en polyakrylamidavsaltingskoclonne. Protein-—
fraksjonene ble blandet med 1 mg maleimidaktivert peroksidase
og omsatt i 1 time ved romtemperatur for & oppnd enzymmerket
antistoff.

(2) Evne hos kanin-antji-OBM-polyklonalt antistoff til &
inhibere spesifikk binding av proteinet (OBM)
uttrykt av cDNA ifelge foreliggende oppfinnelse,
eller den naturlige proteintype ifglge foreliggende

oppfinnelse, med OCIF
Renset OBM (tioredoksin-OBM—-fusjonert protein},

fremstilt etter metoden beskrevet i eksemplene 15(6) og
15(7), og den naturlige rensede OCIF-bindingsproteintype
ifelge eksempel 2(4) ble opplest i 0,1 M natriumkarbonat-
buffer til en konsentrasjon pad 2 pg/ml. En aliquot av hver
lgsning ble tilsatt, henholdsvis 100 pul pr. brenn, til en 96-
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brenners immunoplate (produsert av Nunc Co.). Platen ble hen-
satt over natten ved 4 °C. 200 ul 50 % "Block Ace" ble til-
satt til hver brenn, og platen ble hensatt i 1 time ved rom-
temperatur. Etter vask av hver bronn tre ganger med PBS inne-
holdende 0,1 % Polysorbat 20 (P20-PBS) ble 100 pl kanin-anti-
OBM-antistofflesning, som var opplest i 25 % “"Block Ace"
preparert med P20-PBS til en konsentrasjon pa 200 pg/ml,
eller 100 ul 25 % “Block Ace" (uten innhold av antistoff)
tilsatt til hver brenn, etterfulgt av inkubasjon ved 37 °C i
1 time. Hver brenn ble vasket tre ganger med P20-PBS og til-
satt 100 pl/brenn av en bindingstestlesning (P20-PBS inne-
holdende 0,2 % kalveserumalbumin, 20 mM Hepes og 0,1 mg/ml
heparin) som var tilsatt 20 ng/ml 125I-merket OCIF, beskre-
vet 1 eksempel 8(3). Alternativt ble hver brenn tilsatt

100 pl/brenn av en annen bindingstestlesning inneholdende

8 ng/ml umerket OCIF i tillegg til 20 ng/ml 1251 _merket
OCIF. Etter inkubasjon av disse immunoplater ved 37 °C i

1 time ble brennene vasket med P20-PBS seks ganger. Mengden
av 1251 i hver brenn ble malt ved hjelp av en gammateller.
Resultatene er vist i figur 17. Som vist i figuren, blir
verken det rensede OBM, uttrykt ved anvendelse av c¢DNA ifslge
foreliggende oppfinnelse, eller proteinet som spesifikt
binder den naturlige, OCIF-spesifikt bindende proteintype
ifslge foreliggende oppfinnelse ikke bundet til den '2°51I-
merkede OCIF i det hele tatt ndr de var behandlet med kanin-
anti~OBM-polyklonalt antistoff, mens begge proteiner ble
bundet til 25I-merket OCIF nar de ikke var behandlet med
antistoffet. Bindingen av begge proteiner til !25I-merket
OCIF ble bekreftet & vare klart spesifikk fordi disse
bindinger blir wvesentlig inhibert ved tilsetning av en

400 gangers konsentrasjon av umerket OCIF (8 upg/ml). Basert
p& resultatene beskrevet ovenfor gjenkjenner kanin-anti-OBM-
polyklonalt antistoff bdde OBM, som er proteinet uttrykt ved
anvendelse av ¢DNA ifelge foreliggende oppfinnelse, og den
naturlige OCIF-bindende proteintype ifelge foreliggende opp-
finnelse, og det inhiberer den spesifikke binding av disse
proteiner til OCIF.
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Eksempel 19
Kloning av humant OBM-cDNA

(1) Preparering av muse—OBM-primer

Muse—-OBM-primerne preparert i overensstemmelse med
metoden ifelge eksemplene (OBM nr. 3 og OBM nr. 8) beskrevet
ovenfor ble anvendt for screening av humant OBM-cDNA. Sekven-
sene er vist 1 sekvenstabellen, henholdsvis sekvens—-ID nr. 9
og nr. 6.

(2) .Isolering av_humant OBM-cDNA—-fragment ved hjelp av PCR
Humane OBM-cDNA-fragmenter ble oppnddd ved hjelp av

PCR ved anvendelse av muse-OBM-cDNA-primerne preparert i (1)

ovenfor og Human Lymph Node Marathon ready cDNA (Clontech

Co.) som templat. Betingelsene for PCR var som feolger:

10 x EX Tag-buffer (Takara Shuzo Co.) 2 pul

2,5 mM dNTP 1,6 pl
cDNA-lgsning 1 pl

EX Taq (Takara Shuzo Co.) 0,2 ul
Destillert vann 14,8 ul
40 UM primer OBM nr. 3 0,2 nl
40 pyM primer OBM nr. 8 0,2 pl

Disse lesninger ble blandet i et mikrosentrifugerer
og preinkubert ved 95 °C i 2 minutter, etterfulgt av 40 syk-—
luser med en tretrinns reaksjon bestdende av reaksjoner ved
95 °C i 30 sekunder, ved 57 °C i 30 sekunder og ved 72 °C i
2,5 minutter. Etter reaksjonén ble lgsningen inkubert i
5 minutter ved 72 °C, og en porsjon av lgsningen ble under—
kastet elektroforese pd en agarosegel. Det ble pavist et DNA-
fragment (ca. 690 bp) amplifisert med muse—-OBM—-cDNA-primerne
beskrevet ovenfor.

(3) Rensing av_det humane OBM-cDNA-fragment amplifisert
ved hijelp av PCR, oq bestemmelse av nukleotid-
sekvensen

Det humane OBM-cDNA-fragment oppnadd i eksempel
19(2) ble separert ved elektroforese pd en agarosegel og
ytterligere renset ved anvendelse av et QIAEX-gelekstrak-
sjonssett (Qiagen Co.). PCR ble pad nytt utfert ved anvendelse
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av det rensede humane OBM-cDNA-fragment som et templat og
muse—OBM-cDNA-primerne beskrevet ovenfor for a produsere en
stor mengde av det humane OBM-cDNA-fragment. DNA-fragmentet
ble renset ved hjelp av et QIAEX-gelekstraksjonssett pad samme
mate som beskrevet ovenfor. Nukleotidsekvensen av det rensede
humane OBM-cDNA-fragment ble bestemt ved anvendelse av "Taq
Dye Deoxy Terminator Cycle Sequencing FS kit" (Perkin Elmer
Co.) ved anvendelse av OBM nr. 3 eller OBM nr. 8 (henholdsvis
sekvens-ID nr. 9 og nr. 6) som en primer. Sammenlignet med
sekvensen av tilsvarende omrdde av muse—-OBM—cDNA viste
nukleotidsekvensen av det humane OBM-cDNA-fragment 80,7 %
homologi med sekvensen av muse—OBM—-cDNA.

(4) Screening av komplett humant OBM-cDNA ved hybridi-
sering ved anvendelse av _det humane OBM—cDNA-

fragment (ca. 690 b som en probe

Et komplett humant OBM-cDNA ble screenet ved anven-—
delse av det humane OBM-cDNA-fragment (ca. 690 bp) som ble
renset i eksempel 19(3), og merket med [a—32p]dCTP ved
anvendelse av et Megaprime DNA-merkingssett (Amersham Co.).
Human lymfeknute 5'-STRETCH PLUS-cDNA-bibliotek (Clontech
Co., USA) ble screenet ved anvendelse av DNA-proben. I over-—
ensstemmelse med fabrikantens protokoll ble Escherichia coli
C600 Hfl infisert med den rekombinante fag i 15 minutter ved
37 °C. Den infiserte Escherichia coli ble tilsatt til en LB-
agar (1 % Erypton, 0,5 % gjzrekstrakt, 1 % NaCl, 0,7 % agarj
som ble oppvarmet ved 45 °C. LB—agaren ble helt ut pd en LB-
agarplate inneholdende 1,5 % agar. Etter inkubasjon over
natten ved 37 °C ble "HyBond-N" (Amersham Co.) plassert pa
platen som plakker ble produsert pd og lagret i ca. 3 minut-
ter. I overensstemmelse med en konvensjonell metode ble
filteret behandlet med alkalisk lesning, neytralisert og
dyppet i 2 x SSC-lgsning. DNA ble deretter immobilisert pa
filteret ved anvendelse av UV-CROSSLINKER (Stratagene Co.).
Det resulterende filter ble dyppet i Rapid-hyb-buffer
(Amersham Co.). Etter forhdndsbehandling i 15 minutter ved
65 °C ble filteret plassert i Rapid-hyb-buffer inneholdende
det varmedenaturerte humane OBM-cDNA-fragment (ca. 690 bp,
5 x 10° cpm/ml) beskrevet ovenfor. Etter hybridisering over
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natten ved 65 °C ble filteret vasket med 2 x SSC, 1 x SSC og
0,1 x SSC, alle inneholdende 0,1 % SDS, i denne rekkefglge i
15 minutter ved 65 °C. Flere oppnadde positive kloner ble
ytterligere renset ved & gjenta screeningen to ganger. En
klon med en innfeyelse (ca. 2,2 kb) ble utvalgt fra de
rensede kloner og anvendt i de fslgende eksperimenter. Denne
rensede fag ble betegnet AhOBM. Cirka 10 pg DNA ble oppnadd
fra den rensede AhOBM ved anvendelse av et QIAGEN Lambda-sett
(Oiagen Co.) i overensstemmelse med fabrikantens protokoll.
DNA ble spaltet med restriksjonsenzym Sall og underkastet
elektroforese pd en agarosegel for & separere det hOBM-
innfeyde cDNA (ca. 2,2 kb). Dette cDNA, renset ved anvendelse
av QIAEX-gelekstraksjonssettet (Qiagen Co.) ble spaltet med
restriksjonsenzym Sall og innfeyd i plasmid pUC19 (MBI Co.),
som tidligere var spaltet med restriksjonsenzym Sall og
defosforylert ved anvendelse av et DNA-ligeringssett, ver.

2 (Takara Shuzo Co.). Escherichia coli DH50 (Gibco BRL Co.)
ble transformert med pUCl19 inneholdende det resulterende DNA-
fragment. Den resulterende transformant ble betegnet pUC19-
hOBM. Transformanten ble dyrket, og pUC19hOBM som det humane
OBM—-cDNA (ca. 2,2 kb) var innfeyd i, ble renset ved hjelp av
en konvensjonell metode.

(5) Bestemmelse av nukleotidsekvensen av cDNA som koder
for hele aminosyresekvensen av_humant OBM
Nukleotidsekvensen av det resulterende humane OBM-

CDNA oppnadd i eksempel 19(4) ble bestemt ved anvendelse av

“Taq Dye Deoxy Terminator Cycle Sequencing FS kit" (Perkin

Elmer Co.). Nzrmere bestemt ble nukleotidsekvensen av det

innfeyde fragment bestemt ved anvendelse av pUC19hOBM som

templat. Som primere ble det benyttet primere for bestemmelse
av nukleotidsekvensen av det innfeyde fragment-DNA i pUC19-
hOBM, Ml13-primer-M3 og Ml3-primer RV (produsert av Takara

Shuzo Co.), og en syntetisk primer, humant OBM nr. 8, ut-

formet basert pa nukleotidsekvensen av det humane OBM—-cDNA-

fragment (ca. 690 bp).

Nukleotidsekvensen av de benyttede primere, M13-
primer M3 og Ml3-primer RV er henholdsvis vist som sekvens-ID
nr. 4 og nr. 5. Aminosyresekvensen av humant OBM utledet fra
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nukleotidsekvensen av humant OBM-cDNA er vist i sekvens-
tabellen som sekvens-ID nr. 1ll. Nukleotidsekvensen av humant
OBM-cDNA er vist som sekvens—ID nr. 12.

Escherichia coli som ble transformert med pUC19-
hOBM, som er plasmidet som inneholder det resulterende humane
OBM-cDNR, ble deponert hos National Institute of Bioscience
and Human Technology, Agency of Industrial Science and
Technology den 13. august 1997 som deponeringsnummer FERM BP-
6058. '

Eksempel 20 .
Radiojodering av'QQIF med 1257 og kvantitativ analyse av

1257 merket OCIF ved hijelp av ELISA
OCIF ble merket med 1251 ved anvendelse av jodo-

genmetoden. 20 pl 2,5 mg/ml jodogen-kloroformlesning ble
overfert til et 1,5 ml Eppendorf-rer, og kloroform ble av-
dampet ved 40 °C, hvilket derved ga et rer belagt med jodo-
gen. Regret ble vasket tre ganger med 400 pl 0,5 M natrium-
fosfatbufferlssning (Na-Pi, pH 7,0}, etterfulgt av tilsetning
av 5 ul 0,5 M Na-Pi (pH 7,0). Til dette reret ble det tilsatt
1,3 ul (18,5 MRBq) Na-lzsl—lasning {(Amersham Co., NEZ-033H),
umiddelbart etterfulgt av tilsetning av 10 pl 1 mg/ml OCIF-
l@sning (monomertype eller dimertype). Blandingen ble blandet
i en voltex-mikser og hensatt ved romtemperatur i 30 sekun-
der. Denne lesningen ble overfort til et rer som tidligere
var tilsatt 80 ul 0,5 M Na-Pi-lesning (pH 7,0) inneholdende
10 mg/ml kaliumjodid og 5 pul av en fosfatbufret saltlssning
inneholdende 5 % bovint serumalbumin (BSA-PBS). Lesningen ble
blandet, applisert pa en spinnkolonne (1 ml, G-25 Sephadex,
fin, produsert av Pharmacia Co.) som pad forhand var ekvili-
brert med BSA-PBS, og sentrifugert i 5 minutter ved 2000 rpm.
400 pl BSA-PBS ble tilsatt til fraksjonene eluert fra
kolonnen. Etter blanding ble 2 pl av lesningen anvendt for a
mdle radioaktiviteten med en gammateller. Den radiokjemiske

renhet av den 1251

-merkede OCIF-lesning oppnddd ovenfor ble
malt ved & telle radioaktiviteten i fraksjoner utfelt med
10 % trikloreddiksyre (TCA).

