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Prezenta inventie se refera la utilizarea unui anticorp sau fragment al acestuia, in
tratamentul sau prevenirea unei boli a caselor. De asemenea, se refera la polipeptide care
sunt implicate in diferentierea osteoclastelor. Mai special, inventia se refera la proteine de
legare osteoprotegerinei, acizi nucleici care codificé proteinele, vectori de expresie si celule
pentru producerea proteinelor si teste de legare. De asemenea, se descriu compozitii si
metode pentru tratamentul bolilor osului, cum ar fi osteoporoza, pierdere de os de la artrite,
boala lui Paget si hipercalcemia. Inventia se referd, de asemenea, la receptori pentru pro-
teine de legare a osteoprotegerinei i metode i compozitii pentru tratamentul bolilor osului
folosind receptori.

Este cunoscut faptul c&, tesutul osos viu prezintd un echilibru dinamic intre depu-
nerea i resorptia osului. Aceste procese sunt mediate primar prin doua tipuri de celule:
osteoblaste, care secretd molecule care contin matricea organica a osului; $i osteoclaste,
care promoveaza dizolvarea matricei osului si solubilizarea sarurilor osului. La indivizii tineri
cu cresterea osului, viteza de depozitare a osului depéseste viteza de resorbtie a osului, in
timp ce la indivizii mai in varsta raportul resorbtiei poate depési depozitarea. fn ultima
situatie, descompunerea crescuta a osului conduce la 0 masa i o rezistenta redusa a osului,
risc crescut al fracturilor si vindecarea inceatd sau incompleta a oaselor rupte.

Osteoclastele sunt celule multinucleate fagocitare mari care formeaza celule
precursoare hematopoietice in maduva osului. Cu toate ca cregterea si formarea osteo-
clastelor functionale mature nu sunt bine intelese, se crede ca osteoclastele se maturizeaza
de-a lungul liniei monocit/celula macrofag in raspunsul expunerii la diferiti factori crestere-
promovare. Dezvoltarea timpurie a celulelor precursoare din maduva osului pana la
preosteoclaste se crede ca este mediata de catre factori solubili cum ar fi factorul-a de
necroza a tumorii (TNF-a) factorul-B de necroza a tumorii (TNF-B), interleukina-1 (IL-1),
interleukina-4 (IL-4), interleukina-6 (IL-6) si factorul de inhibare a leucemiei (LIF). In cultur,
preosteociastele se formeaza in prezenta factorului de stimulare a coloniei macrofage (M-
CSF). Acesti factori actioneaza initial in etapele timpurii ale dezvoltarii osteoclastice.
Implicarea factorilor polipetidici in etapele finale ale formarii osteoclastice nu s-a expus pe
larg. Totusi, s-a raportat c& hormonul paratiroid stimuleaza formarea si activitatea ostero-
clastelor si ¢a, calcitocina are efect opus, desi la o extindere mai mica.

Recent, a fost descris un nou factor polipeptidd, denumit osteoprotegerina (OPG)
care regleaza negativ formarea osteoclastelor in vitro i in vivo (vezi cererile US 08/577788
depus in 22 decembrie 1995, 08/706945 depus in 3 septembrie 1996 si 08/771777, depus
in 20 decembrie 1996, incorporate aici prin referire; si cererea PCT WO 96/26271). OPG
creste brusc densitatea osului la goareci transgenici care exprimé polipeptida OPG i reduce
extinderea pierderii de os cand se administreaza la sobolani ovariectomizati. O analiza a
activitatii OPG in formarea osteroclastelor in vitro aratd c& OPG nu interfera cu cresterea si
diferentierea precursorilor monocit/macrofag, dar mai probabil impiedica diferentierea osteo-
clastelor de la precursori monocit/macrofag. Astfel, OPG pare a avea specificitate in reglarea
extinderii formarii osteoclastului.

OPG cuprinde doua domenii polipeptidice avand proprietati structurale si functionale
diferite. Domeniul amino-terminal cuprinzand aproximativ resturile 22-194 ale polipeptidei de
lungime intreagé (metionina N-terminala este denumita rest 1) prezintd omologie fata de alti
membri ai familiei receptorului factorului necrozei tumorale (TNFR), mai ales TNFR-2, prin
conservarea domeniilor bogate in cisteind caracteristice membrilor familiei TNFR. Domeniul
carboxi terminal cuprinzand resturile 194-401 au omologie nesemnificativa fata de oricare
din secventele cunoscute. Spre deosebire de un numdr de alti membri ai familiei TNFR, OPG
pare a fi in mod exclusiv o proteina si nu pare a fi sintetizat ca o forma asociatd membranei.
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Pe baza activitétii sale ca reglator negativ al formérii osteoclastului, se postuleaza c&
OPG se poate lega la un factor polipeptidd implicat in diferentierea osteoclastului si drept
urmare impiedicd una sau mai multe etape terminale ale formérii unui osteoclast matur.

Problema pe care o rezolva inventia consta n utilizarea unui anticorp sau fragment
al acestuia pentru prepararea unui medicament pentru prevenirea sau tratamentul unei boli
a oaselor in care anticorpul se leaga la o proteina de legare a osteoprotegerinei (OPGbp)
din SECV. ID. NR.: 4 si este un antagonist al OPGbp.

Inainte de asta exist3 un obiect al inventiei pentru identificarea polipeptidelor care
interactioneaza cu OPG. Numitele polipeptide pot juca un rol in maturizarea osteoclastului
si pot fi utile in tratamentul bolilor osului.

Un nou membru al familiei factorului necrozei tumorale a fost identificat de 1a o banci
de ADNc murin exprimat in celule COS cercetate, folosind o proteina recombinants de
fuziune OPG-Fc ca o sonda de afinitate. Polipeptida noua este o proteina de legare OPG
transmembranar care, se anticipeaza, a avea 316 aminoacizi in lungime si are un domeniu
citoplasmic amino terminal, un domeniu transmembranar gi un domeniu extracelular carboxi
terminal. Proteinele de legare OPG ale inventiei pot fi asociate membranei sau pot fi in forma
solubila.

Inventia prezinta acizii nucleici care codificd o proteina de legare OPG, vectori si
celule gazda care exprima polipeptida si metoda pentru producerea proteinei de legare a
OPG recombinant. Se asigurd, de asemenea, anticorpi sau fragmentele acestora care leaga
specific proteina de legare OPG.

Proteine de legare OPG se pot folosi in teste pentru nivelurile cantitative OPG in
probe biologice, identificarea celulelor si tesuturilor care prezinta proteina de legare OPG si
identificarea de noi OPG si membri ai familiei proteinei de legare OPG. Se asigura, de
asemenea, metode de identificare a compusilor care interactioneaza cu proteina de legare
OPG. Astfel de compusi includ acizi nucleici, peptide, proteine, hidratj, lipide sau molecule
organice cu greutate moleculara mica si pot actiona fie ca agonisti, fie ca antagonisti ai
activitatii proteinei de legare OPG.

Proteinele de legare OPG sunt implicate In diferentierea osteoclastului si nivelul
activitatii osteoclastului moduleaza in schimb resorbtia osului. Agonistii si antagonistii
proteinei de legare OPG moduleaza formarea osteoclastului si resorbtia osului si se pot folosi
pentru a trata bolile osului caracterizate prin schimbari in resorbtia osului, cum ar fi
osteoporoza, hipercalcemia, pierderea osului datoritd metastazei artritice, imobilizarea sau
boala periodontala, boala lui Paget, osteopetroza, sldbirea protezei si altele asemenea. Com-
pozitii farmaceutice care cuprind proteine de legare OPG si agonisti si antagonisti ai proteinei
de legare OPG sunt cuprinse, de asemenea, in inventie.

Au fost identificati, de asemenea, receptorii pentru proteine de legare OPG de la 0
banca ADNc murin construita din celule de maduva osoasa care se leaga la o proteina de
legare OPG marcata fluorescent. Receptorii se pot folosi pentru a identifica agonisti si
antagonisti ai interactiunilor proteinei de legare OPG cu receptorul sau care poate fi folosit
pentru tratarea bolii osului.