Den biologiske aktivitet av den 1251-merkede OCIF

ble mdlt i overensstemmelse med metoden beskrevet i WO
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96/26217. Konsentrasjonen av den 125I-merkede OCIF ble malt
med ELISA-metoden som folger. Nazrmere bestemt ble 50 mM
NaHCO3; (pH 9,6), hvori kanin-anti-OCIF-polyklonalt kanin-
antistoff beskrevet i WO 96/26217 var opplest til en konsen-
trasjon pd 2 pg/ml, tilsatt til hver brenn pd en 96-brenners
immunoplate ("MaxiSorp", produsert av Nunc Co.) i en mengde
pd 100 ul pr. brenn. Etter at brennene var hensatt over
natten ved 4 °C ble lesningen fjernet. Brennene ble deretter
tilsatt en blandet vandig lesning av "Block Ace" (Snow Brand
Milk Products Co., Ltd.), og en fosfatbufret saltlesning
(25:75) (B-PBS) i en mengde pa 200 pl/brenn. Platen ble der-
etter hensatt i 2 timer ved romtemperatur. Etter at lesningen
var fjernet ble bregnnene vasket tre ganger med en fosfat-
bufret saltlesning inneholdende 0,01 % Polysolvat 80 (P-PBS).
B-PBS inneholdende 125I-merket OCIF-preve eller standard
OCIF ble deretter tilsatt i en mengde pad 100 ul/brenn. Platen
ble deretter hensatt i 2 timer ved romtemperatur. Etter at
lgsningen var fjernet ble hver brenn vasket seks ganger med
200 pl P-PBS. En lesning preparert ved fortynning av peroksi-
dasemerket kanin-anti-OCIF-polyklonalt antistoff med B-PBS
ble tilsatt i en mengde pd 100 pl/brenn. Platen ble hensatt i
2 timer ved romtemperatur. Etter at av lesningen var fjernet
ble brgnnene vasket seks ganger med 200 pl P-PBS. En TMB-
legsning (TMB-lgselig reagens, hsy sensitivitet, ScyTek Co.)
ble deretter tilsatt i en mengde pd 100 ul/brenn. Etter hen-
stand ved romtemperatur i 2-3 minutter ble 100 pl av en
termineringslesning (stoppereagens, ScyTek Co.) tilsatt til
hver brenn. Absorbansen i hver brenn ble malt ved 450 nm ved
anvendelse av en mikroplateleser. Konsentrasjonen av 1257
merket OCIF ble bestemt ved hjelp av en kalibreringskurve
preparert ved anvendelse av standard-OCIF.
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Eksempel 21

Ekspresjon av proteinet som kodes for av cDNA ifslge fore-—

liggende oppfinnelse

(1) Konstruksjon av hOBM-ekspresjonsvektor for dyre-
celler

pPUChOBM ble spaltet med restriksjonsenzymet Sall,
og et DNA-fragment (ca. 2,2 kb) ble renset ved elektroforese
pa en 1 % agarosegel. Endene av DNA-fragmentene ble avstumpet
ved anvendelse av et DNA-avstumpingssett (Takara Shuzo Co.)
(avstumpet hOBMcDNA-fragment). Ekspresjonsplasmid pcDL-SR
0296 (Molecular and Cellular Biology, vol. 8, s. 466-472,
(1988)) ble spaltet med restriksjonsenzymet EcoRI, avstumpet
med avstumpingssett og ligert med det avstumpede hOBM-cDNA-
fragment ved anvendelse av DNA-ligeringssett, ver. 2.
Escherichia coli DHa ble transformert ved hjelp av liger-
ingsreaksjonen. Et plasmid i den resulterende ampicillin-
resistente transformant ble spaltet med restriksjonsenzym for
& analysere DNA-restriksjonskartet og bestemme DNA-sekvensen.
Som resultat ble det utvalgt en stamme med et plasmid hvori
hOBM-cDNA er innfeyd i den samme transkripsjonsretning som
retningen av en SRa-promotor. Mikroorganismestammen ble
betegnet DH50/phOBM.

(2) Ekspresjon av_humant OBM i COS—-7-celler
Escherichia coli DH50/phOBM ble dyrket, og plasmid
phOBM ble renset ved anvendelse av QIA-filterplasmidmidisett
(Qiagen Co.). phOBM ble transfektert med lipofectamin i COS-
7-celler i brennene pa en 6-brenners plate og dyrket i

2 dager i DMEM inneholdende 10 % bovint fosterserum. Kultur-
mediet ble erstattet med cystein-metioninfritt DMEM (produ-—
sert av Dainippon Seiyaku Co., Ltd.) som var tilsatt 5 %
dialysert bovint fosterserum (88 pl/brenn). Cellene ble inku-
bert i 15 minutter, etterfulgt av tilsetning av 14 pl Express
Protein Labeling Mix (NEN Co., 10 mCi/ml). Etter 4 timers
inkubasjon ble 200 pl DMEM inneholdende 10 % bovint foster-
serum tilsatt til hver brenn. Cellene ble dyrket i 1 time og
vasket to ganger med PBS. 0,5 ml av en TSA-buffer (10 mM
Tris—-HC1l inneholdende 0,14 M NaCl og 0,025 NaN3, pH 8,0)
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inneholdende 1 % Triton X-100, 1 % bovint hemoglobin,

10 pg/ml leupeptin, 0,2 TIU/ml aprotinin og 1 mM PMSF ble
deretter tilsatt til hver brenn, og blandingene ble hensatt i
1 time pa is. Cellene ble blandet ved pipettering og sentri-
fugert ved 3000 x g i 10 minutter ved 4 °C for & oppnéa
supernatanter. 200 pl av en fortynningsbuffer (TSA-buffer
inneholdende 0,1 % Triton X-100, 0,1 % bovint hemoglobin,

10 pg/ml leupeptin, 0,2 TIU/ml aprotinin og 1 mM PMSF) ble
tilsatt til 100 pl av supernatanten fra hver brenn. De resul-
terende blandinger ble omrert ved 4 °C i 1 time sammen med
protein A-Sepharose (50 ul) og sentrifugert ved 1500 x g i

1 minutt ved 4 °C for a& oppnd supernatanter, og derved fjerne
proteinet som uspesifikt adsorberte protein A-Sepharose. OCIF
(1 pg) ble tilsatt til supernatantene, og blandingene ble om-
rert i 1 time ved 4 °C for & binde humant OBM og OCIF. Kanin-
anti-OCIF-polyklonalt antistoff (50 pug) ble deretter tilsatt,

" etterfulgt av omrering ved 4 °C i 1 time. Protein A-Sepharose

(10 ul) ble tilsatt til den resulterende lesning, etterfulgt
av omrgring ved 4 °C i ytterligere 1 time. De sdledes opp-—
nadde blandinger ble sentrifugert i 1 minutt ved 1500 x g ved
4 °C for a oppsamle bunnfall. Bunnfallene ble vasket to
ganger med en fortynningsbuffer, to ganger med bovin, hemo-
globinfri fortynningsbuffer, én gang med TSA-buffer og én
gang med 50 mM Tris-HCl (pH 6,5). Etter tilsetning av SDS-
buffer inneholdende 10 % B-merkaptoetanol (0,125 M Tris-HC1,
4 % natriumdodecylsulfat, 20 % glyserol, 0,002 % bromfenol-
blatt, pH 6,8) ble blandingen oppvarmet i 5 minutter ved

100 °C og underkastet SDS-PAGE (12,5 % polyakrylamidgel,
Daiichi Pure Chemical Co.). Gelen ble fiksert og terket i
overensstemmelse med en konvensjonell metode. Etter at
isotopsignaler var forsterket ved anvendelse av "Amplify"
(Amersham Co.), ble den terkede gel underkastet autoradio-
grafi ved -80 °C vedanvendelse av Bio Max MR-film (Kodak Co.)
ved. Resultatene er vist i figur 18 og viser at molekylvekten
til proteinet som kodes for av cDNA ifslge foreliggende opp-
finnelse er ca. 40 000. :
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Eksempel 22
Binding av_proteinet som kodes for av cDNA ifglge fore-

liggende oppfinnelse og OCIF

phOBM, som var renset pa samme mdte som i eksempel
21(2), ble transfektert i COS-7-celler i hver brenn pd en 24-
brenners plate ved anvendelse av lipofectamin. Etter dyrkning
i 2-3 dager ble cellene vasket med serumfritt DMEM. 200 pl av
et kulturmedium for en bindingstest (serumfritt DMEM som var

tilsatt 0,2 % bovint serumalbumin, 20 mM Hepes-bufferlesning,
0,1 mg/ml heparin og 0,2 % NaN3) inneholdende 20 ng/ml 1257~
merket OCIF ble tilsatt til brennene. Til de andre brennene
ble det tilsatt 200 pl kulturmedium for bindingstestmediet
inneholdende 8 pg/ml umerket OCIF, i tillegg til 20 ng/ml
1257 _merket OCIF. Etter inkubasjon i 1 time ved 37 °C i en
COz—inkubator (5 % CO3) ble cellene vasket to ganger med

500 pl av en fosfatbufret saltlesning inneholdende 0,1 mg/ml
heparin. 500 pl 0,1 N NaOH-lesning ble deretter tilsatt til
hver bregnn, og platen ble hensatt i 10 minutter ved romtempe-
ratur for & opplese cellene. Radioaktiviteten av 1251 i
brennene ble malt med en gammateller. Som et resultat, som
vist i figur 19, ble det bekreftet at den !?°I-merkede OCIF
kun bindes til cellene som er transfektert med phOBM.'
Bindingen ble dessuten betydelig inhibert ved tilsetning av
et 400 gangers overskudd av umerket OCIF (8 pg/ml). Basert pa
resultatene beskrevet ovenfor ble proteinet, humant OBM kodet
for av cDNA i phOBM bekreftet til spesifikt & bindes til OCIF
pa overflaten av COS-7-celler.

Eksempel 23
Kryssbinding av

cDNA ifplge foreliggende oppfinnelse
Kryssbinding av 1251 _merket monomertype-OCIF og

1251 _merket OCIF og proteinet kodet for av

proteinet kodet for av cDNA ifeplge foreliggende oppfinnelse
ble utfert for ytterligere & underseke egenskapene til
proteinet som kodes for av cDNA ifelge oppfinnelsen. Etter
konstruksjon av ekspresjonsvektor phOBM og transfeksjon i
COS-7-celler, i overensstemmelse med metoden anvendt i
eksempler 21(1) og 21(2), ble 200 pl bindingstestmedium

inneholdende 125I-merket OCIF (25 ng/ml), beskrevet ovenfor,
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tilsatt. Bindingstestmediet, som var tilsatt umerket OCIF i
en 400 gangers konsentrasjon i tillegg til 1251 _merket OCIF,
ble anvendt for de andre brennene. Etter dyrkning i 1 time
ved 37 °C i en COp—inkubator (5 % COy) ble cellene vasket to
ganger med 500 pul fosfatbufret saltlgsning inneholdende

0,1 mg/ml heparin. 500 pl fosfatbufret saltlesning hvori

100 pg/ml av et kryssbindingsmiddel (DSS: disuksinimidyl-
suberat, produsert av Pierce Co.) var opplest, ble tilsatt
til cellene, etterfulgt av inkubasjon i 10 minutter ved 0 °C.
Cellene i disse brenner ble vasket to ganger med 1 ml iskald,
fosfatbufret saltlesning. Etter tilsetning av 100 pl 20 mM
Hepes-bufferlesning inneholdende 1 % Triton X-100 (Wako Pure
Chemicals Co., Ltd.), 2 mM PMSF (fenylmetylsulfonylfluorid,
Sigma Co.), 10 pM pepstatin (Wako Pure Chemicals Co., Ltd.),
10 uM leupeptin (Wako Pure Chemicals Co., Ltd.), 10 uM anti-
pain (Wako Pure Chemicals Co., Ltd.) og 2 mM EDTA (Wako Pure
Chemicals Co., Ltd.) ble brennene hensatt i 30 minutter ved
romtemperatur for & oppl@se cellene. Disse prover (15 pl
aliquoter) ble behandlet med SDS under reduserende betingel-
ser i overensstemmelse med en konvensjonell metode og under-
kastet SDS—elektroforese ved anvendelse av 4-20 % polyakryl-
amidgradientgel (Daiichi Pure Chemical Co., Ltd.). Etter
elektroforese ble gelen teorket og underkastet autoradiografi
i 24 timer ved -80 °C ved anvendelse av Bio Max MS-film
(Kodak Co.) og BioMax MS-sensibiliseringsskjerm (Kodak Co.).
Etter autoradiografien ble filmen fremkalt i overensstemmelse
med en konvensjonell metode. Som resultat ble det pavist et
band med en molekylvekt i omradet 90 000-110 000, vist i

figur 20, ved kryssbinding av 1257

-merket monomertype-OCIF
og proteinet kodet for av cDNA ifelge foreliggende opp-—

finnelse.

Eksempel 24
Ekspresijon av utskilt form—humant OBM

(1) Konstruksjon av utskilt form-humant OBM-ekspre-
sjonsplasmid
En PCR ble utfert ved anvendelse av humant OBM-SF
(sekvenstabell, sekvens—ID nr. 13) og muse-OBM nr. 8
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(sekvenstabell, sekvens-ID nr. 6) som primere og pUC1$hOBM
som templat. Etter rensing ved elektroforese pd agarosegel
ble produktet spaltet med restriksjonsenzymer SP1lI og HindIII
og ytterligere renset ved elektroforese pa agarosegel for &
oppnd et renset fragment (0,27 kb). Humant OBM-cDNA ble
partielt spaltet med restriksjonsenzym Dral, og DNA-fragmen-
ter spaltet med Dral ved ett sete ble renset ved elektro-
forese pd agarosegel. Det rensede fragment ble ytterligere
spaltet med restriksjonsenzym HindIII. 0,53 kb DraI/HindIII-
fragmentet ble renset ved elektroforese pd agarosegel. Det
rensede fragment ble ligert med 0,27 kb SplI/HindIII-fragmen-
tet fra PCR beskrevet ovenfor ved anvendelse av ligerings-
sett, ver. 2 (Takara Shuzo Co.) sammen med HindIII/EcoRI-
fragment (5,2 kb) av pSec TagA (Invitrogen Co.). Escherichia
coli DH5¢ ble transformert ved anvendelse av reaksjons-
produktet. Plasmider ble renset ved alkali-SDS-metoden fra de
resulterende ampicillinresistente transformanter og spaltet
med restriksjonsenzymer for & utvelge et plasmid inneholdende
0,27 kb- og 0,53 kb-fragmenter som innfeyelser i pSec TagA.
Dette plasmid ble bekreftet & ha en sekvens som koder for det
utskilte humane OBM ved sekvensering ved anvendelse av "Tagq
Dye Deoxy Terminator Cycle Sequencing FS kit" (Perkin Elmer
Co.). Plasmidet ble spaltet med restriksjonsenzymene Nhel og
Xhol for & fremstille et fragment (0,8 kb), som tilsvarer det
utskilte humane OBM-cDNA, ved elektroforese pd en agarosegel.
Dette fragment ble innfeyd i Nhel- og Xhol-fragmentet

(10,4 kb) av en ekspresjonsvektor pCEP4 (Invitrogen Co.) ved
anvendelse av et ligeringssett, og Escherichia coli DH5a ble
transformert ved anvendelse av reaksjonsproduktet. Plasmider
ble renset ved alkali-SDS-metoden fra de resulterende ampi-
cillinresistente transformanter og spaltet med restriksjons-
enzymer for & utvelge en Escherichia coli med ekspresjons-—
plasmidet for utskilt form-humant OBM (pCEPshOBM). Escheri-
chia coli inneholdende pCEPshOBEM ble dyrket, og pCEPshOBM ble
renset ved anvendelse av Qiafilterplasmidmidisett (Qiagen
Co.}).
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(2) Ekspresjon av utskilt form—OBM _
293-EBNA-celler ble suspendert i IMDM inneholdende
10 $ FCS (IMDM-10 & FCS), tilsatt til en 24-bregnners plate
belagt med kollagen (produsert av Sumitomo Bakelite Co.,
Ltd.) med en celletetthet p& 2 X 10°/2 ml/brenn og dyrket
over natten. Cellene ble transfektert med 1 pg pCEP-shOBM

eller pCEP4 ved anvendelse av 4 ul lipofectamin (Gibco Co.).
Etter dyrkning i 2 dager i 0,5 ml av et serumfritt IMDM eller
IMDM-10 % FCS ble kultursupernatantene oppsamlet. Ekspresjon
av det oppsamlede humane OBM i kultursupernatanten ble pavist
som felger. Natriumbikarbonat ble tilsatt til kultursuper-
natantene til en sluttkonsentrasjon pd 0,1 M, og blandingene
ble tilsatt til en 96-brenners plate. Platen ble hensatt over
natten ved 4 °C for derved & immobilisere humant OBM i
kultursupernatantene pd 96-brenners—-platen. Platen ble
blokkert med "Block Ace"-lgsning (Snow Brand Milk Products
Co., Ltd.), fortynnet fire ganger med PBS (B-PBS), og hensatt
i 2 timer ved romtemperatur. Etter tilsetning av 3-100 ng/ml
OCIF, fortynnet med B-PBS, til hver brenn ble platen hensatt
i 2 timer ved 37 °C, etterfulgt av vask med PBS inneholdende
0,05 % Polysolvat 20 (P-PBS). 100 ul av et peroksidasemerket
kanin-anti-OCIF-polyklonalt antistoff, beskrevet i

WO 96/26217, som var fortynnet med B-PBS, ble deretter til-
satt til hver brenn. Etter henstand i 2 timer ved 37 °C ble
brennene vasket seks ganger med P-PBS. TMB-lgsning (TMB-
loselig reagens, hey sensitivitet, ScyTek Co.) ble deretter
tilsatt i en mengde pa 100 pl pr. brenn, og blandingen ble
hensatt ved romtemperatur i ca. 10 minutter. Reaksjonen ble
stanset ved tilsetning av 100 pl termineringslesning (stoppe-
reagens, ScyTek Co.) til hver brenn. Absorbans ved 450 nm i
hver brenn ble malt med en mikroplateleser. Resultatene er
vist i figur 21, som indikerer at absorbansen ved 450 nm ekte
i overensstemmelse med konsentrasjonen av den tilsatte OCIF
pa platen der det kondisjonerte cellemedium transfektert med
pPCEP—-shOBM var immobilisert i. Pa den annen side ble det ikke
observert noen gkning i absorbans i brennene der det kondi-
sjonerte cellemedium transfektert med vektor pCEP var immobi-
lisert. Figur 22 viser resultatene fra et eksperiment der
andelen av det kondisjonerte medium anvendt for immobili-
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sering ble endret innen et omrade pd 5-90 % i narvar av en
konstant konsentrasjon av OCIF (50 ng/ml). Absorbansen ved
450 nm skte proporsjonalt med gkningen i andelen av det
kondisjonerte medium pa platen der det kondisjonerte celle-
medium transfektert med pCEP-shOBM var immobilisert, mens
ingen slik ekning i absorbans ble observert pa platen der det
kondisjonerte cellemedium transfektert med vektor pCEP var
immobilisert. Fra disse resultater ble det bekreftet at
utskilt form-humant OBM produseres i det kondisjonerte celle-
medium transfektert med pCEP-shOBM.