Inventia prezinta o polipeptidd denumita ca o proteina de legare OPG, care leaga
specific OPG si este implicata in diferentierea osteoclastului. O clond ADNc care codifica
forma murina a polipeptidei s-a identificat de la o banc preparaté de la o linie 32-D de celule
mielomonacitice de goarece gi transfectate in celule COS. Transfectantii se studiaza pentru
capacitatea lor de a se lega la o polipeptida de fuziune OPG[22-201] (Exemplul 1). Secventa
de acid nucleic arata ca proteina de legare OPG este un membru nou al familiei TNF si este
mult mai Tnruditd cu AGP-1, o polipeptidd descrisa anterior in cererea U.S. seria nr.
08/660.652, depusa in 7 iunie 1996. (O polipeptidd identica AGP-1 si denumita TRAIL a fost
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descrisa de Wiley i colab., Immunity 3, 673-682 (1995)). Proteina de legare OPG se antici-
peazi a fi o proteina transmembranara de tip Il avand un domeniu citoplamsic la capatul
aminoterminal, un domeniu transmembranar i un domeniu extracelular carboxi terminal (fig.
1). Domeniul citoplasmic amino terminal cuprinde aproximativ 1-48 resturi, domeniul trans-
membranar contine aproximativ 49-89 resturi si domeniul extracelular cuprinde aproximativ
70-316 resturi aga cum se arata in fig. 1. (SECV. ID NR.: 2). Proteina asociatd membranei
leaga specific OPG (fig. 2). Proteina de legare OPG si OPG prezintd multe caracteristici ale
unei perechi receptor-ligand cu toate cé este posibil sa existe alti receptori intélniti natural
pentru proteina de legare OPG.

O clona ADN care codifica proteina de legare OPG umana s-a izolat de la o banca
ADNc a nodulului limfatic. Secventa umana (fig. 4) este omoloaga la secventa murina.
Proteina de legare OPG murina solubila purificata a stimulat formarea osteoclastului in vitro
si a indus hipercalcemia si resorbtia osului in vivo.

Proteina de legare OPG se referd la o polipeptida avand o secventa aminoacida a
proteinei de legare OPG mamifere, sau un fragment analog, sau derivat al acestuia i avand
cel putin activitatea OPG de legare. In realizari preferate, proteina de legare OPG este de
origine murind sau umana. Tn alta realizare, proteina de legare OPG este o proteina solubild
avand, intr-o forma, un domeniu extracelular izolat separat din domeniile citoplasmatic gi
transmembranar. Proteina de legare OPG este implicata Tn diferentierea osteoclastului i in
ritmul i extinderea resorptiei osului si s-a gdsit cad stimuleaza formarea osteoclastului i
stimuleaza resorbtia maduvei.

Acizi nucleici

Inventia asigura acizi nucleici izolati care codifici proteine de legare OPG. Asa cum
s-a folosit aici, termenul acid nucleic cuprinde ADNc, ADN genomic, ADN total sau partial
sintetic si ARN. Acizii nucleici ai inventiei se aleg din grupul care consta din:

a) acizii nucleici aga cum se arata in fig. 1 (SECV. ID NR: 1) si fig. 4 (SECV. ID
NR: 3);

b) acizi nucleici care hibridizeaza la regiunile de codificare ale polipeptidei acizilor
nucleici aratate in fig. 1 (SECV. ID NR: 1) si fig. 4 (SECV. ID NR: 3); si rdm&n hibridizati la
acizii nucleici Tn conditii de stringenta ridicata; si

c) acizi nucleici care degenereaza pand la acizii nucleici ai (a) sau (b).

Hibridizarile de acid nucleic implica tipic un procedeu multi-etapa care cuprinde o
prima etapa de hibridizare pentru a forma duplexuri de acid nucleic de la tulpini simple,
urmata de o a doua etapa de hibridizare realizata in conditi mai stringente pentru a retine
selectiv duplexurile de acid nucleic care au omologia dorita. Conditiile primei etape de hibri-
dizare in general nu sunt critice, cu conditia ca ele sa nu fie de stringenta mai mare decéat
a doua etapa de hibridizare. In general, a doua hibridizare se realizeaza in conditii de tempe-
ratura si sare care sunt cu aproximativ 12...20°C sub temperatura de topire (T,,) a unui hibrid
perfect a unei parti sau a tuturor tulpinilor complementare care corespund fig. 1 (SECV. ID
NR: 2) si fig. 4 (SECV. ID NR: 4). Intr-o realizare, conditii de "stringenté ridicata" se refera
la conditii de aproximativ 85°C si nu mai mult decat aproximativ 1M Na+. Se intelege ca,
concentratia de sare, temperatura gi/sau lungimea incubérii pot varia fie in prima, fie in a
doua etapa de hibridizare astfel incat sa se obtind moleculele de acid nucleic care hibri-
dizeaza conform inventiei. Conditiile de hibridizare ale acizilor nucleici gi calcularile T pentru
hibrizii de acid nucleic sunt descrise in Sambrook et al. Molecular Cloning: A Laboratory
Manual Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York (1289).
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Acizii nucleici ai inventiei pot hibridiza la o parte sau la intreaga polipeptida care
codifica regiuni ale proteinei de legare OPG aga cum se arata Tn fig. 1 (SECV. ID NR: 2) si
fig. 4 (SECV. ID NR: 4); si in consecinta pot fi trunchieri sau extensii ale secventelor de acizi
nucleici aratate aici. Acizi nucleici trunchiati sau extingi sunt cuprinsi de inventie cu conditia
c3 ei pastreazi cel putin proprietatea OPG de legare. intr-o realizare, acidul nucleic va
codifica o polipeptida de cel putin aproximativ 10 aminoacizi. in alté realizare, acidul nucleic
va codifica o polipeptidad de cel putin aproximativ 20 aminoacizi. intr-o alta realizare, acidul
nucleic va codifica o polipeptida de cel putin aproximativ 50 aminoacizi. Acizii nucleici care
hibridizeaza pot include de asemenea secvente care nu codifica localizate 5' sifsau 3' la
regiunile care codifica proteina de legare OPG. Secventele care nu codifica includ regiuni
de reglare implicate in expresia proteinei de legare OPG, cum ar fi promotori, regiuni de
intensificare, situri deinitiere translationald, situri de terminare a transcriptiei gi altele de felul
acesta.

Tn realizari preferate, acizii nucleici ai inventiei codifica proteina de legare OPG de
goarece sau umana. Acizii nucleici pot codifica o forma de legare membran3 a proteinei de
legare OPG sau forme solubile carora le lipseste o regiune transmembranara functionala.
Regiunea transmembranara anticipata pentru proteina de legare OPG murina include 49-69
inclusiv resturi aminoacide agsa cum se arata in fig. 1 (SECV. ID NR: 1). Regiunea trans-
membranara anticipata pentru proteina de legare OPG umana include 49-69 resturi amino-
acide asa cum se arata Tn fig. 4 (SECV. ID NR: 3). Substitutiile care Tnlocuiesc resturile
aminoacide hidrofobe in aceastd regiune cu resturi aminoacide hidrofile sunt de asteptat s
distruga asocierea membranara si au drept rezultat proteina de legare OPG. Suplimentar,
deletiile unei parti sau a intregii regiuni transmembranare de asemenea, sunt de asteptat s
produca forme solubile ale proteinei de legare OPG. Acizii nucleici care codifica resturile
aminoacide 70-316 asa cum se arata in fig. 1 (SECV. ID NR: 1), sau fragmente sau analogi
ai acestora, cuprind proteine de legare OPG solubile.

De asemenea, sunt inclusi acizi nucleici care codifica forme trunchiate ale proteinelor
de legare OPG umane solubile. Formele solubile includ 69-317 resturi asa cum se araté in
fig. 4 (SECV. ID NR: 3) i trunchierile acestora. Intr-o realizare, trunchierile N-terminale
generazi polipeptide din resturi, 70-317, 71-317, 72-317 si aga mai departe. in alt4 realizare,
acizii nucleici codificd OPGbp solubil care cuprind resturile 69-317 si trunchierile N-terminale
ale acestora pana la OPGbp [158-317], sau alternativ, pana la OPGbp [166-317].

Plasmidul phuOPGbp 1.1 in tulpina DH10 E.coli care codifica proteina de legare OPG
umana s-a depozitat in Colectia Americana de Tipuri de Culturi, Rockville, MD pe 13
junie 1997.

Secventele de acid nucleic ale inventiei se pot folosi pentru detectarea secventelor
care codifica proteina de legare OPG in probe biologice. In special, secventele se pot folosi
pentru a studia bancile de cADN si genomice pentru secvente de proteina de legare OPG
Tnrudite, in special a celor de la alte specii. Acizii nucleici sunt utili de asemenea, pentru
modelarea nivelurilor proteinei de legare OPG prin tehnologie anti-sens sau expresia genei
in vivo. Dezvoltarea animalelor transgenice care exprima proteina de legare OPG este utild
pentru producerea polipeptidei i pentru studiul activitatii biologice in vivo.