Eksempel 25
Ekspresjon av tioredoksin-humant OBM-fusjonsprotein (Trx-—
hOBM)

(1) Konstruksjon av_en tioredoksin-human—OBM-fusjons-—
protein(Trx—hOBM)-ekspresjonsvektor
10 pl 10 x ExTag-buffer (Takara Shuzo Co.), 8 ul
10 mM dNTP (Takara Shuzo Co.), 77,5 ul sterilisert, destil-
lert vann, 2 pl av en vandig lesning av pUC19hOBM (10 ng/pl),

1 pl primer, muse-OBM nr. 3 (100 pmol/ul, sekvenstabell,
sekvens-ID nr. 9), 1 pl primer, hOBMSalR2 (100 pmol/ul,
sekvenstabell, sekvens—ID nr. 14) og 0,5 ul ExTag (5 u/ul)
(Takara Shuzo Co.) ble blandet og omsatt (PCR)) i et mikro-
sentrifugerer. Etter reaksjon ved 95 °C 1 5 minutter, ved

50 °C i 1 sekund, ved 55 °C i 1 minutt, ved 74 °C i 1 sekund
og ved 72 °C i 5 minutter ble en reaksjonssyklus bestaende av
en reaksjon ved 96 °C i 1 minutt, ved 50 °C i 1 sekund, ved
55 °C i 1 minutt, ved 74 °C i 1 sekund og ved 72 °C i 3 minut-
ter gjentatt 25 ganger. Fra den totale reaksjonsblanding ble
DNA-fragment (750 bp) renset. Hele mengden av renset DNA-
fragment ble spaltet med restriksjonsenzymene Sall (Takara
Shuzo Co.) og BspHI (New England Bilabs Co.), og underkastet
elektroforese pa en 1 % agarosegel for a oppna renset DNA-
fragment (fragment 1, ca. 320 bp). Fragmentet ble opplest i
20 pl sterilisert, destillert vann. P4 samme mate ble DNA-
fragmentet (fragment 2, ca. 450 bp) oppnadd ved spalting av
4 ng pUC19hOBM med restriksjonsenzymene BamHI og BspHI
(Takara Shuzo Co.), og DNA-fragmentet (fragment 3, ca.
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3,6 kb) oppnddd ved spalting av 2 pug pTrxFus (Invitrogen Co.)
med restriksjonsenzymene BamHI og Sall (Takara Shuzo Co.),
renset og opplest i 20 ul sterilisert, destillert vann. QIAEX
II-gelekstraksjonssettet ble anvendt for rensing av DNA-
fragmentene. Fragmenter 1-3 ble ligert ved inkubasjon ved

16 °C i 2,5 timer ved anvendelse av DNA-ligeringssett, ver. 2
(Takara Shuzo Co.). Ved anvendelse av ligeringsreaksjon ble
Escherichia coli GI724 (Invitrogen Co.) transformert i over-
ensstemmelse med metoden beskrevet i instruksjonsmanualen for
tiofusjonsekspresjonssystemet (Invitrogen Co.). En mikro-
organismestamme med plasmid, hvori hOBM-cDNA-fragmentet er
fusjonert innen rammen til tioredoksingenet, ble utvalgt fra
de resulterende ampicillinresistente transformanter ved
analyse av et DNA-restriksjonskart oppnddd ved spalting med
restriksjonsenzymer og ved bestemmelse av DNA-sekvens. Den
sdledes oppnadde mikroorganismestamme ble betegnet
GI724/pTrxhOBM. '

(2) Ekspresijon av Trx—hOBM i Escherichia coli
GI724/pTrxhOBM og GI724 inneholdende pTrxFus
(GI724/pTrxFus) ble dyrket i 6 timer under omrering ved 30 °C
i 2 ml RMG-Amp-kulturmedium (6,6 % NaHPO4, 0,3 % KHyPOy4,
0,05 % NaCl, 0,1 $ NH4Cl, 2 % kasaminosyre, 1 % glyserol,
1 mM MgCly, 100 pg/ml ampicillin, pH 7,4). Neringslesningen
(0,5 ml) ble tilsatt til 50 ml induksjonsmedium (0,6 % Na,-
HPO,, 0,3 % KHoPO4, 0,05 % NaCl, 0,1 % NH4Cl, 0,2 %
kasaminosyre, 0,5 % glukose, 1 mM MgCl,, 100 pug/ml ampicil-
lin, pH 7,4) og dyrket under omrering ved 30 °C. N&r ODgponm

nadde ca. 0,5, ble L-tryptofan tilsatt til en sluttkonsentra-
sjdn pad 0,1 mg/ml, etterfulgt av dyrkning under omrgring ved
30 °C i ytterligere 6 timer. Kulturlesningen ble sentrifugert
ved 3000 x g for a& oppsamle cellene, som deretter ble suspen-—
dert i 12,5 ml PBS. Suspensjonen ble behandlet i en ultralyd-
generator (Ultrasonics Co.) for & nedbryte cellene. De ned-
brutte celler ble sentrifugert ved 7000 x g i 30 minutter for
4 oppnd en supernatantvaske som en oppleselig proteinfrak-
sjon. 10 pl av denne opplgselige proteinfraksjon ble under-
kastet SDS-polyakrylamid(10 $)elektroforese under reduserende
betingelser. Som et resultat, som vist i figur 23, ble det
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funnet et band med en molekylvekt pa 40 000, som ikke ble
pavist i den opplegselige proteinfraksjon fra GI724/pTrxFus, i
den oppleselige proteinfraksjon fra GI724/pTrxhOBM. Det ble
saledes bekreftet at et fusjonsprotein (Trx-hOBM) av tio—
redoksin og humant OBM ble uttrykt i Escherichia coli.

(3) Bindingsevne av_Trx-hOBM til OCIF

Binding av det uttrykte Trx-hOBM til OCIF ble
bekreftet i overensstemmelse med det fe@lgende eksperiment.
Antitioredoksin-antistoff (Invitrogen Co.), som var fortynnet
5000 ganger med 10 mM natriumhydrogenkarbonatlesning, ble
tilsatt til en 96-brenners immunoplate (Nunc Co.) i en mengde
pa 100 pl pr. brenn. Etter henstand over natten ved 4 °C ble
vasken i brennene kastet. 200 pul av en lesning preparert ved
fortynning av "Block Ace" (Snow Brand Milk Products Co.,
Ltd.) to ganger med PBS (BA-PBS) ble tilsatt til hver brenn.
Etter henstand i 1 time ved romtemperatur ble brennene vasket
tre ganger med P-PBS. De lgselige proteinfraksjoner fra det
ovenfor beskrevne GI724/pTrxhOBM eller GI724/pTrxFus, begge
fortynnet med BA-PBS i forskjellige konsentrasjoner, ble til-
satt til hver brenn i en mengde pa 100 pl. Etter henstand i
2 timer ved romtemperatur ble hver brenn vasket tre ganger
med P-PBS og tilsatt 100 pl OCIF (100 ng/ml) som var for-
tynnet med BA-PBS. Etter henstand i 2 timer ved romtemperatur
ble hver brenn vasket tre ganger med P-PBS og tilsatt 100 pl
peroksidasemerket anti-OCIF—antistoff (beskrevet i
WO 96/26217), som var fortynnet 2000 ganger med BA-PBS. Etter
henstand i 2 timer ved romtemperatur ble hver brenn vasket
seks ganger med P-PBS og tilsatt 100 pl TMB-lgsning. Etter
henstand i ca. 10 minutter ved romtemperatur ble hver brenn
tilsatt 100 pl termineringslesning (stoppereagens). Absorbans
i hver brenn ved 450 nm ble mdlt med en mikroplateleser.
Resultatene er vist i figur 24. Det var ingen forskjell i
absorbans mellom preven . tilsatt den oppleselige protein-
fraksjon fra GI724/pTrxFus og preven uten tilsetning av denne
oppleselige proteinfraksjon. Pa den annen side wkte absorban-
sen i prevene tilsatt den oppleselige proteinfraksijon fra
GI724/pTrxhOBM proporsjonalt med konsentrasjonen av den opp-
lgselige proteinfraksjon. Resultatene fra det andre eksperi-
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mentet der fortynningsgraden av den opplgselige protein-
fraksjon ble holdt konstant (1 %) under tilsetning av OCIF,
fortynnet med BA-PBS i forskjellige konsentrasjoner

(0-100 ng/ml), er vist i figur 25. Det fremgdr at absorbansen
forble lav ved alle konsentrasjoner av OCIF i prever ved
anvendelse av en opplegselig proteinfraksjon fra GI724/pTrx-
Fus, mens absorbansen gkte proporsjonalt med OCIF-konsentra-
sjonen i prevene som var tilsatt den oppleselige protein-
fraksjon fra GI724/pTrxhOBM. Basert pd disse resultater ble
det bekreftet at Trx-hOBM, som produseres fra GI724/pTrxhOBM,
har bindingsevne til OCIF.

(4) Dyrkning i stor skala av Escherichia coli som
produserer Trx—-hOBM
GI724/pTrxhOBM-celler ble utspredt pd RMG-Amp-agar
(0,6 % NagHPO,, 0,3 % KH3PO,4, 0,05 % NaCl, 0,1 % NH4Cl, 2 %
kasaminoéyre, 1,5 % agar, pH 7,4) ved anvendelse av en
platinatransporter 100p. Cellene ble dyrket over natten ved
30 °C. De dyrkede celler ble suspendert i 10 ml induksjons-

medium. Suspensjonen ble tilsatt (5:ml porsjoner) til to 2-
liters Erlenmeyer-kolber inneholdende 500 ml induksjons-
medium, og dyrket ved 30 °C under omrering. Nar ODgoonm
nadde ca. 0,5, ble L-tryptofan tilsatt til en sluttkonsentra-
sjon pd 0,1 mg/ml. Dyrkning under omrering ble fortsatt i

6 timer ved 30 °C. Kulturlesningen ble sentrifugert i

20 minutter ved 3000 x g for A& oppsamle cellene, som ble
suspendert i 160 ml PBS. Suspensjonen ble behandlet i en
ultralydgenerator (Ultrasonics Co.) for a nedbryte cellene.
Supernatantvaesken ble sentrifugert i 30 minutter ved 7000 x g
for & oppnd en oppleselig proteinfraksjon.

(5) Fremstilling av OCIF-immobilisert affinitetskolonne
2 g TSKgel AF-Tolesyl Toyopal 650 (Tosoh Corp.) og
40 ml 1,0 M kaliumfosfatbuffer (pH 7,5) inneholdende 35,0 mg
rekombinant OCIF, som var fremstilt i overensstemmelse med
metoden beskrevet i1 WO 96/26217, ble blandet. Blandingen ble
forsiktig omrert over natten ved 4 °C for & bevirke en
koplingsréaksjon. Reaksjonsblandingen ble sentrifugert for &
fjerne supernatanten. For & inaktivere overskudd av aktive
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rester ble 40 ml 0,1 M Tris-HCl-buffer (pH 7,5) tilsatt til
den utfelte bzrer, og blandingen ble forsiktig omrert ved
romtemperatur i 1 time. Bazreren i en kolonne ble vasket med
0,1 M glysin-HCl-buffer (pH 3,3) inneholdende 0,01 % Poly-
sorbat 80 og 0,2 M NaCl og 0,1 M natriumsitratbuffer (pH 2,0)
inneholdende 0,01 % Polysorbat 80 og 0,2 M NaCl. Bareren i
kolonnen ble ekvilibrert tilsetning av 10 mM natriumfosfat-
buffer (pH 7,4) inneholdende 0,01 % Polysorbat 80 to ganger.

(6) Rensing av Trx-hOBM ved anvendelse av OCIF-
immobilisert affinitetskolonne

Dersom ikke annet er angitt, ble rensing av Trx-
hOBM utfert ved 4 °C. Den ovennevnte OCIF-immobiliserte
affinitetsbazrer (10 ml) og den opplgselige proteinfraksjon
(120 ml) fremstilt i eksempel 25(4) ble blandet. Blandingen
ble forsiktig omrgrt over natten ved 4 °C i fire 50 ml
sentrifugersr ved anvendelse av en rotor. En "Econo"-kolonne
(indre diameter: 1,5 cm, lengde: 15 cm, produsert av BioRad
Co.) ble fylt med bazreren i blandingen. Kolonnen ble tilsatt
300 ml PBS inneholdende 0,01 % Polysorbat 80, 100 ml 10 mM
natriumfosfatbuffer (pH 7,0) inneholdende 0,01 % Polysorbat
80 og 2,0 M NaCl, og 100 ml 0,1 M glysin-HCl-buffer (pH 3,3)
inneholdende 0,01 % Polysorbat 80 og 0,2 M NaCl, i denne
rekkefaglge. Proteiner adsorbert i kolonnen ble deretter
eluert med 0,1 M natriumsitratbuffer (pH 2,0) inneholdende
0,01 % Polysorbat 80 og 0,2 M NaCl. Eluatet ble oppsamlet i
5 ml porsjoner. Hver av de saledes oppsamlede fraksjoner ble
umiddelbart neytralisert ved tilsetning av 10 vol% 2 M Tris-
bufferlgsning (pH 8,0). Tilstedevzrelse eller fravar av Trx-
hOBM i de eluerte fraksjoner ble bestemt i1 overensstemmelse
med den tidligere beskrevne metode i eksempel 25(3)
(bindingsevne til OCIF). Fraksjonene inneholdende Trx-—hOBM
ble oppsamlet og renset ytterligere. )

(7) Rensing av Trx-hOBM ved gelfiltrering
Ca. 25 ml Trx-hOBM-fraksjoner fremstilt i eksempel

25(6) ble konsentrert til ca. 0,5 ml ved sentrifugering under
anvendelse av Centriplus 10 og Centricon 10 (Amicon Co.).
Denne preven ble applisert pd en Superose 12 HR10/30-kolonne
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(1,0 x 30 cm, Pharmacia Co.), som tidligere var ekvilibrert
med PBS inneholdende 0,01 % Polysorbat 80. For separasjonen
ble PBS inneholdende 0,01 % Polysorbat 80 anvendt som en
mobil fase ved en stremningshastighet pa 0,25 ml/minutt.
Eluatet fra kolonnen ble oppsamlet i 0,25 ml porsjoner. Trx-
hOBM i de saledes oppsamlede fraksjoner ble pavist ved den
samme metode som tidligere beskrevet i eksempel 25(3), og ved
SDS-PAGE. Fraksjoner inneholdende renset Trx-hOBM ble opp-
samlet, og proteinkonsentrasjonen av Trx-hOBM ble bestemt.
Malingen av proteinkonsentrasjonen ble utfert ved anvendelse
av bovint serumalbumin som et standardmateriale under anven-
delse av DC-proteinanalysesettet (BioRad Co.).