Vectori si celule gazda

Acizii nucleici conform inventiei se vor lega cu secvente ADN astfel incét sa exprime
proteina de legare OPG biologic activd. Secvente necesare pentru expresie sunt cunoscute
specialigtilor in domeniu si includ promotori si secvente de intensificare pentru initierea
sintezei ARN, situri de terminare a transcriptiei, situri de legare ribozom pentru initierea
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sintezei proteinei si secvente lider pentru secretie. Secvente care orienteaza expresia gi
secretia proteinei de legare OPG pot fi omoloage, adica, secventele sunt identice sau simi-
lare acelor secvente in genomul implicat in expresia $i secretia proteinei de legare OPG, sau
pot fi heteroloage. O diversitate de vectori plasmizi sunt disponibili pentru proteina de legare
OPG care exprima in celule gazda (vezi, de exemplu, Methods in Enzymology v. 185,
Goeddel, D.V. ed., Academic Press (1990)). Pentru expresia in celule gazda mamifere, o
realizare preferaté este plasmidul pDSRa descris in cererea PCT 90/14363. Pentru expresia
in celule gazda bacteriene, realizarile preferate includ plasmizi care contin promotorul lux
(vezi cererea US seria 08/577778, depusa la 22 decembrie 1995). Suplimentar, vectorii sunt
disponobili pentru expresia specific tesut a proteinei de legare OPG la animale transgenice.
De asemenea, se pot folosi vectori de transfer gena retrovirala sau pe bazé de adenovirus
pentru expresia proteinei de legare OPG 7n celule umane pentru terapia in vivo (vezi cererea
PCT 86/00922).

Celule gazda procariote si eucariote care exprima proteina de legare OPG sunt
asigurate de asemenea de inventie. Celule gazda includ celule de bacterii, drojdii, plante,
insecte sau mamifere. De asemenea, proteina de legare OPG poate fi produsa in animale
transgenice cum ar fi soareci sau capre. Plasmizi si vectori care contin acizi nucleici conform
inventiei s-au introdus in celule gazde corespunzatoare folosind tehnici de transfectie sau
de transformare cunoscute specialigtilor in domeniu. Celule gazda pot contine secvente ADN
care codifica proteina de legare OPG asa cum se arata in fig. 1 sau o parte a acestora, cum
ar fi domeniul extracelular sau domeniul citoplasmic. Acizi nucleici care codifica proteine de
legare OPG pot fi modificati prin substituirea codonilor care tin seama de expresia optima
intr-o gazda data. Cel putin unii codoni pot fi astfel numiti codoni preferati care nu modifica
secventa aminoacida si se gasesc frecvent in gene care sunt exprimate favorabil. Totusi, se
intelege ca modificarile codonului pentru expresie optima nu sunt restrictive pentru intro-
ducerea codonilor erafi. Exemple de celule gazda mamifere preferate pentru expresia pro-
teinei de legare OPG includ, dar nu se limiteaza la, celule COS, CHOd-, 293 si 3T3. O celuld
gazda de bacterie preferatéd este Escherichia coli.

Polipeptide

Inventia asigura de asemenea proteina de legare OPG ca produsul expresiei proca-
riotice sau eucariotice intr-o secventd ADN exogena, adica, proteina de legare OPG este
proteina de legare OPG recombinant. Secvente ADN excgene includ secvente cADN, ADN
genomic i ADN sintetic. Proteina de legare OPG poate fi produsul expresiei celulelor de
bacterii, drojdii, planta, insecta sau mamifer, sau de la sisteme de translatie fara celuld. Pro-
teina de legare OPG produsa in celule de bacterii va avea un rest metionina N-terminal.
Inventia asigura de asemenea, un procedeu de producere a proteinei de legare OPG care
cuprinde celule gazda de crestere procariote sau eucariote care codifica proteina de legare
OPG si care izoleaza produse de expresie a polipeptidei ale acizilor nucleici.

Polipeptidele care sunt proteine de legare OPG sau sunt fragmente, analogi sau
derivati ai acestora sunt cuprinse de inventie. Tntr-o realizare preferata, proteina de legare
OPG este o proteina de legare OPG umana. Un fragment de proteina de legare OPG se
refera la o polipeptidd care are o deletie a unuia sau mai multor aminoacizi astfel incat
polipeptida care rezulta are cel putin proprietarea OPG de legare. Numitele fragmente vor
avea deletii care provin de la capatul amino terminal, capatul carboxi terminal gi regiunile
interne ale polipeptidei. Fragmente ale proteinei de legare OPG sunt de cal putin aproximativ
zece aminoacizi, de cel putin aproximativ 20 aminoacizi, sau cel putin aproximativ 50 amino-
acizi in lungime. Tn realizari preferate, proteina de legare OPG va avea o deletie a unuia sau
mai multor aminoacizi de la regiunea transmembranara (resturi 49-69 aminoacide asa cum
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se arata in fig. 1), sau, alternativ, a unuia sau mai multor aminoacizi de la amino-terminal
pana la si/sau care includ regiunea transmembranara (resturi 1-49 aminoacide asa cum se
aratd n fig. 1). In alta realizare, proteina de legare OPG este o proteind solubild care
cuprinde, de exemplu, resturi 69-316 aminoacizi, sau 70-316, sau forme N-terminal sau C-
terminal trunchiate ale acestora, care pastreaza activitatea OPG de legare. Proteina de
legare OPG este de asemenea, o proteina solubild umana cum se arata in fig. 4 cuprinzand
69-317 resturi cum se arata in fig. 4 i forme N-terminal trunchiate ale acestora, de exemplu,
70-517, 71-617, 71-317, 72-317 si asa mai departe. intr-o realizare preferata, proteina de
legare OPG umana solubila cuprinde 69-317 resturi i trunchierea N-terminali a acestora
pana la OPGbp[158-317], sau alternativ, pana la OPG [166-317].

Un analog al unei proteine de legare OPG se refera la o polipeptida care are o substi-
tutie sau o aditie a unuia sau mai multor aminoacizi astfel incat polipeptid3 care rezult va
avea substitutii sau aditii in orice loc de-a lungul palipeptidei. Analogi preferati includ pe cei
ai proteinelor de legare OPG solubile. Fragmente sau analogi se pot Tntaini natural, cum ar
fi un produs polipeptidic al unei variante alelice sau o variantd mARN imbinat3, sau ei pot
fi construiti folosind tehnici disponibile specialistului in domeniu pentru manipularea si sinteza
acizilor nucleici. Polipeptidele pot sau nu pot avea un rest metionind amino terminal.

De asemenea, inclusi in inventie sunt derivatii proteinei de legare OPG care sunt
polipeptide care sufera modificari post-translationale (de exemplu, aditia catenelor de
carbohidrat N-legate sau O-legate, prelucrarea capetelor N-terminale sau C-terminale), ata-
sarea partilor chimice la scheletul aminoacid, modificari chimice ale catenelor de carbohidrat
N-legate sau O-legate si aditia unui rest metionina N-terminal ca rezultat al expresiei celulei
gazda procariotice. Sunt cupringi, in special, derivatii modificati chimic ai proteinei de legare
OPG care asigura avantaje aditionale cum ar fi stabilitate crescut, timp de circulatie mai
lung, sau imunogenicitate scazuta. Folosire speciald este modificarea cu polimeri solubili in
apd, cum ar fi oolietilen glicol si derivatii acestora (vezi, de exemplu, brevet US 4179337).
Partile chimice pentru derivare se pot alege de la polimeri solubili in apa cum ar fi polietilen
glicol, copolimeri etilen glicol/propilen glicol, carboximetilceluloza, dextran, alcool polivinilic
si altele asemenea. Polipeptidele se pot modifica la pozitii aleatoare n molecul4 sau la pozitii
predeterminate Tn molecula si potinclude una, doud, trei sau mai multe p&rti chimice atasate.
Polipeptide se pot modifica la pozitii predeterminate In polipeptida, cum ar fi la terminusul
amino, sau la un rest selectat lizina sau arginina in polipeptida. Alte modificari chimice asigu-
rate includ o marcare detectabild, cum ar fi o marcare enzimatica, fluorescenta, izotopica sau
de afinitate, pentru a permite detectarea si izolarea proteinei.

De asemenea, sunt incluse himere ale proteinei de legare OPG care cuprind partial
sau total dintr-o secventa aminoacida a proteinei de legare OPG fuzionat la o secventa
aminoacida heteroloaga. Secventa heteroloaga poate fi oricare secventd care permite
proteinei de fuziune rezultata s pastreze cel putin activitatea OPG de legare. Intr-o realizare
preferata, domeniul extracelular carboxi terminal al proteinei de legare OPG este fuzionat
la 0 secventa heteroloaga. Astfel de secvente includ domenii citoplasmice heteroloage care
permit evenimente de semnalare intracelulard alternativa, secvente care sustin oligome-
rizarea cum ar fi regiunea Fc a IgG, secvente enzimatice care asigura o marcare pentru
polipeptidd gi secvente care asigurad sonde de afinitate, cum ar fi o identificare antigen-
anticorp.

Polipeptidele inventiei se izoleaza $i se purifica din tesuturi i linii celulare care expri-
ma proteina de legare OPG, se extrag atat din lizate, din mediu de crestere conditionat cat
§i din celule gazda transformate care exprima proteina de legare OPG. Proteina de legare
OPG se poate obtine din linia 32-D de celule mielomonocitice murine (numér de acces ATCC
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CRL-11346). Proteina de legare OPG umana sau acizii nucleici care codifica identic se pot
izola de la nodul limf uman sau tesut fetal de ficat. Proteina de legare OPG izolata este libera
de la asociere cu proteine umane si alti constituenti celulari.

O metoda pentru purificarea proteinei de legare OPG de la surse naturale (de
exemplu, tesuturi si linii celulare care exprima normal proteina de legare OPG) si de la celule
gazda transfectate este de asemenea cuprinsa de catre inventie. Procedeul de purificare
poate folosi una sau mai multe etape de purificare standard a proteinei intr-o ordine cores-
punzitoare pentru a obtine proteina purificata. Etapele de cromatografie potinclude schim-
bator de ion, filtrare pe gel, interactie hidrofoba, faza inversa, cromatofocalizare, cromato-
grafie de afinitate folosind un anticorp proteina de legare anti-OPG sau complex de afinitate
biotin-streptaviding si altele asemenea.

Anticorpi

Anticorpi care leaga specific polipeptidele inventiei sunt cupringi de asemenea in
inventie. Anticorpii se pot produce prin imunizare cu proteina de legare OPG de lungime
intreaga, forme solubile ale proteinei de legare OPG, sau un fragment al acestora. Anticorpii
inventiei pot fi anticorpi policlonali sau monoclonali, sau pot fi anticorpi recombinanti, cum
ar fi anticorpi himerici In care regiunile constante murine pe catene ugoare sau grele sunt
inlocuite de cétre secvente umane, sau anticorpi CDR-grefati in care numai regiunile de
determinare complementare sunt de origine murina. Anticorpii inventiei pot fi de asemenea
anticorpi umani preparati, de exemplu, prin imunizarea animalelor transgenice capabile sa
produca anticorpi umani (vezi, de exemplu, cererea PCT WO 93/12227). Anticorpii sunt utili
pentru detectarea proteinei de legare OPG in probele biologice, permitand astfel identificarea
celulelor sau tesuturilor care produc proteina. In plus, anticorpii care se leaga la proteina de
legare OPG si impiedica interactia cu alti compusi de legare pot avea utilizare terapeutica
in diferentierea osteoclastului care moduleaza i resorbtia osului.

Anticorpii proteinei de legare OPG pot fi utili in tratamentul bolilor osului cum ar fi
osteoporoza si boala lui Paget. Anticorpii pot fi testati pentru legarea la proteina de legare
OPG in absenta sau prezenta OPG si examinati pentru capacitatea lor de a inhiba osteo-
clostogeneza mediata ligand (proteina de legare OPG) sifsau resorbtia osului. S-a anticipat
de asemenea ca peptidele insele pot actiona ca un antagonist al interactiei ligand:receptor
si inhiba osteoclastogenera mediata-ligand si peptide ale proteinei de legare OPG se vor
studia de asemenea pentru acest scop.

Compozitii

inventia asigurd de asemenea compozitii farmaceutice care cuprind o cantitate
eficientd terapeutic a proteinei de legare OPG conform inventiei impreuna cu un diluant,
purtitor, agent de solubizare, agent de emulsifiere, agent de conservare si/sau adjuvat
acceptabili farmaceutic. Inventia asigurd de asemenea compozitii farmaceutice care cuprind
o cantitate eficienta terapeutic dintr-un agonist sau antagonist al proteinei de legare OPG.
Termenul "cantitate eficienta terapeutic” are semnificatia unei cantitati care asiguré un efect
terapeutic pentru o conditie specifica sau cale de administrare. Compozitia poate fi intr-0
forma lichida sau liofilizata si cuprinde un diluant (tampoane Tris, acetat sau fosfat) avand
diferite valori de pH si puteri ionice, agent de solubilizare cum ar fi Tween sau Polysorbate,
purtatori cum ar fi albumina serica umana sau gelatind, agenti de conservare cum ar fi
timerosal sau alcool benzilic si antioxidanti cum ar fi acid ascorbic sau metabisulfit de sodiu.
Alegerea unei compozitii speciale va depinde de numarul de factori, incluzand conditia de
tratat, calea de administrare si parametrii farmacocinetici doriti. O studiere mai extinsa a
componentului corespunzétor pentru compozitii farmaceutice se gaseste in Remington's
Pharmaceutical Sciences, ed. 18, A.R.Gennaro, ed. Mack, Easton, PA (1980).
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Tntr-o realizare preferatd, se asigurd de asemenea, compozitii care cuprind proteine
de legare OPG solubile. De asemenea sunt cuprinse compozitii care contin proteina de
legare OPG modificata cu polimeri solubili in apa pentru a creste solubilitatea, stabilitatea,
timpul de injumé&tatire in plasma si biodisponibilitatea. Compozitiile pot cuprinde de ase-
menea incorporarea proteinei de legare OPG in lipozomi, microemulsii, micelii sau vezicule
pentru eliberarea controlata pe parcursul unei perioade extinse de timp. Proteina de legare
OPG solubila poate fi formulata in microparticule corespunzitoare pentru administrare
pulmonara.

Compozitiile conform inventiei pot fi administrate fie prin injectare subcutanos, intra-
venos sau intramuscular, fie prin administrare orald, nazald, pulmonara sau rectald. Calea
de administrare aleasa va depinde eventual de un numar de factori si va fi stabiliti de catre
un specialist in domeniu.

Inventia asigurd de asemenea compozitii farmaceutice care cuprind o cantitate
eficientd terapeutic a acizilor nucleici conform inventiei impreuna cu un adjuvat acceptabil
farmaceutic. Compozitii de acid nucleic vor fi corespunzatoare pentru eliberarea in parte sau
total a regiunii de codificare a proteinei de legare OPG si/sau regiunilor de flancare a celu-
lelor sau tesuturilor ca parte a regimului de terapie anti-sens.

Metode de folosire

Proteine de legare OPG se pot folosi intr-o diversitate de teste pentru detectarea
OPG si caracterizarea interactiilor cu OPG. n general, testul cuprinde incubarea proteinei
de legare OPG cu o proba biologica care contine OPG, in conditii care permit legarea la
OPG la proteina de legare OPG si masurarea extinderii legaturii. OPG poate fi purificat sau
poate fi prezent in amestecuri, cum ar fi in fluide ale corpului sau mediu de culturs. Testele
care se pot dezvolta sunt calitative sau cantitative, ultimele fiind utile pentru determinarea
parametrilor de legare (constante de legare §i cinetici) ale OPG la proteina de legare OPG
$i pentru niveluri cantitative ale OPG activ biologic in amestecuri. Probele se pot folosi pentru
a evalua legarea OPG-ului la fragmente, analogi si derivati ai proteinei de legare OPG si
pentru a identifica OPG nou i membri ai familiei proteinei de legare OPG.

Legarea OPG la proteina de legare OPG se poate realiza in mai multe formate,
incluzand teste de legare bazate pe celul, teste de legare la membrana, teste in faza de
solutie si imunoteste. In general, nivelurile trasate ale OPG marcat se incubeazi cu probe
de proteind de legare OPG pentru o perioada de timp specificatd urmati de méasurarea
OPG-uluilegat prinfiltrare, electrochemiluminescenta (ECL, sistem ORIGEN prin IGEN), pe
bazé de celuld sau imunoteste. De asemenea, se pot aplica tehnologii de testare omogena
pentru radioactivitate (SPA; Amersham) si fluorescentd descompusa in timp (HTRF,
Packard). Legarea se detecteaza prin marcare OPG sau un anticorp anti-OPG cu izotopi
radioactivi (1251, 35S, 3H), culori fluorescente (fluoresceina), chelati sau criptati de lantanida
(Eu2+), complexe orbipiridil-ruteniu (Ru2+). Este de inteles c& alegerea unei probe marcate
va depinde de sistemul de detectare folosit. Alternativ, OPG poate fi modificat cu un semn
epitop nemarcat (de exemplu, biotind, peptide, His,, myc) si se leaga la proteine cum ar fi
streptavidina, anticorpi antipeptida sau antiproteina care au o marcare detectabila cum s-a
descris mai sus.

intr-0 metod3 alternativa, proteina de legare OPG poate fi testata direct folosind
anticorpi policlonali sau monoclonali la proteine de legare OPG intr-un imunotest. Forme
aditionale ale proteinelor de legare OPG care contin semne epitop aga cum s-a descris mai
sus se pot folosi in solutie si imunoteste.
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Metode pentru identificarea compusilor care interactioneazé cu proteina de legare
OPG sunt cuprinse de asemenea de cétre inventie. Metoda cuprinde incubarea proteinei de
legare OPG cu un compus in conditii care permit legarea compusului la proteina de legare
OPG si masurarea extinderii legaturii. Compusul poate fi purificat substantial sau poate fi
prezent Intr-un amestec brut. Compusii de legare pot fi acizi nucleici, proteine, peptide, car-
bohidratj, lipide sau compusi organici cu greutate moleculard mica. Compusii pot fi carac-
terizati suplimentar prin capacitatea lor de a creste sau a descreste activitatea proteinei de
legare OPG cu scopul de a determina daca ei actioneaza ca un agonist sau un antagonist.