Eksempel 26
Aktivitet av hOBM ved induksijon av _osteoklastdannelse

phOBM og pcDL-SR o296 ble begge transfektert i COS-
7-celler ved anvendelse av lipofectamin (Gibco Co.). Cellene
ble dyrket i én dag i DMEM inneholdende 10 $ FCS, behandlet
med trypsin, utspredt pa dekkglass (15 mm, rund form,
produsert av Matsunami Co.) i 24-brenners plater ved 5 x
104 celler pPr. brenn og dyrket i 2 dager. Rulturplaten ble
vasket én gang med PBS. Cellene ble fiksert med PBS inne-

holdende 1 % paraformaldehyd ved romtemperatur i 8 minutter.
Platen som de fikserte celler var bundet til, ble vasket seks
ganger med PBS, og deretter ble 700 pul musemiltceller suspen-—
dert i en mengde pa 1 x 106/m1 i o-MEM inneholdende 1078 M
aktiv form-vitamin D3, 10”7 M dexametason og 10 % bovint
fosterserum tilsatt til hver brenn. Millicell PCF (Millipore
Co.) ble plassert i hver brenn, og en suspensjon av ST2-
celler i det ovennevnte kulturmedium (4 x 104/ml) ble til-
satt, 700 pl pr. brenn, til Millicell PCF, etterfulgt av
inkubasjon ved 37 °C i 6 dager. Etter dyrkningen ble Milli-
cell PCF fjernet, platen ble vasket én gang med PBS, og
cellene ble fiksert med aceton—-etanollesning (50:50) i

1 minutt. Cellene som oppviste vinsyreresistent, sur fosfat-
aseaktivitet (TRAP), som er en spesifikk marker for osteo-
klaster, ble deretter selektivt farget wved anvendelse av
"LEUKOCYTE ACID PHOSPHATASE kit" (Sigma Co.). Som et resultat
av mikroskopisk observasjon ble TRAP-positive celler ikke
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pavist i breonnene hvori COS-7-celler transfektert med pcDL-SR
0296 var fiksert. I motsetning til dette ble 65 + 18
(gjennomsnitt *+ standardavvik, n = 3) TRAP-positive celler
observert i brennene hvori COS-7-celler transfektert med
phOBM var fiksert. Ekspresjon av kalsitoninreseptor ble dess-—
uten bekreftet ved det faktum at '2°I-merket laksekalsitonin
(Amersham Co.) spesifikt ble bundet til disse TRAP-positive
celler. Basert pa disse funn er det vist at humant OBM, som
er proteinet kodet for av DNA ifglge foreliggende oppfinnel-’
se, har en aktivitet som induserer osteoklastdannelse.

Eksempel 27
Aktivitet av Trx-hOBM og utskilt form-humant OBM ved
induksjon av osteoklastdannelse

Musemiltceller ble suspendert i o—-MEM inneholdende
10°8 M aktiv form-vitamin D3, 10°7 M dexametason og 10 %

bovint fosterserum, ved en konsentrasjon pa 2 x 106/ml.
Suspensjonen ble tilsatt til en 24-brenners plate i en mengde
pa 350 ul pr. brenn. Hver brenn ble deretter tilsatt 350 pl
av en lesning preparert ved fortynning av renset Trx-hOBM med
det ovennevnte kulturmedium (40 ng/ml), 350 pl lgsning prepa-
rert ved 10 gangers fortynning av et kondisjonert medium som
var produsert ved dyrkning av 293-EBNA-celler, pa hvilke
pCEP-shOBM eller pCEP4 var transfektert, i kulturmediet IMDM-
10 $ FCS, med det ovennevnte kulturmedium, eller kun 350 pul
av det ovennevnte kulturmedium. Millicell PCF (Millipore Co.)
ble plassert i hver brenn, som ble tilsatt 600 pl ST2-celler
som var suspendert i det ovennevnte kulturmedium (4 x
104/ml). Etter dyrkning i 6 dager ble Millicell PCF fjernet.
Platen ble vasket én gang med PBS, og cellene ble fiksert med
aceton—etanollesning (50:50) i 1 minutt. Cellene som oppviste
vinsyreresistent, sur fosfataseaktivitet (TRAP-aktivitet),
ble deretter selektivt farget ved anvendelse av "LEUKOCYTE
ACID PHOSPHATASE kit" (Sigma Co.). Resultatene fra mikro-
skopisk observasjon avslgrte at ingen celler med TRAP-aktivi-
tet ble pavist i brennene som ikke var tilsatt noe Trx-hOBM,
mens 115 + 19 (gjennomsnitt * standardavvik, n = 3) TRAP-
positive celler ble observert i brenner som var tilsatt Trx-
hOBM. Selv om ingen celler med TRAP-aktivitet ble pdvist i
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brennene som var tilsatt kondisjonert medium av 293-EBNA-
celler, transfektert med pCEP4, ble likeledes 125 + 23
(gjennomsnitt + standardavvik, n = 3) TRAP-positive celler
observert i brennene som var tilsatt kondisjonert medium av
293-EBNA-celler, transfektert med pCEPshOBM. Ekspresjon av
kalsitoninreseptor ble dessuten bekreftet ved det faktum at
1251 merket laksekalsitonin (Amersham Co.) spesifikt bindes
til disse TRAP-positive celler. Disse resultater har vist at
Trx-hOBM og utskilt form—-OBM oppviser aktivitet som induserer

osteoklastdannelse.

Eksempel 28
Fremstilling av polyklonalt antistoff

Muse—-sOBM eller humant sOBM anvendt som et immuno-
gen ble fremstilt i overensstemmelse med metoden beskrevet
ovenfor. Muse—-sOBM-cDNA (cDNA (sekvens—ID nr. 18) som koder
for muse-sOBM (sekvens—ID nr. 16) som ikke inneholder
membranbindingsomrddet av muse-OBM pd grunn av fravar av
aminosyrene fra N-terminalen ned til den 72. aminosyre),
eller humant sOBM-cDNA (cDNA (sekvens-ID nr. 19) som koder
for humant sOBM (sekvens-ID nr. 17) som ikke inneholder
membranbindingsomrddet av humant OBM pad grunn av fravar av
aminosyrene fra N-terminalen ned til den 71. aminosyre) ble
nezrmere bestemt ligert med et HindIII/EcoRV-fragment (5,2 kb)
av ekspresjonsvektoren pSec TagA (Invitrogen Co.) inkludert
nukleotidsekvensen som koder for et signalpeptid av kx-kjeden
av immunglobulin, sammen med et EcoRI/PmaCl-fragment
(0,32 kb) av OBM—-cDNA, ved anvendelse av et ligeringssett,
ver. 2 (Takara Shuzo Co.). Escherichia coli DH5c ble trans-
formert med reaksjonsproduktet. Plasmidene oppnddd fra de
resulterende ampicillinresistente stammer ble renset ved
hjelp av alkali-SDS og spaltet med et restriksjonsenzym for &
utvelge et plasmid med 0,6 kb- og 0,32 kb-fragmenter innfeyd
i pSec TagA. Sekvensen av dette plasmid ble identifisert ved
anvendelse av "Dye Deoxy Terminator Cycle Sequencing FS kit"
(produkt fra Perkin Elmer Co.). Som et resultat ble det
bekreftet at dette plasmid haf en sekvens som koder for muse-
eller humant sOBM. Etter at plasmidet var spaltet med
restriksjonsenzymene NheI/XhoI, ble et fragment (1,0 kb),




10

15

20

25

30

35

90

tilsvarende sekresjonsformen av OBM-cDNA, gjenvunnet ved
agarosegelelektroforese. Dette fragmentet ble innfeyd i et
NheI/XhoI-fragment (10,4 kb) av ekspresjonsvektoren pCEP4
{Invitrogen Co.) ved anvendelse av et ligeringssett.
Escherichia coli DH5a ble transformert ved anvendelse av
reaksjonsproduktet. Plasmidene ble renset ved hjelp av
alkali-SDS metoden fra de resulterende ampicillinresistente
stammer. Ved analysering av disse plasmider ved spalting med
et restriksjonsenzym ble det utvalgt Escherichia coli inne-
holdende et sekresjonstype-OBM—-ekspresjonsplasmid (pCEP-sOBM)
med malstrukturen. Escherichia coli-stammen inneholdende
pCEP-sOBM ble dyrket, og pCEP-sOBM ble renset ved anvendelse
av et QIA-filterplasmidmidisett (Qiagen Co.). 293-EBNA-celler
ble deretter suspendert i IMDM (IMDM-10 % FCS) inneholdende
10 $ FCS og utspredt pd 24-bronners plate belagt med kollagen
(produkt fra Sumitomo Bakelite Co., Ltd.) med en celletetthet
pd 2 x 10° celler/2 ml/brenn. Etter dyrkning over natten ble
cellene transformert med 1 pug pCEP-s0BM eller pCEP4 ved
anvendelse av 4 pl lipofectamin (Gibco Co.) og dyrket i
ytterligere 2 dager i 0,5 ml serumfritt IMDM eller IMDM-10 %
FCS. Kultursupernatanten ble gjenvunnet. En cellelinje med
hey produktivitet av rekombinant muse-oppleselig OBM (msOBM)
eller humant oppleselig OBM (hsOBM) ble screenet som fglger.
Natriumbikarbonat ble tilsatt til kultursupernatanten, som
ble antatt & inneholde msOBM eller hsOBM, til en sluttkonsen-
trasjon pd 0,1 M. 100 pl av kultursupernatanten ble tilsatt
til hver brenn i 96-~brenners immunoplater (Nunc Co.) og hen-
satt over natten ved 4 °C, hvilket derved medfeorte at msOBM
eller hsOBM i kultursupernatanten ble immobilisert pa hver
brenn. Til hver brenn ble det tilsatt 200 ul “Block Ace*-
legsning (Snow Brand Milk Products Co., Ltd.), fortynnet fire
ganger med PBS (B-PBS), og platene ble hensatt i 2 timer ved
romtemperaﬁur. Etter vask av hver brenn pa platene tre ganger
med PBS (P-PBS) inneholdende 0,1 % Polysorbat 20 ble 100 ul
av hver rekombinant OCIF(rOCIF)-lesning (3-100 ng/ml), serie-
fortynnet med B-PBS, tilsatt til hver brenn pa platene.
Platene ble hensatt i 2 timer ved 37 °C Etter vask av platene
tre ganger med PBS ble 100 pl av et peroksidasemerket anti-
OCIF-polyklonalt antistoff (WO 96/26217), fortynnet med B-
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PBS, tilsatt til hver brenn. Etter henstand i 2 timer ved

37 °C ble brennene vasket seks ganger med P-PBS. 100 pl TMB-
lesning (TMB-lgselig reagens, hey sensitivitet, ScyTek Co.)
ble deretter tilsatt til hver brenn pa platene, og platene
ble hensatt ved romtemperatur i ca. 10 minutter, og
reaksjonen ble deretter stanset ved tilsetning av 100 pl av
en stoppelesning (stoppereagens, ScyTek Co.) til hver brenn.
Absorbans ved 450 nm i hver brenn ble mdlt ved anvendelse av
en mikroplateleser. Det ble bekreftet at absorbansen gkte
bemerkelsesverdig i forhold til konsentrasjonen av tilsatt
OCIF til platene der msOBM eller hsOBM i kultursupernatanten
fra cellelinjen som produserer msOBM eller hsOBM var immobi-
lisert.

Cellelinjen som oppviste hey gkning av absorbans,
ble utvalgt som en stamme med hgy produktivitet. 293-EBNA-
celler med hey produktivitet av msOBM eller hsOBM ble sdledes
dyrket i stor skala i et IMDM-medium inneholdende 5 % FCS ved
anvendelse av 25T-flasker (T-225). Etter at cellene nadde
konfluens, ble et friskt kulturmedium tilsatt til hver T-225-
flaske i en mengde pa 100 pl pr. flaske, og cellene ble
dyrket i 3-4 dager for & oppsamle kultursupernatanten. Disse
prosedyrer ble gjentatt fire ganger for & oppna 10 1 av
kultursupernatanten inneholdende msOBM eller hsOBM. Renset
msOBM (10 mg) eller hsOBM (12 mg), som oppviste homogene bénd
(molekylvekt: 32 kDa) pad SDS-polyakrylamidgelelektroforese,
ble oppnddd fra kultursupernatanten ved hjelp av affinitets-
kromatografi pd en OCIF-immobilisert kolonne og gelfiltrer-
ingskromatografi i overensstemmelse med metoden beskrevet i
eksempler 25(6) og 25(7). Hvert saledes oppnadde rensede
preparat ble anvendt som et antigen for immuniséring. Hvert
av de rensede proteinantigener ble opplest i fosfatbufret
saltlesning (PBS) til en konsentrasjon pa 200 ug/ml og emul-
gert med et ekvivalent volum Freunds komplette adjuvans. 1 ml
av emulsjonen ble injisert subkutant i tre japanske hvite
kaniner ca. én gang pr. uke. En forsterkningsinjeksjon ble
gitt ndr antistofftiteren nddde en topp. Helt blod ble opp-—
samlet 10 dager etter. Serum ble fortynnet to ganger med en
bindingsbuffer for protein A-Sepharose-kromatografi (BioRad
Co.) og applisert pa en protein A-kolonne ekvilibrert med den



10

15

20

25

30

35

92

samme buffer. Etter grundig vask av kolonnen med den samme
buffer ble anti-sOBM-antistoffet adsorbert til kplonneh
eluert med en elueringsbuffer (BioRad Co.) eller 0,1 M
glysin-HCl-buffer, pH 3,0. For umiddelbart & neytralisere
eluatet ble eluatet fraksjonert ved anvendelse av testror
inneholdende en liten mengde 1,0 M Tris-HCl (pH 8,0). Eluatet
ble dialysert mot PBS over natten ved 4 °C. Antistoffinnhol-
det i antistofflesningen ble malt ved hjelp av Lowry-metoden °
ved anvendelse av bovint IgG som et standardprotein. Cirka

10 mg renset immunglobulin (IgG) inneholdende det polyklonale
antistoff ifelge foreliggende oppfinnelse pr. 1 ml kanin-
antiserum ble sdledes oppnadd.

Eksempel 29
Mdling av _OBM og sOBM ved hijelp av ELISA ved anvendelse av

polvklonale antistoffer

En sandwich-ELISA ble konstruert ved anvendelse av
det kanin-antihuman-sOBM-polyklonale antistoff fra eksempel
28 som fastfaseantistoff og enzymmerket antistoff. Peroksi-
dase(POD)merket antistoff ble preparert i overensstemmelse
med metoden ifglge Ishikawa (Ishikawa et al., J. Immunoassay,
vol. 4, 209-327, 1983).