Proteine de legare OPG, de asemenea, sunt utile pentru identificarea proteinelor
intracelulare care interactioneaza cu domeniul citoplasmic printr-un procedeu de cercetare
dublu hibrid de drojdie. Asa cum este un exemplu, constructe hibrid cuprinzénd ADN care
codifica 50 aminoacizi N-terminali ai unei proteine de legare OPG fuzionata la un domeniu
de legare GAL4-ADN de drojdie, pot fi folosite ca un plasmid hrana dublu hibrid. Clone
pozitive care apar de la cercetare pot fi caracterizate suplimentar pentru aidentifica proteine
de interactiune. Aceasta informatie poate ajuta elucidarea unui mecanism de semnalizare
intracelular asociat cu proteina de legare OPG si asigura tinte intracelulare pentru medi-
camente noi care moduleaza resorbtia osului.

Proteina de legare OPG poate fi folosita pentru a trata conditiile caracterizate prin
densitatea excesiva a osului. Conditia cea mai obignuita este osteoporoza in care un defect
genetic rezultd in masa ridicata a osului si de obicei este fatal in primii cativa ani de viata.
Osteoporoza se trateazi de preferintd prin administrarea proteinei de legare OPG solubile.

De asemenea, inventia cuprinde modulatori (agonisti sau antagonisti) ai proteinei de
legare OPG si metode pentru obtinerea lor. Un modulator al proteinei de legare OPG fie
poate creste, fie descreste cel putin o activitate asociaté cu proteina de legare OPG, astfel
incat capacitatea de a lega OPG sau alte astfel de molecule care interactioneaza sau pentru
a regla maturizarea osteoclastului. in mod tipic, un agonist sau antagonist poate fi un
cofactor, cum ar fi o proteina, peptida, carbohidrat, lipid sau molecula cu greutate moleculara
mica, care interactioneaza cu proteina de legare OPG pentru a regla activitatea sa. Anta-
gonisti polipeptidici potentiali includ anticorpi care reactioneaza fie cu forme solubile, fie cu
forme asociate membranei proteinei de legare OPG si forme solubile ale proteinei de legare
OPG care cuprind partial sau total domeniul extracelular al proteinei de legare OPG.
Moleculele care regleaza expresia tipica a proteinei de legare OPG includ acizi nucleici care
sunt complementari la acizi nucleici care codifica proteina de legare OPG si care actioneaza
ca reglatori antisens ai expresiei.

Proteina de legare OPG este implicatd in formarea controlatd a osteoclastelor
mature, tipul primar de celule fiind implicat in resorbtia osului. O cregtere in rata resorptiei
osului (superioara celei a formarii osului) poate duce la tulburari diferite ale osului colectiv
sus-mentionat ca osteopenii gi includ osteoporoze, osteomielite, hipercalcemii, osteopenii
produse prin chirurgie sau administrarea de steroid, boala lui Paget, osteonecroze, pierderea
osului datorita artritei reumatoide, pierderea osului periodontal, imobilizare, pierdere
prostetica si metastaze osteolitice. Dimpotriva, o cregtere in rata resorbtiei osului poate duce
la osteopetroza, o conditie produsa de densitatea excesiva a osului. Agonisti si antagonisti
ai proteinei de legare OPG moduleaza formarea osteoclastului si pot fiadministrati la pacienti
care sufera de tulburéri ale osului. Agonisti si antagonisti ai proteinei de legare OPG folositi
pentru tratamentul osteopeniilor se pot administra singuri sau in combinatie cu o cantitate
eficienta terapeutic a unui agent care sustin cresterea osului incluzand factori morfogenici
ai osului desemnati BMP-1 pana la BMP-12, care transforma membrii familiei factorului-B de
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crestere si TGF-B, factori de crestere a fibroblastului FGF-1 pana la FGF-10, inhibitori inter-
leukin&-1, inhibitori TNFa, hormon paratiroid, prostaglandine seria E, bifosfonati si minerale
care sporesc osul cum ar fi fluor si calciu. Antagonisti ai proteinei de legare OPG pot fi utili
n special in tratamentul osteopeniei.

Receptori pentru proteine de legare osteoprotegerind

Inventia asigura de asemenea receptori care interactioneaza cu proteine de legare
OPG. Mai special, inventia asigura un receptor de activare si diferentiere a osteoclastului
(ODAR). ODAR este o polipeptida transmembranara care araté cel mai inalt grad de omo-
logie la CD40, un membru al familiei receptorului TNF. Secventa de acizi nucleici a ODAR
murina si polipeptida codificatd este arétata in fig. 10. Omologul uman al ODAR murina se
poate izola ugor prin cercetarea hibridizarii unei banci cADN uman sau genomic cu secventa
de acid nucleic din fig. 10. Procedurile pentru donarea ODAR uman sunt similare celor
descrise in Exemplul 5 pentru donarea proteinelor de legare OPG umane. Omologul uman
al polipeptidei aratat in fig. 10 a aparut in Anderson et al (Nature 190., 175-179 (1997)) si
este mentionatd ca RANK. RANK este caracterizata ca o proteina transmembranara de tip
| avand omologie la membri familiei receptorului TNF si este implicatd in functionarea
dendritica a celulei.

Evidenta pentru interactiunea ODAR si proteina de legare OPG este aratata in
Exemplul 13. O forma solubild a ODAR (proteina de fuziune ODAR-Fc) previne maturizarea
osteoclastului in vitro (fig. 12) si creste densitatea osului la gsoareci normali sub injectia
subcutanoasa (fig. 13). Rezultatele sunt compatibile cu proteina de legare OPG care
interactioneaza cu si activeaza ODAR pentru a sustine maturizarea osteoclastului.

Dezvoltarea osteoclastului si viteza si extinderea resorbtiei osului sunt reglate de
interactiunea proteinei de legare OPG cu ODAR. Compugi care descresc sau impiedica
interactiunea proteinei de legare OPG cu ODAR sunt antagonisti potentiali ai activitati
proteinei de legare OPG si pot distruge dezvoltarea osteoclastului ducand la descresterea
resorbtiei osului. Alternativ, compusii care cresc interactiunea proteinei de legare OPG cu
ODAR sunt agonisti potentiali care sprijind dezvoltarea osteoclastului si sporesc resorbfia
osului.

Se pot folosi o diversitate de analize pentru a masura interactiunea proteinei de
legare OPG cu ODAR in vitro folosind proteine purificate. Aceste teste se pot folosi pentru
a cerceta compusi pentru capacitatea lor de a creste sau a descreste viteza sau extinderea
legarii la ODAR prin proteina de legare OPG. Tntr-un tip al testului, proteina ODAR poate fi
imobilizata prin atasarea la partea de jos a godeurilor unei placi de microtitrare. Proteina de
legare OPG radiomarcaté (de exemplu, proteina de legare OPG iodinata) si compusul (si)
test pot fi addugati apoi la godeuri, fie cate unul la un timp (in oricare ordine), fie simultan.
Dupa incubare, godeurile pot fi spalate si masurate folosind un méasurator de scintilatie
pentru radioactivitate pentru a determina extinderea legérii la ODAR prin proteina de legare
OPG in prezenta compusului test. Tn mod tipic, compusul se va testa intr-un interval de con-
centratii si, 0 serie a godeurile de control carora le lipsegte unul sau mai multe elemente ale
analizelor test, pot fi folosite pentru exactitate in evaluarea rezultatelor. O alternativa a aces-
tei metode implica inversarea "pozitiilor" proteinei, adica, imobilizarea proteinei de legare
OPG la godeurile placii de microtitrare, incubarea cu compusul test si ODAR radiomarcat i
determinarea extinderii legaturii ODAR (vezi, de exemplu, capitolul 18 din Current Protocols
in Molecular Biology, Ausubel et al., eds., John Willey & Sons, New York, NY, [1995]).