Det antihumane sOBM-polyklonale antistoff fra
eksempel 28 ble opplest i 0,1 M NaHCO3 til en konsentrasjon
pad 2 pg/ml. 100 pl av den resulterende lesning ble tilsatt
til hver brenn pa 96-brenners immunoplater {(Nunc Co.), som
deretter ble hensatt ved romtemperatur over natten. Deretter
ble 200 pl 50 % "Block Ace" (Snow Brand Milk Co., Ltd.) til-
satt til hver brenn, og platene ble hensatt i 1 time ved rom-
temperatur. Bregnnene ble vasket tre ganger med PBS inne-
holdende 0,1 % Polysorbat 20 (vaskebuffer).

Humant OBM ble uttrykt i overensstemmelse med
metoden ifeolge eksempel 26 og renset i overensstemmelse med
metoden ifeslge eksempel 2. Det rensede humane OBM og det
rensede humane sOBM preparert i eksempel 28 ble seriefortyn-
net med den forste reaksjonsbuffer (0,2 M Tris-HCl-buffer,
pPH 7,2, inneholdende 40 % "Block Ace" og 0,1 % Polysorbat
20), og 100 pl av den fortynnede lesning ble tilsatt til hver
brenn pa platene. Platene ble hensatt ved romtemperatur i
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2 timer og vasket tre ganger med den ovennevte vaskebuffer.
100 pl POD-merket, antihumant sOBM-polyklonalt antistoff,
fortynnet 1000 ganger med den andre reaksjonsbufferen (0,1 M
Tris-HCl-buffer, pH 7,2, inneholdende 25 % "Block Ace" og

0,1 % Polysorbat 20), ble deretter tilsatt til hver brenn pa
platene. Etter at platene var hensatt ved romtemperatur i

2 timer, ble hver breonn vasket tre ganger med vaskebufferen.
100 pl enzymsubstratlesning (TMB, ScyTek Co.) ble deretter
tilsatt til hver brenn pad platene, og platene ble hensatt i
10 minutter, etterfulgt av tilsetning av 100 pl av en
reaksjonstermineringslegsning (stoppereagens, ScyTek Co.) for
a4 stanse enzymreaksjonen. Absorbansen ved 450 nm i hver brenn
ble malt ved anvendelse av en mikroplateleser. Resultatene er
vist i figur 26. Sandwich-ELISA ved anvendelse av et kanin-
antihuman—-sOBM-polyklonalt antistoff gjenkjente i nesten like
stor grad humant sOBM (molekylvekt ca. 32 kDa) og humant OBM
(molekylvekt ca. 40 kDa) med en mdlingssensitivitet pd ca.
12,5 x 1073 prmol/ml (humant OBM: ca. 500 pg/ml, humant sOBM:
ca. 400 pg/ml). Malingen av muse-sOBM og muse-OBM ved hjelp
av ELISA under anvendelse av det kanin-antimuse-sOBM-poly-
klonale antistoff fra eksempel 28 kunne utferes pd samme
méte. Det ble bekreftet at en ekstremt liten mengde muse-sOBM
eller muse-OBM kan mdles med nesten den samme sensitivitet
som beskrevet ovenfor.

Som nevnt ovenfor, kan det antihuman-sOBM-poly-
klonale antistoff ifelge foreliggende oppfinnelse, fremstilt
i eksempel 28, i like stor grad gjenkjenne bade de humane
sOBM- og humane OBM-antigener. Antistoffet ble derfor be-
tegnet antihumant OBM/sOBM-polyklonalt antistoff. Det anti-
muse—-sOBM-polyklonale antistoff fremstilt i eksempel 28 kan
likeledes i samme grad gjenkjenne bade muse-sOBM- og muse-—
OBM—antigenene. Dette antistoff ble derfor betegnet anti-
muse—-0BM/sOBM-polyklonalt antistoff.

Eksempel 30

Fremstilling av monoklonalt antistoff
Det rensede humane sOBM fremstilt i eksempel 28 ble

anvendt som antigen for immunisering. Det rensede humane sOBM
ble opplest i fysiologisk saltlgsning til en konsentrasjon pa
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10 ug/ml og emulgert ved blanding med like stort volum
Freunds komplette adjuvans. Emulsjonen ble administrert
intraperitonealt til BALB/c-mus i en dose pd 200 ul, tre
ganger, én gang pr. uke, for & immunisere musene. Det samme
volum av Freunds komplette adjuvans ble deretter tilsatt til
en fysiologisk saltlesning inneholdende 5 png/ml humant sOBM,
og blandingen ble emulgert tilstrekkelig. Denne emulsjonen
ble injisert intraperitonealt i BALB/c-mus i en dose pa

200 pl, én gang pr. uke i 4 uker, for immunisering. En uke
etter den fjerde immunisering ble 100 pl av en fysiologisk
saltlesning inneholdende 10 pug/ml humant sOBM administrert
intravengst til BALB/c-musene som en forsterkningsinjeksjon.
Etter 3 dager ble milten fjernet, og miltceller ble separert.
Miltcellene ble fusjonert med musemyelomceller, P3x63-—
Ag8.653, i overensstemmelse med en konvensjonell metode
(Koehler, G. og Milstein, C., Nature, 256, 495 (1975)). De

‘suspenderte fusjonerte celler ble dyrket i 10 dager i et HAT-

medium inneholdende hypoksantin, aminopterin og tymidin.
Etter at myelomcellene var dede og hybridomer kom til syne,
ble HAT-mediet erstattet med et aminopterinfritt HAT-medium,
og cellekulturen ble fortsatt.

Eksempel 31
Seleksijon av hybridomer og kloning

Tilsynekomst av hybridomer ble pavist 10 dager
etter cellefusjonen ifplge eksempel 30. Monoklonale anti-

stoffer som gjenkjenner det humane sOBM med hey affinitet og
hybridomer som produserer disse antistoffer, ble utvalgt i
overensstemmelse med den feslgende prosedyre ved anvendelse av
den forbedrede fastfase-ELISA som er beskrevet nedenfor. For
4 utvelge det anti-OBM-monoklonale antistoff som gjenkjenner
bade humant sOBM og muse—-sOBM, ble dessuten muse-sOBM, frem-
stilt i eksempel 27, anvendt i tillegg til humant sOBM som
antigen for fastfase-ELISA. Det humane sOBM og muse-sOBM ble
opplest i en 0,1 M natriumbikarbonatlesning i en konsentra-
sjon pa 5 pg/ml. 50 ml av hver antigenlgsning ble tilsatt til
hver brenn pa 96-brenners immunoplater (Nunc Co.). Platene
ble hensatt ved 4 °C over natten for & immobilisere anti-
genene. Antigenlesningen i hver brenn ble kastet. Hver brenn
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ble deretter fylt med 200 pl 50 % "Block Ace" (Snow Brand
Milk Products Co., Ltd.) og hensatt ved romtemperatur i

1 time. Etter at hver brenn var vasket tre ganger med fosfat-
bufret saltlesning (PBS-P) inneholdende 0,1 % Polysorbat 20
ble 40 ul kalveserum (Hiclone Inc.) tilsatt til hver brenn.
10 pl av hver hybridomkultursupernatant ble deretter tilsatt
til hver brenn, og hver brenn ble inkubert ved romtemperatur
i 2 timer i narver av 80 % kalveserum. Formdlet med fastfase-—
ELISA i n®rvaer av 80 % kalveserum er & utvelge en hybridom
som produserer et antistoff som kan pavise en meget liten
mengde humant sOBM eller muse-sOBM, selv i1 en lesning som
inneholder en hey proteinkonsentrasjon og i narvar av et
immunreaksjonsforstyrrende stoff avledet fra serum, det vil
si en hybridom som kan produsere et antistoff med hey affini-
tet for humant sOBM eller muse—-sOBM. Etter reaksjon ved rom-
temperatur i 2 timer ble platene vasket med PBS-P, og der-
etter ble 50 ul peroksidasemerket anti-muse-IgG (KPL Co.),
fortynnet 5000 ganger med fysiologisk saltlgsning innehol-
dende 25 % "Block Ace" tilsatt til hver brenn. Etter reaksjon
ved romtemperatur i 2 timer ble platen vasket tre ganger med
PBS-P. Etter tilsetning av 50 pul av en enzymsubstratlesning
(TMB, ScyTek Co.) til hver brenn ble reaksjonen fortsatt ved
romtemperatur 1 5 minutter. Den enzymatiske reaksjon ble
stanset ved tilsetning av 50 pul av en termineringslesning
(stoppereagens, ScyTek Co.). Hybridomer som produserer anti-
stoffer som gjenkjenner humant sOBM eller muse-sOBM, ble
utvalgt ved & male absorbansen ved 450 nm i hver brenn ved
anvendelse av en mikroplateleser ("Immune Reader NJ2000",
Nippon InterMed Co.). Hybridomer som produserer antistoffer
med spesielt hey absorbans (ODgsonm) ble utvalgt. Kloning av

disse hybridomer ved hjelp av begrensende fortynning ble

‘gjentatt 3-5 ganger for & etablere stabile hybridomer. Hybri-

domer med spesielt hey antistoffproduktivitet ble utvalgt
blant de etablerte antistoffproduserende hybridomkloner.

Eksempel 32
Produksjon odg rensing av monoklonalt antistoff

De antistoffproduserende hybridomer fra eksempel
31, det vil si heyaffinitetsantistoffproduserende hybridomer
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som gjenkjenner humant sOBM og hybridomer som produserer et
antistoff med kryssreaktivitet til muse-sOBM, ble dyrket.
Hver hybridom ble implantert intraperitonealt i BALB/c-mus
(1 x 10% celler pr. mus), til hvilke pristan (Aldrich Co.)
tidligere var administrert én gang pr. uke. Etter ca. 2-

3 uker ble akkumulert ascites oppsamlet. Det monoklonale
antistoff som gjenkjenner humant sOBM ifglge foreliggende
oppfinnelse, eller bade det humane sOBM og muse—-sOBM, i
ascites ble renset i overensstemmelse med rensemetoden for
anti-OBM/sOBM-polyklonale antistoffer ved anvendelse av en
protein A-kolonne beskrevet i eksempel 28. Det rensede mono-
klonale antistoff ble sdledes oppnddd fra ascites ved hjelp
av protein A-kolonnekromatografi (Pharmacia Co.).

Eksempel 33
Antigenspesifisitet av monoklonalt antistoff

Antigenspesifisiteten av et monoklonalt antistoff
som spesifikt gjenkjenner humant sOBM og det monoklonale
antistoff som oppviser kryssreaktivitet med bade det humane
sOBM og muse—-sOBM, ble undersskt ved anvendelse av humant
sOBM, humant intakt OBM med et membranbindingsomrdde, muse-
sOBM og museintakt sOBM med et membranbindingsomréde. Det ble
oppnddd mer enn 30 typer monoklonalt antistoff. Resultatene
for flere representative antistoffer er vist i tabell 1. Som
et resultat ble det funnet at de fleste antihuman-sOBM-mono-—
klonale antistoffer som spesifikt gjenkjenner humant sOBM,
ogsé gjenkjenner det humane intakte OBM med et membran-
bindingsomrdde, men ikke muse-OBM og muse-intakt OBM med et
membranbindingsomrdde. P& den annen side ble det funnet at
kun noen f& monoklonale antistoffer som gjenkjenner bade det
humane sOBM og muse—-sOBM, ble oppnadd, og at disse anti-
stoffer oppviser kryssreaktivitet med bade det humane OBM og
muse—-0OBM. Disse resultater viser at det er et felles antigen-
gjenkjennelsessete, nemlig en felles epitop, i bade det
humane OBM og muse-0OBM. Basert pd det faktum at det anti-
human-sOBM-monoklonale antistoff fremstilt ved anvendelse av
det humane sOBM som et immunantigen ogsa likeledes gjenkjen-
ner humant OBM med et membranbindingsomréde, ble antihuman-
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sOBM-monoklonalt antistoff betegnet antihuman-OBM/sOBM-mono-
klonalt antistoff.

Tabell 1
Antistoff Antigen
hsOBM hOBM msOBM mOBM
H-OBM 1 + + - -
H-OBM 2 + + - -
H-OBM 3 + + - -
H-OBM 4 + + - -
H-OBM 5 + + - -
H-OBM 6 + + - -
H-OBM 7 + + - -
H-OBM 8 + + - -
H-OBM 9 + + + +
H-OBM 10 + + - -
H-OBM 11 + + - -
H-OBM 12 + + - -
H-OBM 13 + + + +
H-OBM 14 + + - -

hsOBM: humant leselig OBM

hOBM: humant membranbindingstype—-OBM
msOBM: museoppleselig OBM

mOBM: musemembranbindingstype—O0BM

Eksempel 34

Bestemmelse av klasse og underklasse for monoklonalt anti-
stoff

Klassen og underklassen for det monoklonale anti-
stoff ifslge foreliggende oppfinnelse ble bestemt ved hjelp
av immunglobulinklasse— og —-underklasseanalysesettet
(Amersham Co.) i overensstemmelse med den angitte protokoll.
Resultatene for representative monoklonale antistoffer er
vist i tabell 2. Som vist i tabell 2, var hovedmengden av
antihuman-0BM/sOBM-monoklonale antistoffer IgG;, de andre
var IgGs4 09 IgGsyp. Lette kjeder for alle antistoffer var k-
kjeder.




5

10

15

20

25

30

98

Tabell 2
Antistoff |IgG;, IgG;5 |IgGap |IgGs IgA K
H-OBM 8 - + - - - +
H-OBM 9 + - - - — +
H-OBM 10 + - - - - +
H-OBM 11 + - - - - +
H-OBM 12 - - + - - +
H-OBM 13 + - - - - +
H-OBM 14 + - - - - +

Eksempel 35
Méling av dissosiasjonskonstanten (Kg—verdi) for monoklonalt
antistoff

Dissosiasjonskonstanten for det monoklonale anti-
stoff ble malt i overensstemmelse med en kjent metode

(Betrand Friquet et al.: Journal of Immunological Methods,
77, 305-319, 1986). Det vil si at det rensede antistoff fra
eksempel 32 ble fortynnet med 0,4 M Tris-HCl-buffer (en
primer buffer, pH 7,4) inneholdende 40 % "Block Ace" og 0,1 %
Polysorbat 20, for & gi en konsentrasjon pa 5 ng/ml.
Legsningen ble blandet med et ekvivalent volum av en fortynnet
lesning av renset, humant, leselig OBM (hsOBM) fra eksempel
28 i den primzre buffer, med et konsentrasjonsomrade fra 6,25
til 10 pg/ml. Blandingen ble hensatt i 15 timer ved 4 °C for
4 binde hsOBM til det monoklonale antistoff. Etter 15 timer
ble antistoffet som ikke var bundet til hsOBM (10 pg/ml,

100 pl/brenn), malt ved anvendelse av en immobilisert fast-
fase-ELISA for & beregne dissosiasjonskonstanten for det
monoklonale antistoff mot hsOBM. Affiniteten til msOBM av et
antistoff, som er et monoklonalt antistoff for hsOBM og ogsa
oppviser kryssreaktivitet med muselsselig OBM (msOBM), ble
mdlt i overensstemmelse med den samme metode, med unntak av
at msOBM ble anvendt istedenfor hsOBM. Dissosiasjonskonstan-
tene for antistoffer som oppviser hoy affinitet for hvert
antigen, og som er anvendelige for enzymatisk immunanalyse og
bindingsanalyse, er vist i tabell 3.
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Tabell 3
Antistoff |Underklasse [Antigen |Dissosiasjonskonstant Kd (M)
H-OBM 1 1gG1 (K) hsOBM 1x 10" < kd <1 x 1071°
H-OBM 4 1gG, (k) hsOBM 1x10 %! <kd <1x 10710
H-OBM 9 1gG1 (k) hsoBM |1 x 10™% < kd < 1 x 1078
H-OBM 9 I1gG; (k) msOBM 1x 1078 <kd<1x1077

Som et resultat var dissosiasjonskonstantene (Kd)
for H-OBM 1 og H-OBM 4, som er antistoffene spesifikke for
humant leselig OBM (hsOBM), i sterrelsesordenen 10711 M,
hvilket indikerer den hgye affinitet til hsOBM. Pa den annen
side var Kd-verdien for antistoffet H-OBM 9, som gjenkjenner
bade hsOBM og muselgselig OBM (msOBM), i stgrrelsesordenen
1078 M til msOBM og 1 stgrrelsesordenen 107 M til hsOBM.
Dissosiasjonskonstanten for det andre antistoffet, som gjen-—
kjenner begge antigener i tabell 1, det vil si dissosiasjons-
konstanten for H-OBM 13 for hvert antigen, var dessuten den
samme som for H-OBM 9, og disse to antistoffer tilherer de
samme underklasser. Disse funn antyder muligheten for at de
er de identiske antistoffer som gjenkjenner den samme epitop
pa hvert antigen.

Eksempel 36
Malingsmetode for humant OBM og sOBM ved hijelp av sandwich-

ELISA ved anvendelse av _antihuman—-OBM/sOBM-monoklonale anti-

stoffer

En sandwich-ELISA ble konstruert ved anvendelse av
de to heyaffinitetsmonoklonale antistoffer fra eksempel 35,
henholdsvis H-OBM 1 og H-OBM 4, som et fastfaseantistoff og
et enzymmerket antistoff. Merking av antistoffet ble utfert
ved anvendelse av et maleimidaktivert peroksidasesett (Piers
Co.). Antistoffet, H-OBM 1, ble opplest i en 0,1 M natrium-
bikarbonatlegsning til en konsentrasjon pa 10 ug/ml, og 100 pl
av lgsningen ble tilsatt til hver brenn pa 96-brenners
immunoplater (Nunc Company). Etter henstand over natten ved
4 °C for & immobilisere antistoffet ble lesningen kastet, og
300 pl 50 % "Block Ace"-lgsning ble tilsatt til hver brenn pa
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platene. Hver brenn pd platene ble blokkert ved henstand ved
romtemperatur i 2 timer. Etter blokkering ble platene vasket
med fosfatbufret saltlesning inneholdende 0,1 % Polysorbat 20
(PBS-P). Humant OBM (hOBM) og humant lgselig OBM (hsOBM) ble
fortynnet med 0,4 M Tris-HCl-buffer, pH 7,4, inneholdende

40 % “"Block Ace" (Snow Brand Milk Products Co., Ltd.) og

0,1 % Polysorbat 20 (Wako Pure Chemicals Co., Ltd.) (den
forste reaksjonsbufferen), for & preparere testprover med
forskjellige konsentrasjoner. Disse testprever med forskjel-
lige konsentrasjoner ble tilsatt til hver brenn i en mengde
pd 100 pl pr. brenn og reagert med antistoffet H-OBM 1
immobilisert i hver brenn, ved inkubasjon ved romtemperatur i
2 timer. Etter 2 timer ble platene vasket med PBS-P. 100 ul
av en lesning av POD-merket H-OBM 4-antistoff i 0,2 M Tris-
HCl-buffer, pH 7,4, inneholdende 25 % "Block Ace" og 0,1 %
Polysorbat 20 (den andre reaksjonsbufferen), ble deretter
tilsatt til hver brenn, etterfulgt av ytterligere inkubasjon
ved romtemperatur i 2 timer. Platene ble deretter vasket med
PBS-P, og 100 pul av en enzymsubstratlesning (TMB, ScyTek Co.)
ble tilsatt til hver brenn for a4 starte enzymreaksjonen.
Enzymreaksjonen ble terminert ved tilsetning av 100 pl av en
reaksjonstermineringslesning (stoppereagens, ScyTek Co.) til
hver brenn. Absorbansen i hver brenn ved 450 nm ble malt ved
anvendelse av en mikroplateleser. Resultatene er vist i figur
27.

Som et resultat ble det bekreftet at sandwich-ELISA
konstruert ved anvendelse av de to antihuman-OBM/sOBM-mono-—
klonale antistoffer, H-O0BM 1 og H-OBM 4, med hey affinitet
for humant OBM/sOBM fremstilt i eksempel 35, i samme grad
gjenkjenner humant OBM og humant sOBM og er i stand til &
méle en meget liten mengde humant OBM eller humant sOBM ved
en kvantitativ grense pa ca. 1,25 x 1073 til 2,5 x
10-3 pmol/ml (ca. 50-100 pg/ml for humant OBM med en mole-
kylvekt pd 40 kDa, ca. 40-80 pg/ml for humant sOBM med en
molekylvekt pad 32 kDa). Hybridomene som produserer disse to
antihuman—-OBM/sOBM-monoklonale antistoffer, H-OBM 1 og H-OBM
4, ble henholdsvis betegnet H-OBM 1 og H-OBM 4. Hybridomen
som produserer antihuman-O0BM/sOBM-monoklonalt antistoff (H-
OBM 9) som gjenkjenner muse-OBM og muse-sOBM, og ogsd har en
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aktivitet som inhiberer osteoklastdannelse, ble betegnet H-
OBM 9. Disse hybridomer ble deponert hos the National Insti-
tute of Bioscience and Human Technology, the Agency of
Industrial Science and Technology, 5. november 1993, med
deponeringsnumrene FERM BP-6264 (H-OBM 1), FERM BP-6265 (H-
OBM 4) og FERM BP-6266 (H-OBM 9).

Eksempel 37

Madling av muse—-0BM og muse-soBM ved anvendelse av_antihuman-—
OBM/sOBM-monoklonalt antistoff som gjenkjenner muse—OBM og
muse—sOBM

En sandwich-ELISA ble konstruert ved anvendelse av
det antihuman-OBM/sOBM-monoklonale antistoff, H-OBM 9, som
gjenkjenner muse-OBM og muse-sOBM oppnadd som et fastfase-
antistoff i eksemplene 33 og 35, og det antimus-OBM/sOBM-—
polyklonale antistoff som et enzymmerket antistoff oppnddd i
eksempel 28. Muse—0OBM og muse—-sOBM ble fortynnet med den
forste reaksjonsbufferen for a gi forskjellige konsentra-
sjoner, pd samme mdte som i eksempel 35, og sOBM ble deretter
malt i overensstemmelse med metoden beskrevet i eksempel 36.
Resultatene er vist i figur 28. Som et resultat ble det
funnet at muse—-OBM og muse—-sOBM likeledes kan madles ved
anvendelse av H-OBM 9, som er det antihuman-OBM/sOBM-mono-
klonale antistoff som gjenkjenner muse-OBM og muse-sOBM
ifelge foréliggende oppfinnelse. Som vist ved resultatene fra
eksempel 35, har dette antihuman-0OBM/sOBM-monoklonale anti-
stoff, H-OBM 9, en hey dissosiasjonskonstant i forhold til
muse-sOBM, nemlig en forholdsvis lav affinitet for muse-sOBM.
Sensitiviteten for mdlingen av muse—OBM (molekylvekt ca.

40 kDa) og muse-sOBM (molekylvekt ca. 32 kDa) med denne
ELISA-analyse var ca. 25 x 10”3 pmol/ml (ca. 1 ng/ml for
muse-OBM og ca. 0,8 ng/ml for muse—sOBM).

Eksempel 38
Osteoklastogeneseinhibitorisk aktivitet av anti-OBM/sOBM-
antistoff

Det er kjent at osteoklastlignende celler (OCL)
induseres ved samkultur av musemiltceller og ST2-celler
(musebenmargavledede stromaceller; Ehdocrinology, 125, 1805-
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1813 (1989)). Evnen hos anti-OBM/sOBM-antistoffet til &
inhibere OCL-dannelsen nar det tilsettes til samkultur-
systemet, ble undersgkt. Fordi muse-OBM uttrykkes i dette
samkultursystem, ble et kanin-antimus-OBM/sOBM-polyklonalt
antistoff som gjenkjenner muse—-0BM, og et antihuman-OBM/sOBM-
monoklonalt antistoff (H-OBM 9) som gjenkjenner bdde humane

- OBM- og muse—0OBM-antigener, anvendt som antistoffer i dette

eksemplet. 700 pl pr. brenn av hvert anti-OBM-antistoff,
seriefortynnet med a-DMEM inneholdende 10 % FCS, og

350 pl/brenn hannmus-splenocytter (2 x 105/ml) suspendert i
det samme medium som beskrevet ovenfor, ble tilsatt til hver
brenn pd en 24-brenners plate (Nunc). ST2-celler som var
behandlet med trypsin og suspendert i det ovennevnte kultur-
medium inneholdende 4 x 10™% M vitamin D; og 4 x 1077 M
dexametason (8 x 10? celler/ml), ble deretter tilsatt til
hver brenn i en mengde pd 350 pul/brenn, etterfulgt av dyrking
i 6 dager ved 37 °C. Etter at platene var vasket én gang med
PBS ble cellene i hver brenn fiksert med en blanding av
etanol og aceton (50:50) i 1 time ved romtemperatur. Platene
ble terket i luft, og 500 ul substratlesning ble tilsatt til
hver brenn i overensstemmelse med protokollen ifslge "LEUKO-
CYTE ACID PHOSPHATASE kit" (Sigma Co.), etterfulgt av inkuba-
sjon i 55 minutter ved 37 °C. Kun de celler som oppviser vin-
syreresistent, sur fosfataseaktivitet (TRAP-aktivitet), som
er en spesifikk marker for osteoklaster, ble farget i denne
reaksjonen. Platene ble vasket én gang med destillert vann og
terket i luft, og antall TRAP-positive celler ble tellet.
Resultatene er vist 1 tabell 4. Som vist i tabell 4,
inhiberte bide det kanin-antimus-OBM/sOBM-polyklonale anti-
stoff og det antihuman-OBM/sOBM-monoklonale antistoff, H-OBM
9, som gjenkjenner muse-OBM, OCL-dannelse p& en doseavhengig
midte. Disse antistoffer ble funnet & besitte osteoklasto-
geneseinhiberende aktivitet, p& samme madte som osteoklasto-
geneseinhibitorisk faktor, OCIF/OPG, og er saledes lovende
som terapeutiske midler for behandling av symptomer pa ben-
metabolismeabnormalitet.
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Tabell 4
Mengde antistoff Antall TRAP-positive multinukleater
(ng/ml)
Kanin-antimus-— Mus—-antihuman-
OBM/sOBM-polyklonalt [OBM/sOBM-monoklonalt
antistoff antistoff (H-OBM 9)
0 1155 + 53 1050 + 45
10 510 + 24 650 £ 25
100 10 + 3 15 =+ 4

(Gj.snitt + standardavvik, n 3)
Eksempel 39
Aktivitet som induserer human osteoklastdannelse for Trx—OBM
Mononuklezre celler ble preparert fra helt blod
innsamlet fra venen til en frisk, voksen person ved hjelp av
densitetsgradientsentrifugering ved anvendelse av Histopaque
(Sigma Co.) i overensstemmelse med den vedlagte protokoll. De
mononukleazre celler ble suspendert ved en celletetthet pa
p& 1,3 x 10%/ml i a-MEM inneholdende 10~’ M dexametason,
200 ng/ml makrofagkolonistimulerende faktor (The Green Cross
Corp.), 10 % bovint fosterserﬁm og renset Trx-OBM (0-100 ng/
ml), fremstilt i eksempel 15. Cellesuspensjonen ble tilsatt
til hver brenn pa 4B-brenners plater i en mengde pa 300 pl
pr. brenn, og cellene ble dyrket ved 37 °C i 3 dager. Etter
at kulturlesningen var erstattet med det ovennevnte kultur-
medium, ble cellene dyrket ved 37 °C i 4 dager. De dyrkede
celler med vinsyreresistent, sur fosfataseaktivitet (TRAP-
aktivitet) ble selektivt farget i overensstemmelse med
metoden beskrevet i eksempel 5, Antallet fargede multi-
nukleater ble malt ved mikroskopisk observasjon. Resultatene
er vist i fiqur 29. Det ble bekreftet at TRAP-positive multi-
nukleater ble indusert pd en doseavhengig mate ved tilsetning
av Trx-OBM, mens ingen TRAP-positive celler ble pavist i
bregnnene som ikke var tilsatt Trx-OBM. Disse TRAP-positive
multinukleater ble dessuten funnet a vare positive overfor
vitronektinreseptor, som er en marker for osteoklaster. Nar

en lignende celledyrkning ble utfert pd elfenbensskiver
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plassert i hver brenn pd en 48-bregnners plate, ble det dess-
uten kun observert dannelse av hull pad elfenbensskivene i
narvar av Trx-OBM. Basert pd disse funn ble Trx-OBM antatt &
ha en aktivitet som induserer dannelse av humane osteo-—
klaster.

Eksempel 40

Inhibering av_benresorpsjonsaktivitet med anti-OBM/sOBM-
antistoff

[45Ca]—CaC12—lzsning (Amersham Co.) ble injisert
subkutant i ddY-mus (Japan SLC Co.) pa graviditetsdag 15, i
en dose pa 25 uCi pr. mus, for & merke fosterets ben med
45ca. Fosterets forben ble fjernet, og hud og muskulatur ble
fjernet for & isolere de lange knokler. Brusken ble fjernet
for & isolere benpipene. Benpipene ble en etter en lagt ned i
0,5 ml kulturmedium (BGJb—medium (GIBCO BRL Company) inne-
holdende 0,2 % bovint serumalbumin (Sigma Co.)) i hver brenn
pa 24-brenners plater og dyrket i 24 timer ved 37 °C 1 5 %
CO,. Etter forhdndsdyrkningen ble benene overfert til for-
skjellige friske kulturmedier (0,5 ml), som hver inneholdt én
av forskjellige benresorpsjonsfaktorer (vitamin D3, prosta-
glandin E,;, paratyreoidhormon, interleukin la) og normalt
kanin-IgG (100 pg/ml; som en kontroll), eller det kanin-anti-
OBM/sOBM-polyklonale antistoff fremstilt i eksempel 28,
etterfulgt av ytterligere dyrkning i 72 timer. Etter
dyrkningen ble benpipene plassert i 0,5 ml av en vandig
lgsning av 5 % trikloreddiksyre (Wako Pure Chemicals Co.,
Ltd.) og hensatt ved romtemperatur i mer enn 3 timer for
avkalking. 5 ml av en scintillator (AQUASOL-2, PACKARD Co.)
ble tilsatt til kulturlesningen og ekstraktet av triklor-
eddiksyrelesningen (begge 0,5 ml) for & médle radioaktiviteten
fra 45ca, hvorved mengdeandelen av 45ca som ble frigjort i
kulturlesningen pa grunn av benresorpsjon ble beregnet.
Resultatene er vist i figurene 30-33. Som et resultat ble
vitamin D3 (10”8 M) funnet & gke benresorpsjonsaktiviteten,
men det kanin-anti-OBM/sOBM-polyklonale antistoff undertrykte
benresorpsjonen stimulert av vitamin D3 pd en konsentra-
sjonsavhengig méte og inhiberte fullstendig den ekte ben-

resorpsjon ved en konsentrasjon pa 100 ug/ml (figur 30).
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Prostaglandin E, (10'6 M) og paratyreoidhormon (100 ng/ml)
okte ogsa benresorpsjonsaktiviteten. 100 pg/ml av det kanin-
anti-OBM/sOBM-polyklonale antistoff inhiberte imidlertid
nesten fullstendig benresorpsjonen stimulert av prostaglandin
E, og paratyreoidhormon (figurene 31 og 32). P& den annen
side ga normalt kanin-IgG (100 pl/ml), som ble anvendt som en
positiv kontroll, ingen pavirkning av benresorpsjonsaktivi-
teten indusert av prostaglandin E; og paratyreoidhormon.
Benresorpsjon ble ogsa skt av interleukin la (10 ng/ml), men
ble inhibert signifikant ved tilsetning av kanin-anti-
OBM/sOBM-polyklonalt antistoff (100 pg/ml) (figur 23). Basert
pa disse resultater er det klart at antistoffet ifelge fore-
liggende oppfinnelse er en utmerket benresorpsjonsinhibitor.
Resultatene oppnddd med et lignende eksperiment ved anven-—
delse av H-OBM 9, som er et mus—-antihuman-OBM/sOBM-antistoff,
bekreftet at dette antistoff viser en nesten ekvivalent ben-
resorpsjonsinhiberende effekt som det kanin-anti-OBM/sOBM-
polyklonale antistoff.