11

11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45



11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

RO 122495 B1

Ca o alternativa la radiomarcare, proteina de legare OPG sau ODAR pot fi conjugate
la biotina si prezenta proteinei biotinilate poate fi detectaté apoi folosind streptavidina legata
la 0 enzima, cum ar fi peroxidazé de hrean [HRP] sau fosfataza alcalina [AP], care poate fi
detectata colorimetric, sau prin atagarea fluorescenta a streptavidinei. De asemenea se
poate folosi un anticorp orientat la proteina de legare OPG sau ODAR care este conjugata
la biotina cu streptavidina legata cu enzimd legata la AP sau HRP.

Proteina de legare OPG si ODAR pot fi imobilizate prin atagarea la perle de agaroza,
perle acrilice sau alte tipuri al unor astfel de substraturi inerte. Complexul subtrat-proteina
se poate plasa intr-o solutie care contine proteina complementara si compusul test; dupa
incubare, perlele pot fi precipitate prin centrifugare si cantitatea din legatura dintre proteina
de legare OPG si ODAR se poate evalua apoi folosind oricare din tehnicile specificate mai
sus, adica, radiomarcare, legare de anticorp, sau altele asemenea.

Alt tip de analiza in vitro care se foloseste pentru identificarea unui compus care
creste sau scade formarea unui complex ODAR/proteina de legare OPG este un sistem
detector cu rezonanta pentru plasmon de suprafata cum ar fi sistemul de analiza Biacore
(Pharmacia, Piscataway, NJ). Sistemul Biacore se poate realiza folosind protocolul produ-
catorului. Aceastd analiza implica in mod esential legarea covalentd fie a proteinei de legare
OPG fie a ODAR la un fragment de senzor acoperit cu dextran care este localizat intr-un
detector. Compusul test i altd proteind complementara poate fi injectat apoi in compa-
timentul care contine fragmentul de senzor, fie simultan fie secvential si cantitatea proteinei
complementare care se leaga poate fi evaluata pe baza schimbarii in masa moleculara care
se asociaza fizic cu partea acoperitd cu dextran a fragmentului de senzor; schimbarea n
masa moleculara se poate masura prin sistemul detector.

In cateva cazuri poate fi de dorit evaluarea impreuna a doi sau mai multi compusi
pentru folosire in cresterea sau scaderea formarii complexului ODAR/proteina de legare
OPG. In aceste cazuri, analizele specificate mai sus se pot modifica usor prin adaugarea de
astfel de compusi test suplimentari fie simultan cu, fie secvential la primul compus test.
Etapele ramase in analiza sunt precum s-a specificat mai sus.

Analizele in vitro cum ar fi cele descrise mai sus se pot folosi in mod avantajos pentru
a cerceta rapid multi compusi pentru efectele asupra formarii complexului de catre ODAR
$i proteina de legare OPG. Analizele pot fi automatizate pentru a cerceta compusi generati
in banci de fag prezentat, peptida sintetica si sinteza chimica.

Compusii care cresc sau scad formarea complexului proteinei de legare OPG i
ODAR se pot cerceta de asemenea in cultura celulara folosind celule purtitoare-ODAR si
linii celulare. Celule gi linii celulare se pot obtine de la orice mamifer, dar de preferinta, vor
fi de la om sau orice surse de primate, canine sau rozétoare. Celule care contin ODAR cum
ar fi osteoclaste pot fi imbogaétite de la alte tipuri de celule prin cromatografie de afinitate
folosind proceduri disponibile publicului. Atagarea proteinei de legare OPG la celule purta-
toare-ODAR se evalueaza Tn prezenta sau absenta compusilor test si extinderea legaturii se
poate determina prin, de exemplu, citometrie de flux folosind un anticorp biotinilat la proteina
de legare OPG. Tn mod alternativ, o culturd de osteoclast de goarece sau umana poate fi
stabilita cum s-a descris in Exemplul 8 si compusii test pot fi evaluati pentru capacitatea lor
de a impiedica maturarea osteoclastului stimulatd prin addugarea CFS-1 si a proteinei de
legare OPG. Analiza culturii celulare se poate folosi in mod avantajos pentru a evalua supli-
mentar compusi care inregistreaza rezultat pozitiv in analiza de legare a proteinei descrisa
mai sus.
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Compusi care cresc sau scad interactiunea proteinei de legare OPG cu ODAR se pot
evalua de asemenea pentru activitatea in vivo prin administrarea compusilor fa goareci urmat
de masurarea densitatii osului folosind densitometria de baleaj sau radiografia osului. Proce-
deele pentru masurarea densitatii osului sunt descrise in publicatia PCT WO 97/23614 si in
Exemplul 13.

Inventia asigura compusi care scad sau impiedica interactia proteinei de legare OPG
cu ODAR si sunt antagonisti ai formarii osteoclastului. In general acesti compusi se impart
in doud grupe. O grupa include acei compusi care deriva de |a proteina de legare OPG sau
care interactioneaza cu proteina de legare OPG. Acestia s-au descris mai sus. A doua grupé
include acei compusi care deriva de la ODAR sau care interactioneazi cu ODAR. Exemple
de compusi care sunt antagonisti ai ODAR includ acizi nucleici, proteine, peptide, carbo-
hidrati, lipide sau compusi organici cu greutate moleculard mica.

Antagonisti ai ODAR pot fi compusi care se leaga la sau langa unul sau mai multe
situri pentru OPG bp in domeniul extracelular ODAR si scad sau impiedica total formarea
complexului. Aceste regiuni pe ODAR care sunt implicate in formarea complexului cu pro-
teina de legare OPG pot fi identificate prin analogie cu structura complexului TNFB/TNF-R55
omolog care s-a descris in Banner et al. (Cell 23., 431-445 (1993)). De exemplu, structura
complexului TNFB/TNF-R55 se poate folosi pentru a identifica regiuni ale proteinei de legare
OPG si ODAR care sunt implicate in formarea complexului. Apoi compusii pot fi desemnatj,
care se leaga de preferinta la regiuni implicate in formarea complexului si actioneaza ca
antagonisti. Intr-o abordare specificatd in Exemplul 11, antigenii peptidei se desemneaza
pentru utilizare in sporirea anticorpilor la proteina de legare OPG care actioneaza ca anta-
gonisti. Acesti anticorpi sunt de asteptat sa se lege Ia proteina de legare OPG si sa impiedice
formarea complexului cu ODAR. intr-un mod similar, antigenii peptidei bazati pe structura
ODAR se pot folosi pentru a spori anticorpi anti-ODAR care actioneaza ca antagonisti.

Antagonigtii ODAR se pot lega la ODAR de asemenea la localizari distincte de la
sit(uri) de legare pentru OPG bp si induc schimbari conformationale in polipeptida ODAR
care are drept rezultat scaderea sau formarea complexului neproductiv cu proteine de legare
OPG.

Intr-o realizare, un antagonist este o forma solubild a ODAR care pierde un domeniu
transmembranar functional. Forme solubile ale ODAR pot avea o deletie a unuia sau mai
multor aminoacizi in domeniul transmembranar (aminoacizii 214-234 cum se arata in fig. 10).
Polipeptidele ODAR solubile pot avea partial sau total din domeniul extracelular si sunt apte
de legarea proteinei de legare OPG. Optional, ODAR solubil poate fi parte a unei proteine
himerice, in care partial sau total din domeniul extracelular al ODAR este fuzionat la o
secventa aminoacida heteroloaga. intr-o realizare, secventa aminoacida heteroloaga este
o regiune Fc de la IgG uman.

Modulatori (agonisti sau antagonigti) ai ODAR se pot folosi pentru a preveni sau trata
osteopenia, care include osteoporoza, osteomielita, hiperglicemie cu caracter malign, osteo-
penie provocata pe sau prin chirurgie sau administrare de steroid, boala lui Paget, osteo-
necroza, pierderea osului datoratd artritei reumatoide, pierderea osului periodontal, imo-
bilizare, pierderea prostetica gi metastaza osteolitica. Agonisti i antagonisti ai ODAR folositi
pentru tratamentul osteopeniei se pot administra singuri sau in combinatie cu o cantitate
eficienta terapeutic dintr-un agent de sprijinire a cregterii osului incluzand factori morfogenici
ai osului desemnati BMP-1 pana la BMP-12, factorul-B de cresterea transformarii si membri
familiei TGF-B, factori de crestere a fibroblastului FGF-1 pana la FGF-10, inhibitori inter-
leukin&-1, inhibitori TNFa, hormon paratiroid, prostaglandine serie E, bifosfonati, estrogeni,
SERM-uri si minerale care sporesc osul, cum ar fi fluorul si calciul. Antagonisti ai ODAR sunt
utili in specia!l in tratamentul osteopeniei.
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in continuare se prezinta 15 exemple de realizare a inventiei in legatura cu figurile
care reprezinta:

Fig. 1. Structura si secventa insertului 32D-F3 care codifica proteina de legare OPG.
Domeniul transmembranar anticipat si situsurile pentru catenele carbohidat legate la
asparagina, sunt subliniate.

Fig. 2. Expresia proteinei de legare OPG in celule COS-7 transfectate cu pcADN/
32D-F3. Celulele s-au lipofectat cu ADN pcADN/32D-F3, se analizeaza pentru legare fie la
conjugatul fosfataz alcaling |gGl capra anti-uman (numai secundar), OPG[22-201]-Fc uman
plus secundar (OPD-Fc), sau o proteina de fuziune himera, domeniu extracelular ATAR-Fc
(SATAR-Fc). ATAR este un nou membru a superfamiliei TNFR gi proteina de fuziune sATAR-
Fc serveste ca marot atat pentru legarea domeniului IgGl Fc uman, cat si proteina inrudita
TNFR generic, care se leaga la moleculele de suprafata ale celulei 32D.

Fig. 3. Expresia proteinei de legare OPG in tesuturi umane. Analiza blot Northern ale
ARNm din tesut uman (Clontech) folosind o sondd de hidridizare derivata 32D-F3
radiomarcatd. Masa moleculara relativé este indicata la stanga in perechi kilobaza (kb).
Semnul < in partea dreapta arata ca este detectatd migrarea unui transcript de aproximativ
2,5 kb in ARNm-ul nodulului limfati. Se detecteaza, de asemenea, o banda foarte neclara
a aceleiasi mase in ficatul fetal.

Fig. 4. Structura si secventa insertului pcADN/hu OPGbp care codifica proteina de
legare OPG umana. Domeniul transmembranar anticipat si situsul pentru catene carbohidrat
legate laasparagina, sunt subliniate.

Fig. 5. Stimularea dezvoltarii osteoclastului in vitro de la co-culturi din macrofag din
maduva osului si celula ST2 tratate cu proteina [158-316] de legare OPG murin recombinant.
Culturile se trateaza cu diferite concentratii din proteina de legare OPG murin n intervalul
de la 1,6 pana la 500 ng/ml. Dupéa 8-10 zile, culturile se lizeazéa si activitatea TRAP se
masoara prin testarea solutiei. Suplimentar, unele culturi se trateaza simultan cu 1, 10, 100,
500 si 1000 ng/ml proteind OPG [22-401]-Fc murin recombinant. Proteina de legare OPG
murind induce o stimulare dependenta de doza in formarea osteoclastului, in care OPG [22-
401]-Fc inhiba formarea osteoclastului.

Fig. 6. Stimularea in vitro a dezvoltarii osteoclastului de la precursori din maduva
osoasa in prezenta M-CSF si a proteinei [158-316] de legare OPG murin. Se recolteaza
maduva osoasa de soarece i se cultivd in prezenta a 250, 500, 1000 si 2000 U/mi M-CSF.
La aceste culturi se adauga diferite concentratii din proteina [158-316] de legare OPG, in
intervalul de la 1,6 pana la 500 ng/ml. Dezvoltarea osteoclastului se masoara prin testarea
solutiei TRAP.

Fig. 7. Osteoclastele derivate de la celulele din maduva osoasa atat in prezenta M-
CSF cét si a proteinei [158-316] de legare OPG. Celule din maduva oscaséa tratate fie cu M-
CSF, fie cu proteina de legare OPG, fie cu ambii factori combinati si se lasa sa se dezvolte
n osteoclaste mature. Culturile rezultate se coloreaza apoi cu albastru de toluidin (coloana
din stanga), sau histochimic pentru a detecta activitatea enzimaticd TRAP (coloana din
dreapta). In culturile care primesc ambii factori, osteoclastele mature se formeaza astfel incét
sunt capabile sa erodeze maduva aga cum se evalueaza prin prezenta petelor colorate in
albastru de pe suprafata maduvei. Aceasta se coreleaza in prezenta celulelor TRAP pozitive,
muitinucleate, alcatuite din multe parti mari.

Fig. 8. Grafic care arata niveluri (iCa) de calciu ionizat din sangele total de la soareci
injectati cu proteina de legare OPG, la 51 ore dupa prima injectie si la soareci cérora li se
administreaza simultan, de asemenea, OPG. Proteina de legare OPG semnificativ si niveluri
iCa crescute dependente de doza. OPG (1 mg/kg/zi) impiedica complet cregterea in iCa la
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0 doza a proteinei de legare OPG de 5 pg/zi si impiedica, partial, cresterea la o dozi a
proteinei de legare a OPG de 25 ug/zi. (*), diferit la control tratat cu purtator (p<0,05). (#),
nivel iCa tratat cu OPG diferit semnificativ in nivel la goareci care primesc numai aceiagi
doza din proteina de legare OPG (p<0,05).

Fig. 9. Radiografii ale femurului i tibiei din stanga la soarecii tratati cu 0, 5, 25 sau
100 pg/zi din proteina de legare OPG timp de 3,5 zile. Aceasta este o doz& descrescétoare,
dependentd de densitatea osului evident mai clar la metafiza tibiald proxima a acestor
soareci gi este profunda la o doza de 100 pg/zi.

Fig. 10. Secventa ADNc de ODAR murina gi secventa de proteina. Se arata secventa
de aminoacizi a clonei ADNc de ~2,1 kb si transcrierea cadrului de citire deschis de 625
resturi mari prezentat mai sus. Peptida semnal hidrofoba este subliniata si secventa trans-
membranara hidrofoba (resturi 214-234) este ingrosata. Resturile de cistein& care cuprind
motivele repetate bogate Tn cisteind in domeniul extracelular, sunt ingrosate.

Fig. 11. Coloratia imunofluorescentd a ODAR-Fc care se leaga la celule transfectate
cu proteina de legare OPG. Celule COS-7 transfectate cu proteina de legare OPG care
exprima plasmida, se incubeaza cu IgG Fc uman (planul de sus), ODAR-Fc (planul din
mijloc) sau OPG-Fc (planul de jos). Un anticorp IgG Fc capra anti-uman marcat FITC se folo-
segte ca un anticorp secundar. Celulele de legare pozitive se examineaza prin microscopie
confocala.

Fig. 12. Efectele ODAR-Fc asupra obtinerii in vitro a osteroclastelor de la maduva
osoasa de soarece. Culturi de maduva osoasa murina se stabilesc ca in Exemplul 8 si se
expun la proteina de legare OPG (5 ng/ml) si CSF-1 (30 ng/ml). Se adauga concentratii
diferite de ODAR-Fc Tnintervalul de la 1500 ng/ml pan4 la 65 ng/ml. Formarea osteoclastului
se testeaza prin citochimie TRAP si testarea solutiei TRAP se face in culturd dupa 5 minute.

Fig. 13. Densitatea minerald a osului la soareci dupa patru zile de tratament cu
ODAR-Fc la diferite doze. Soarecii au primit ODAR-Fc prin injectare subcutanat3 zilnic intr-
un purtator salin tamponat cu fosfat. Densitatea minerald s-a determinat in case fixate in
EtOH 70% la soareci cu metafiza tibiald proxima prin tomografia computerizata cantitativa
periferica (pQCT) (XCT-960M, Norland Medical Systems, Ft Atkinson, WI). S-au analizat
doua secliuni transversale din os de 0,5 mm, 1,5 mm si 2,0 mm pentru capatul proxim al
tibiei (XMICE 5,2, Stratec, Germania) pentru a determina densitatea minerala osoasa totala
in metafiza. S-a folosit o limita de separare a tesutului moale de 1500 pentru a defini
marginea osului metafiseal. ODAR-Fc a produs o crestere semnificativa in densitatea mine-
rala osoasa in metafiza tibiald proxima intr-un mod dependent de doza. Grup n = 4,

Exemplul 1. /dentificarea sursei liniei celulare pentru proteina de legare OPG

Osteoprotegerina (OPG) regleazd negativ osteoclastogeneza in vitro si in vivo,
intrucat OPG este o proteina inrudita TNFR, este probabil s& interactioneze cu un membru
al familiei inrudita TNF in timp ce Tsi mediaza efectele. Cu o exceptie, toti membri cunoscuti
ai superfamiliei TNF sunt proteine transmembranare de tip Il exprimati pe suprafata celulei.
Pentru a identifica o sursa a proteinei de legare OPG, proteine de fuziune OPG-Fc recom-
binante s-au folosit ca imunosonde pentru a cerceta proteinele de legare OPG pe suprafata
a diferite linii celulare si celule hematopoietice primare.