Industriell anvendelighet

Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer et nytt
protein som spesifikt bindes til osteoklastogeneseinhibi-
torisk faktor (OCIF), en fremgangsmdte for fremstilling av
proteinet, en screeningsmetode for et stoff som kontrollerer
ekspresjon av dette protein ved anvendelse av dette protein,
en screeningsmetode for et stoff som inhiberer eller modu-
lerer aktiviteten av dette protein, en screeningsmetode for
reseptoren som overfgrer aktiviteten av dette protein ved &
bindes til dette, et farmassytisk preparat som inneholder
stoffet oppnaddd ved disse screeningsmetoder, et antistoff for
proteinet og et middel for behandling av unormal benmeta-
bolisme ved anvendelse av antistoffet.

Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer dessuten et
DNA som koder for et nytt protein (OCIF-bindingsmolekyl) som
bindes til osteoklastogeneseinhibitorisk faktor (OCIF), et
protein med en aminosyresekvens kodet for av DNA, en metode
for fremstilling av proteinet som spesifikt bindes til OCIF
ved anvendelse av dette DNA ved hjelp av en genteknologisk
teknikk, og et middel som omfatter proteinet for behandling
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av unormal benmetabolisme. Oppfinnelsen tilveiebringer dess-
uten en screeningsmetode for et stoff som kontrollerer
ekspresjon av OCIF-bindingsmolekylet, en screeningsmetode for
et stoff som inhiberer eller modulerer aktiviteten av OCIF-

. bindingsmolekylet ved & bindes til dette, en screeningsmetode

for reseptoren som overfgrer aktiviteten av OCIF-bindings-
molekylet ved & bindes til dette, og et farmaseytisk preparat
som inneholder stoffet fremstilt ved disse screeningsmetoder.

Oppfinnelsen tilveiebringer dessuten et DNA som
koder for et nytt humant protein som er i stand til & bindes
til osteoklastogeneseinhibitorisk faktor, OCIF (humané OCIF-
bindingsmolekyl, humant OBM), et protein som inneholder en
aminosyresekvens kodet for av dette DNA, en fremgangsmite for
fremstilling av et protein med karakteristika for spesifikk
binding til OCIF, og som oppviser en biologisk aktivitet som
understotter og fremmer differensieringen og modningen av
osteoklaster ved hjel av genteknologi, og et middel for
behandling av unormal benmetabolisme ved anvendelse av
proteinet. Oppfinnelsen tilveiebringer dessuten en
screeningsmetode for et stoff som kontrollerer ekspresjon av
OCIF-bindingsmolekylet, en screeningsmetode for et stoff som
inhiberer eller modulerer aktiviteten av OCIF-bindingsmole-
kylet ved & bindes til dette, en screeningsmetode for resep-
toren som overferer den biologiske aktivitet av OCIF-
bindingsmolekylet ved & bindes til dette, et farmaseytisk
preparat som inneholder stoffet fremstilt ved disse
screeningsmetoder, et antistoff mot humant OCIF-bindings-—
protein, og et middel for forebyggelse og/eller behandling av
symptomer pa unormal benmetabolisme ved anvendelse av anti-
stoffet.

Oppfinnelsen tilveiebringer dessuten antistoffer
som gjenkjenner begge antigener (anti-OBM/sOBM-antistoffer),
der det ene er et membranbundet protein som spesifikt bindes
til OCIF (OCIF-bindingsmolekyl; OBM) og det andre er et opp-
loselig OBM (sOBM) som ikke inneholder et membranbindings-—
omrade, en fremgangsmdte for fremstilling av antigenet, en
fremgangsmdte for mdling av OBM og sOBM ved anvendelse av
disse antistoffer, og et middel for forebyggelse og/eller
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behandling av symptomer pa unormal benmetabolisme ved anven-
delse av antistoffet som en effektiv komponent.

Proteinet og antistoffet fremstilt ved fremgangs-

matene ifelge foreliggende oppfinnelse er anvendelige som

medisiner og/eller reagenser for forsknings— og testformdl.
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Sequence ID No. 1
Sequence Length: 316
Sequence Type: amino acid
Strandedness: 1

Topology: linear
Molecule Type: protein

Sequence:

Met Arg Arg Ala Ser Arg Asp Tyr Gly Lys Tyr Leu Arg Ser Ser

1 5 10 15
Glu Glu Met Gly Ser Gly Pro Gly Val Pro His Glu Gly Pro Leu
20 % 30

His Pro Ala Pro Ser Ala Pro Ala Pro Ala Pro Pro Pro Ala Ala
35 40 ' 45

Ser Arg Ser Met Phe Leu Ala Leu Leu Gly Leu Gly Leu Gly Gln

50 55 60

Val Val Cys Ser Ile Ala Leu Phe Leu Tyr Phe Arg Ala Gln Met
65 70 75

Asp Pro Asn Arg Ile Ser Glu Asp Ser Thr His Cys Phe Tyr Arg
80 85 90

Ile Leu Arg Leu His Glu Asn Ala Gly Leu Gln Asp Ser Thr Leu
% 100 105




110,

Glu Ser Glu Asp Thr Leu Pro Asp Ser Cys Arg Arg Het Lys Gln
110 115 ' 120
Ala Phe Gln Gly Ala Val GIn Lys Glu Leu GIn His [le Val Gly
125 130 135
Pro Gln Arg Phe Ser Gly Ala Pro Ala Met Met Glu Gly Ser Trp
140 145 _ 150
Leu Asp Val Ala Gln Arg Gly Lys Pro Glu Ala Gln Pro Phe Ala
155 160 165

His Leu Thr Ile Asn Ala Ala Ser [le Pro Ser Gly Ser His Lys
170 175 180,
Val Thr Leu Ser Ser Trp Tyr His Asp Arg Gly Trp Ala Lys Ile
185 190 195

Ser Asn Met Thr Leu Ser Asn Gly Lys Leu Arg Val Asn Gln Asp
200 205 - 210
Gly Phe Tyr Tyr Leu Tyr Ala Asn Ile Cys Phe Arg His His Glu
215 220 - 225
Thr Ser Gly Ser Val Pro Thr Asp Tyr Leu Glan Leu Met Val Tyr
. | 230 . 235 . 240
Val Val Lys Thr Ser Ile Lys Ile Pro Ser Ser His Asn Leu Met
| 245 om0 255
Lys Gly Gly Ser Thr Lys Asn Trp Ser Gly Asn Ser Glu Phe His
| 260 265 - 270
Phe Tyr Ser Ile Asn Val Gly Gly Phe Phe Lys Leu Arg Ala Gly
275 280 285
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Glu Glu [le Ser Ile Gln Val Ser Asn Pro Ser Leu Leu Asp Pro
290 295 300

Asp GIn Asp Ala Thr Tyr Phe Gly Ala Phe Lys Val GIn Asp [le

305 310 315
Asp
316
Sequence ID No. 2
Sequence Length: 1538
Sequence Type: nucleic acid
Straqdedness: 1
Topology: linear
Molecule Type: cDNA to mRNA

Sequence:

GCCAGGACCT CTGTGAACCG GTCGGGGCGG GGGCCGCCTG GCCGGGAGTC TGCTCGGUGG
TGGGTGGCCG AGGAAGGGAG AGAACGATCG CGGAGCAGGG CGCCCGAACT CCGGGCGCCG
CGCCATGCGC CGGGCCAGCC GAGACTACGG CAAGTACCTG CGCAGCTCGG AGGAGATGGG
CAGCGGCCCC GGCGTCCCAC ACGAGGGTCC GCTGCACCCC GCGCCTTCTG CACCGGCTCC
GGCGCCGCCA CCCGCCGCCT CCCGCTCCAT GTTCCTGGCC CTCCTGGGGC TGGGACTGGG
CCAGGTGGTC TGCAGCATCG CTCTGTTCCT GTACTTTCGA GCGCAGATGG ATCCTAACAG
AATATCAGAA GACAGCACTC ACTGCTTTTA TAGAATCCTG AGACTCCATG AAAACGCAGG
TTTGCAGGAC TCGACTCTGG AGAGTGAAGA CACACTACCT GACTCCTGCA GGAGGATGAA
ACAAGCCTTT CAGGGGdbCG TGCAGAAGGA ACTGCAACAC ATTGTGGGGC CACAGCGCTT
CTCAGGAGCT CCAGCTATGA TGGAAGGCTC ATGGTTGGAT GTGGCCCAGC GAGGCAAGCC

120
180
240
300
360
420
480
540
600
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TGAGGCCCAG CCATTTGCAC ACCTCACCAT CAATGCTGCC AGCATCCCAT CGGGTTCCCA
TAAAGTCACT CTGTCCTCTT GGTACCACGA TCGAGGCTGG GCCAAGATCT CTAACATGAC
GTTAAGCAAC GGAAAACTAA GGGTTAACCA AGATGGCTTC TATTACCTGT ACGCCAACAT
TTGCTTTCGG CATCATGAAA CATCGGGAAG CGTACCTACA GACTATCTTC AGCTGATGGT
GTATGTCGTT AAAACCAGCA TCAAAATCCC AAGTTCTCAT AACCTGATGA AAGGAGGGAG
CACGAAAAAC TGGTCGGGCA ATTCTGAATT CCACTTTTAT TCCATAAATG TTGGGGGATT
TTTCAAGCTC CGAGCTGGTG AAGAAATTAG CATTCAGGTG TCCAACCCTT CCCTGCTGGA
TCCGGATCAA GATGCGACGT ACTTTGGGGC TTTCAAAGTT CAGGACATAG ACTGAGACTC
ATTTCGTGGA ACATTAGCAT GGATGTCCTA GATGTTTGGA AACTTCTTAA AAAATGGATG
ATGTCTATAC ATGTGTAAGA CTACTAAGAG ACATGGCCCA CGGTGTATGA AACTCACAGC
CCTCTCTCTT GAGCCTGTAC AGGTTGTGTA TATGTAAAGT CCATAGGTGA TGTTAGATTC
ATGGTGATTA CACAACGGTT TTACAATTTT GTAATGATTT CCTAGAATTG AACCAGATTG
GGAGAGGTAT TCCGATGCTT ATGAAAAACT TACACGTGAG CTATGGAAGG GGGTCAfAGT
CTCTGGGTCTyAACCCCTGGA CATGTGCCAC TGAGAACCTT GAAATTAAGA GGATGCCATG

TCATTGCAAA GAAATGATAG TGTGAAGGGT TAAGTTCTTT TGAATTGTTA CATTGCGCTG.

GGACCTGCAA ATAAGTTCTT TTTTTCTAAT GAGGAGAG

Sequence ID No. 3

Sequence Length: 21

Sequence Type: nucleic acid

Strandedness: 1

Topology: linear

Molecule Type: other nucleic acid (synthetic DNA)

Sequence:

660
726
780
840
900 -
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1538
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AAACGCARAA AACCAGAAAG G 21

Sequence ID No. 4

Sequence Length: 17

Sequence Type: nucleic acid

Strandedness: 1

Topology: linear

Molecule Type: other nucleic acid (synthetic DNA)

'éequence :
GTAAAACGAC GGCCAGT 17

Sequence ID No. 5

Sequence Length: 17

Sequence Type: npcleic acid

Strandedness: 1 |

Topology: linear

Molecule Type: other nucleic acid (synthetic DNA)

Sequence:
CAGGAAACAG CTATGAC 17

Sequence ID No. 6

Sequence Length: 22
Sequence Type: nucleic acid
Strandedness: 1

Topology: linear
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Molecule Type: other nucleic acid (synthetic DNA)

Sequence:
AAGCCCCAAA GTACGTCGCA TC ‘22

Sequence ID No. 7

Sequence Length: 26

Sequence Type: nucleic acid

Strandedness: 1

Topolegy: linear

Molecule Type: other nucleic acid (synthetic DNA)

Sequence:
CGAAGCTTTC GAGCGCAGAT GGATCC ' 26

Sequence ID No. 8

Sequence Length: 27

Sequence Type: nucleic acid

Strandedness: 1 |

Topology: linear

Molecule Type: other nucleic acid (synthetic DNA)

Sequence:
CCTCTAGAGT CTATGTCCTG AAGTTTG 27

Sequence ID No. 9

Sequence Length: 20



Sequence Type: nucleic acid

Strandedness: 1

Topology: linear

Molecule Type: other nucleic acid (synthetic DNA)

Sequence:
ATCAGAAGAC AGCACTCACT ' 20

Sequence ID No. 10

Sequence Length: 33

Sequence Type: nucleic-acid

Strandedness: 1 '

Topology: linear

Molecule Type: other nucleic agid (synthetic DNA)

Sequence:"
GGGGTCGACC TAGGACATCC ATGCTAATGT TCC 33

Sequence ID No. 11
Sequence Length: 317
Sequence Type: amino acid
Strandedness: 1

Topology: linear
Molecule Type: protein

Sequence:
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Met Arg Arg Ala Ser Arg Asp Tyr Thr Lys Tyr Leu Arg Gly Ser Glu
5 10 15
Glu Met Gly Gly Gly Pro Gly Ala Pro His Glu Gly Pro Leu His Ala
2 25 30
Pro Pro Pro Pro Ala Pro His Gln Pro Pro Ala Ala Ser Arg Ser Met
35 40 45
Phe Val Ala Leu Leu Gly Leu Gly Leu Gly Gln Val Val Cys Ser Val
50 55 60
Ala Leu Phe Phe Tyr Phe Arg Ala Gln Met Asp Pro Asn Arg Ile Ser
.69 10 75 | 80
Glu Asp Gly Thr His Cys [le Tyr Arg Ile Leu Arg Leu His Glu Asn
85 _ 90 95
Ala Asp Phe Gln Asp Thr Thr Leu Glu Ser Gln Asp Thr Lys Leu [le
100 105 110
Pro Asp Ser Cys Arg Arg [le Lys Gln Ala Phe Gln Gly Ala Val Gln
115 120 125
Lys Glu Leu Gln His Ile Val Gly Ser Gln His Ile Arg Ala Glu Lys
130 ' 135 140
Ala Met Val Asp Gly Ser Trp Leu Asp Leu Ala Lys Arg Ser Lys Leu
145 : 150 155 160
Glu Ala Gln Pro Phe Ala His Leu Thr [le Asa Ala Thr Asp Ile Pro
165 170 175
Ser Gly Ser His Lys Val Ser Leu Ser Ser Trp Tyr His Asp Arg Gly
180 . 185 - 190
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Trp Ala Lys Ile Ser Asn Met Thr Phe Ser Asn Gly Lys Leu Ile Val
195 200 205
Asn Gln Asp Gly Phe Tyr Tyr Leu Tyr Ala Asa Ile Cys Phe Arg His
210 215 220
His Glu Thr Ser Gly Asp Leu Ala Thr Glu Tyr Leu GIn Leu Met Val
225 230 235 T 240
Tyr Val Thr Lys Thr Ser Ile Lys Ile Pro Ser Ser HisAThr Leu Met
25 . 250" 255
Lys Gly Gly Ser Thr Lys Tyr Trp Ser Gly Asm Ser Glu Phe His Phe
260 | 265 | 270
Tyr Ser Ile Asn Val Gly Gly Phe Phe Lys Leu Arg Ser Gly Glu Glu
275 280 285
Ile Ser Ile Giu Val Ser Asn Pro Ser Leu Leu Asp Pro Asp-Gln Asp
290 295 - 300 ‘
Ala Thr Tyr Phe Gly Ala Phe Lys Val Arg Asp [le Asp
305 310 315

Sequence ID No. 12

Sequence Length: 954
Sequence Type: nucleic acid
Strandedness: 1

Topology: linear

Molecule Type: cDNA to mRNA

Sequence:



ATGCGCCGCG CCAGCAGAGA CTACACCAAG TACCTGCGTG GCTCGGAGGA GATGGGCGGC
GGCCCCGGAG CCCCGCACGA GGGCCCCCTG CACGCCCCGC CGCCGCCTGC GCCGCACCAG
CCCCCTGCCE CCTCCCGCTC CATGTTCCTG GCCCTCCTCS GGCTGESGCT GGGCCAGGTT
" GTCTGCAGCG TCGCCCTGTT CTTCTATTIC AGAGCGCAGA TGGATCCTAA TAGAATATCA
GAAGATGGCA  CTCACTGCAT TTATAGAATT TTGAGACTCC ATGAAAATGC AGATTTTCAA
GACACAACTC TGGAGAGTCA AGATACAAAA TTAATACCTG ATTCATGTAG GAGAATTAAA
CAGGCCTTTC AAGGAGCTGT GCAAAAGGAA TTACAACATA TCGTTGGATC ACAGCACATC
AGAGCAGAGA AAGCGATGGT GGATGGCTCA TGGTTAGATC TCGCCAAGAG GAGCAAGCTT
GAAGCTCAGC CTTTTGCTCA TCTCACTATT AATGCCACCG ACATCCCATC TGGTTCCCAT
AMAGTGAGTC TGTCCTCTTG GTACCATGAT CGGGGTTGGG CCAAGATCTC CAACATGACT
TTTAGCAATG GAAAACTAAT AGTTAATCAG GATGGCTTTT ATTACCTGTA TGCCAACATT
TGCTTTCGAC ATCATGAAAC TTCAGGAGAC CTAGCTACAG AGTATCTTCA ACTAATGGTG
TACGTCACTA AAACCAGCAT CAAAATCCCA AGTTCTCATA CCCTGATGAA AGGAGGAAGC
ACCAAGTATT GGTCAGGGAA TTCTGAATTC CATTTTTATT CCATAAACGT TGGTGGATTT
TTTAAGTTAC GGTCTGGAGA GGAAATCAGC ATCGAGGTCT CCAACCCCTC CTTACTGGAT
CCGGATCAGG ATGCAACATA CTTTGGGGCT TTTAAAGTTC GAGATATAGA TTGA

Sequence ID No. 13

Sequence Length: 27

Sequence Type: nucleic acid

Strandedness: 1

Topology: linear

Molecule Type: other nucleic acid (syﬁthetic DNA)

Sequence:

60
120
130
240 |
300
360
420
430
540
600
660
720
780
840
900
954
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GGCGTACGCA GAGCGCAGAT GGATCCT 27

Sequence ID No. 14

Sequence Length: 34

Sequence Type: nucleic acid

Strandedness: 1

Topology: linear

Molecule Type: other nucleic acid (synthetic DNA)

Sequence:
GGGGTCGACC ATCCAGGAAA TATCATAACA CTCC 34

Sequence ID No. 15

Sequence Length: 951
Sequence Type: nucieic acid
Strandedness: 1

Topology: linear

Molecule Type: cDNA to mRNA

Sequence:

ATGCGCCGGG CCAGCCGAGA CTACGGCAAG TACCTGCGCA GCTCGGAGGA GATGGGCAGC
GGCCCCGGCG TCCCACACGA GGGTCCGCTG CACCCCGCGC CTTCTGCACC GGCTCCGGCG
CCGCCACCCG CCGCCTCCCG CTCCATGTTC CTGGCCCTCC TGGGGCTGGG ACTGGGCCAG
GTGGTCTGCA GCATCGCTCT GTTCCTGTAC TTTCGAGCGC AGATGGATCC TAACAGAATA
TCAGAAGACA GCACTCACTG CTTTTATAGA ATCCTGAGAC TCCATGAAAA CGCAGGTTTG
CAGGACTCGA CTCTGGAGAG TGAAGACACA CTACCTGACT CCTGCAGGAG GATGAAACAA
GCCTTTCAGG GGGCCGTGCA GAAGGAACTG CAACACATTG TGGGGCCACA GCGCTTCTCA

120
180
240
300
360
420



GGAGCTCCAG CTATGATGGA AGGCTCATGG TTGGATGTGG CCCAGCGAGG CAAGCCIGAG
GCCCAGCCAT TTGCACACCT CACCATCAAT GCTGCCAGCA TCCCATCGGG TTCCCATAAA
GTCACTCTGT CCTCTTGGTA CCACGATCGA GGCTGGGCCA AGATCTCTAA CATGACGTTA
AGCAACGGAA AACTAAGGGT TAACCAAGAT GGCTTCTATT ACCTGTACGC CAACATTTGC
TTTCGGCATC ATGAAACATC GGGAAGCGTA CCTACAGACT ATCTTCAGCT GATGGTGTAT
GTCGTTAAAA CCAGCATCAA AATCCCAAGT TCTCATAACC TGATGAAAGG AGGGAGCACG
AAAMACTGGT CGGGCAATTC TGAATTCCAC TTTTATTCCA TAAATGTTGG GGGATTITTC
AAGCTCCGAG CTGGTGAAGA AATTAGCATT CAGGTGTCCA ACCCTTCCCT GCTGGATCCG
GATCAAGATG CGACGTACTT TGGGGCTTTC AAAGTTCAGG ACATAGACTG A

Sequence ID No. 16
Seéuence Length: 244
Sequence Type: amino acid
Strandedness: 1

Topology: linear

Molecule Type: protein

Sequence:

480
540
600
660
720
780
840
900
951

Ala GIn Met Asp Pro Asn Arg Ile Sef Glu Asp Ser Thr His Cys Phe
1 5 _ 10 ‘15
Tyr Arg Ile Leu Arg Leu His Glu Asn Ala Gly Leu Gln Asp Ser Thr
20 25 30
Leu Glu Ser Glu Asp Thr Leu Pro Asp Ser Cys Arg Arg Met Lys Gln
35 - 40 45
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Ala Phe Gln Gly Ala Val Gln Lys Glu Leu Gla His Ile Val Gly Pro
50 55 60

Gln Arg Phe Ser Gly Ala Pro Ala Met Met Glu Gly Ser Trp Leu Asp

65 70 (4] 80

Val Ala Gln Arg Gly Lys Pro Glu Ala Gln Pro Phe Ala His Leu Thr
;- 90 95

[le Asn Ala Ala Ser Ile Pro Ser Gly Ser His Lys Val Thr Leu Ser
100 105 110

Ser Trp Tyr His Asp Arg Gly Trp Ala Lys Ile Ser Asn Met Thr Leu

115 120 125
Ser Asn Gly Lys Leu Arg Val Asn Gln Asp Gly Phe Tyr Tyr Leu Tyr

| 130 135 - 140

Ala Asn Ile Cys Phe Arg His His Glu Thr Ser Gly Ser Val Pro Thr

145 - 150 155 160

Asp Tyr Leu Gln Leu Met Val Tyr Val Val Lys Thr Ser [le Lys Ile

165 170 175

Pro Ser Ser His Asn Leu Met Lys Gly Gly Ser Thr Lys Asn Trp Ser
180 185 : 190

Gly Asn Ser Glu Phe His Phe Tyr Ser Ile Asn Val Gly Gly Phe Phe

195 200 _ 205
Lys Leu Arg Ala Gly Glu Glu Ile Ser Ile Gln Val Ser Asn Pro Ser
210 215 220
Leu Leu Asp Pro Asp Gln Asp Ala Thr Tyr Phe Gly Ala Phe Lys Val
225 230 235 240
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Gln Asp Ile Asp

Sequence ID No. 17
Sequence Length: 246
Sequence Type: amino acid
Strandedness: 1

Topology: linear
Molecule Type: protein

Sequence:

Ala Gln Met Asp Pro Asn Arg Ile Ser Glu Asp Gly Thr His Cys Ile
1 : ) " 10 ' 15
Tyr Arg Ile Leu Arg Leu His Glu Asn Ala Asp Phe Gla Asp Thr Thr
20 ' 25 30
Leu Glu Ser Gla Asp Thr Lys Leu [le Pro Asp Ser Cys Arg Arg Ile
35 : 40 45
Lys Gln Ala Phe Glo Gly Ala Val Gln Lys Glu Leu Gln His [le Val
50 . 95 60
Gly Ser Gln His Ile Arg Ala Glu Lys Ala Met Val Asp Gly Ser Trp
65 70 7 80 |
Leu Asp Leu Ala Lys Arg Ser Lys Leu Glu Ala Gla Pro Phe Ala His
85 %0 . 95
Leu Thr [le Asn Ala Thr Asp Ile Pro Ser Gly Ser His Lys Val Ser
100 105 110
Leu Ser Ser Trp Tyr His Asp Arg Gly Trp Ala Lys Ile Ser Asn Met
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115 120 125
Thr Phe Ser Asn Gly Lys Leu Ile Val Asn Gln Asp Gly Phe Tyr Tyr
130 135 140
Leu Tyr Ala Asn Ile Cys Phe Arg His His Glu Thr Sér Gly Asp Leu
145 150 155 160
Ala Thr Glu Tyr Leu Gln Leu Met Val Tyr Val Thr Lys Thr Ser Ile
165 170 | 175
Lys Ile Pro Ser Ser His Thr Leu Met Lys Gly Gly Ser Thr Lys Tyr
180 185 190
Trp Ser Gly Asn Ser Glu.Phe His Phe Tyr Ser I[le Asn Val Gly Gly
195 200 205
Phe Phe Lys Leu Arg Ser Gly Glu Glu [le Ser Ile Glu Val Ser Asa
210 215 ‘ 220
Pro Ser Leu Leu Asp Pro Asp GIn Asp Ala Thr Tyr Phe Gly Ala.Phe
225 230 235 240
Lys Val Arg Asp Ile Asp
245

Sequence ID No. 18

Seqpence Length: 735
Sequence Type: nucleic acid
Strandedness: 1

Topology: linear

Molecule Tybe: cDNA to mRNA

Sequence:
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GCGCAGATGG ATCCTAACAG AATATCAGAA GACAGCACTC ACTGCTTTTA TAGAATCCIG 60
AGACTCCATG AAAACGCAGG TTTGCAGGAC TCGACTCTGG AGAGTGAAGA CACACTACCT 120
GACTCCTGCA GGAGGATGAA ACAAGCCTTT CAGGGGGCCG TGCAGAAGGA ACTGCAACAC 180
ATTGTGGGGC CACAGCGCTT CTCAGGAGCT CCAGCTATGA TGGAAGGCTC ATGGTTGGAT 240
GTGGCCCAGC GAGGCAAGCC TGAGGCCCAG CCATTTGCAC ACCTCACCAT CAATGCTGCC 300
AGCATCCCAT CGGGTTCCCA TAAAGTCACT CTGTCCTCTT GGTACCACGA TCGAGGCTGG 360
GCCAAGATCT CTAACATGAC GTTAAGCAAC GGAAAACTAA GGGTTAACCA AGATGGCTTC 420
TATTACCTGT ACGCCAACAT TTGCTTTCCG CATCATGAAA CATCGGGAAG CGTACCTACA 480
GACTATCTTC AGCTGATGGT GTATGTCGTT AAAACCAGCA TCAAAATCCC AAGTTCTCAT 540
AACCTGATGA AAGGAGGGAG CACGAAAAAC TGGTCGGGCA ATTCTGAATT CCACTTTTAT 600
TCCATAAATG TTGGGGGATT TTTCAAGCTC CGAGCTGGTG AAGAAATTAG CATTCAGGTG 660
-TCCAACCCTT CCCTGCTGGA TCCGGATCAA GATGCGACGT ACTTTGGGGC TTTCAAAGTT 720

CAGGACATAG ACTGA ' 735

Sequence ID No. 19

Sequence Length: 741
Sequence Type: nucleic acid
Strandedness: 1

Topology: linear

Molecule Type: cDNA to mRNA

Sequence:

GCGCAGATGG ATCCTAATAG AATATCAGAA GATGGCACTC ACTGCATTTA TAGAATTTTG 60
-AGACTCCATG AAAATGCAGA TTTTCAAGAC ACAACTCTGG AGAGTCAAGA TACAAAATTA 120
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ATACCTGATT CATGTAGGAG AATTAAACAG GCCTTTCAAG GAGCTGTGCA AAAGGAATTA
CAACATATCG TTGGATCACA GCACATCAGA GCAGAGAAAG CGATGGTGGA TGGCTCATGG
TTAGATCTGG CCAAGAGGAG CAAGCTTGAA GCTCAGCCTT TTGCTCATCT CACTATTAAT
GCCACCGACA TCCCATCTGG TTCCCATAAA GTGAGTCTGT CCTCTTGGTA CCATGATCGG
GGTTGGGCCA AGATCTCCAA CATGACTTTT AGCAATGGAA AACTAATAGT TAATCAGGAT
GGCTTTTATT ACCTGTATGC CAACATTTGC TTTCGACATC ATGAAACTTC AGGAGACCTA
GCTACAGAGT ATCTTCAACT AATGGTGTAC GTCACTAAAA CCAGCATCAA AATCCCAAGT
TCTCATACCC TGATGAAAGG AGGAAGCACC AAGTATTGGT CAGGGAATTC TGAATTCCAT
TTTTATTCCA TAAACGTTGG TGGATTTTTT AAGTTACGCT CTGGAGAGGA AATCAGCATC
GAGGTCTCCA ACCCCTCCTT ACTGGATCCG GATCAGGATG CAACATACTT TGGGGCTTTT
AAAGTTCGAG ATATAGATTG A

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
741
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Patentkravw
1. Anvendelse av et antistoff for fremstilling av et
medikament til behandlingen av benmetabolismeunormalhet, der
antistoffet er rettet mot et protein som en aktiv komponent,
der proteinet har de felgende fysiokjemiske karakteristika

og biologiske aktivitet:

(a) (affinitet: binder spesifikt til ostecklastogenese-
inhibitorisk faktor (OCIF) og oppviser hey affini-
tet for OCIF med en dissosiasjonskonstant pa
cellemembran: Kd = 10° M eller mindre,

(b) molekylvekt: har en molekylvekt pa 30 000 - 40 000
nar denne blir milt ved & benytte SDS-polyakryl-
amidgelelektroforese ved ikke-reduserende
betingelser og en tilsynelatende molekylvekt pa
90 000 - 110 000 nadr det er kryssbundet til en
monomer type OCIF og

c) biologisk aktivitet: oppviser aktivitet som
understetter eller fremmer osteoklastdifferensie-
ring og -modning i et samkultursystem med osteo-
blastiske stromaceller og miltceller i nerver av
slike stimulerende faktorer for benresorpsjon som
aktiv-form vitamin D, og paratyroidhormon (PTH).

2. Anvendelse av et antistoff ifelge krav 1, der
benmetabolismeunormalheten er en sykdom som er valgt fra
gruppen som bestir av osteoporose, hyperkalsemi, Pagets
sykdom, nyreosteodystrofi, reumatoid artritt og

osteoartritt.
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