Linii celulare care au crescut precum culturi aderente in vitro s-au tratat folosind
metodele urmatoare: celulele se plaseaza in placi pentru cultura tesutului cu 24 godeuri
(Falcon), apoi se lasa sa creasca pana la aproximativ 80% confluenta. Apoi, mediul de cres-
tere se indeparteaza si culturile aderente se spala cu solutie salind tamponaté cu fosfat
(PBS) (Gibco) continand 1% ser fetal de vitel (FCS). Proteine recombinante de fiziune OPG
[22-194]-Fc de soarece si OPG [22-201]-Fc uman (vezi cererea US 08/706.945 depusa in

15

1

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47



1

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47

RO 122495 B1

3 septembrie 1996) s-au diluat individual pana la 5 pg/ml in PBS care contine 1% FCS, apoi
se adaugé la culturi si se lasa la incubat timp de 45 min la 0°C. Se indeparteaza solutia
proteinei de fuziune OPG-Fc si celulele se spala Tn solutie PBS-FCS cum s-a descris mai
sus. Apoi culturile se expun |a anticorp secundar IgG anti-uman F(ab’) de capra ficoeritrin-
conguat (Southern Biotechnology Associates Cat. #2043-09) diluat in PBS-FCS. Dupa o
incubare de 30-45 min la 0°C, solutia s-a Tndepartat i culturile s-au spalat aga cum s-a des-
cris mai sus. Celulele s-au analizat apoi prin microscopie imunofluorescenta pentru a detecta
linii celulare care exprima o proteina de legare OPG la suprafata celulei.

Suspensia culturilor celulare s-au analizat intr-un mod similar cu modificarile
urmétoare: diluantul si tamponul de spalare consta din calciu si solutie fosfat fra magneziu
tamponata contindnd 1% FCS. Celulele s-au recoltat din culturile cu replicare exponentiala
in mediu de crestere, peletate prin centrifugare, apoi s-au resuspendat la 1x107 celule/ml
intr-o placa de microtitrare cu 96 godeuri pentru cultura de tesut (Falcon). Celulele se expun
secvential la proteine de fuziune OPG-Fc recombinante, apoi la anticorpul secundar aga cum
se descrie mai sus si celulele se spala prin centrifugare intre fiecare etapa. Apoi celulele se
analizeaza prin sortarea celulei activata prin fluorescentd (FACS) folosind un Becton
Dickinson FACscan.

Folosind acest mod de abordare, linia celulard 32D mielomonociticd murina (numar
de acces ATCC nr. CRL-11346) s-a gasit cd exprima o molecula de suprafata care ar putea
fi detectata atat cu proteine de fuziune OPG [22-194]-F¢ de soarece cét si cu proteine de
fuziune OPG [22-201]-Fc umane. Anticorpul secundar singur nu se leaga la suprafata
celulelor 32D, nici nu purifica IgGl Fc umana, indicand ca legarea proteinelor de fuziune
OPG-Fc se datoreaza partii OPG. Aceasta legaturd ar putea fi concurata intr-un mod depen-
dent de doza prin aditia proteinei recombinante OPG [22-401] murind sau umana. Astfel
regiunea OPG necesara pentru activitatea sa biologica este capabila de legare specifica la
o molecula cu suprafafa derivata-32D.

Exemplul 2. Expresia clonarii unei proteine de legare OPG murind

O banca ADN c se prepara din la ARNm 32D si se leaga in vectorul de expresie
mamifer pcDNA3.1(+) (Invitrogen, San Diego, CA). S-au recoltat celulele 32D crescute
exponential mentinute in prezenta interleukinei-3 recombinante i ARN-ul celular total se
purificd prin extractie cu acid guanidin tiocianat-fenol-cloroform (Chomczynski gi Sacchi.
Anal. Biochem. 162, 156-159, (1987)). Fractia poli(A+) ARNm se obtine din prepararea ARN
total prin adsorptia si elutia din Dynabeads Oligo (dT)25 (Dynal Corp) folosind procedurile
recomandate de fabricant. Se prepara o banca directionala ADNc primar oligo-dT folosind
Superscript Plasmid System (Gibco BRL, Gaithesburg, Md) folosind precedurile reco-
mandate de fabricant. Se digerd ADNc rezultat pentru a completa cu endonucleaza de res-
trictie Sall si Notl, apoi fractionat prin cromatografie pe gel cu excludere dupa marime. S-au
selectat fractiile cu greutatea moleculard cea mai ridicata si apoi s-au ligat in regiunea
polilinker a vectorului plasmidic pcDNA3.1.(+) (Invitrogen, San Diego, CA). Acest vector
contine promotorul CMV in amontele sitului de clonare multiplu si se orienteaza expresia la
nivel ridicat in celule eucariote. Apoi banca s-a electroporat in E.coli competent (ElectroMAX
DH10B, Gibco, NY) si s-a titrat pe agar LB care contine 10 pg/ml ampicilina. Banca s-a
distribuit apoi in zone separate continand aproximativ 1000 clone/zona si 1,0 ml culturi din
fiecare zona s-au crescut timp de 16...20 ore la 37°C. S-a preparat ADN plasmadic de la
fiecare cultura folosind trusa Qiagen Qiawell 96 Ultra Plasmid Kit (cataleg # 16191) urméand
procedurile recomandate de fabricant.

Zonele distribuite ale bancii de expresie 32D ADNc s-au lipofectat individual in culturi
CO0S-7, apoi s-au analizat pentru dobandirea proteinei de legare OPG pe suprafata celulei.
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Pentru a face aceasta, celulele COS-7 s-au plasat la o densitate de 1x10° per ml In pléci de
cultura de tesuturi cu gsase godeuri (Costar), apoi s-au cultivat peste noapte in DMEM
(Gibco) contindnd 10% FCS. S-au diluat aproximativ 2 jug ADN plasmidic de la fiecare zona
in 0,5 ml DMEM féra ser, apoi s-a sterilizat prin centrifugare printr-o coloana 0,2 um Spin-X
(Costar). Simultan, s-au adaugat 10 pi Lipofectamine (Life Technologies Cat # 18324-012)
la un tub separat care contine 0,5 ml DMEM fara ser. ADN-ul si solutiile cu Lipofectamine
s-au amestecat i s-au lasat la incubat la temperatura cameret timp de 30 min. Culturile de
celulle COS-7 s-au spalat apoi cu DMEM fara ser si complexele ADN-lipofectamina s-au
expus la culturi 2...5 ore la 37°C. Dup3 aceasta perioads, mediul s-a indepértat cu DMEM
care contine 10% FCS. Apoi celulele s-au cultivat timp de 48 ore la 37°C.

Pentru a detecta culturile care exprima o proteina de legare OPG, se indeparteaza
mediul de crestere si celulele s-au spalat cu solutie PBS-FCS. Un volum de 1,0 ml PBS-FCS
contindnd 5 pug/ml proteind de fuziune OPG[22-201]-Fc se adaugd la fiecare godeu si se
incubeaza la temperatura camerei timp de 1 ord. Celulele s-au spalat de trei ori cu solutie
PBS-FCS si apoi s-au fixat in PBS care contine 2% paraformaldehida si 0,2% glutaraldehida
in PBS la temperatura camerei timp de 5 minute. Culturile s-au spélat o data cu PBS-FCS,
apoi s-au incubat timp de 1 or& 1a 65°C in timp ce s-au imersat in solutie PBS-FCS. Culturile
s-au lasat sa se raceasca si solutia PBS-FCS s-a aspirat. Apoi culturile s-au incubat cu un
anticorp (Fc specific) IgG anti-uman de capra conjugat cu fosfataza alcalina (SIGMA Product
# A-9544) la temperatura camerei timp de 30 minute, apoi s-a spalat de trei ori cu 20 mM
Tris-Cl (pH 7,6) i 137 mM NaCl. Complexele imune care se formeaza in timpul acestor
etape s-au detectat prin analizarea pentru activitate fosfatazei alcaline folosind trusa Fast
Red TR/AS-MX Substrat Kit (Pierce, Cat. # 34034) urméand procedurile recomandate de
fabricant.

Folosind acest mod de abordare, s-au cercetat un total de aproximativ 300.000 clone
ADNCc 32D independente, reprezentate de 300 zone transfectate cu 100 clone fiecare. S-a
identificat un singur godeu care a continut celule care au dobandit capacitatea de a fi
ornamentat de proteina de fuziune OPG-Fc. Aceasta zona s-a subdivizat prin runde secven-
tiale de selectionare sib, rezultdnd o singura clona plasmidica 32D-F3 (fig. 1). ADN-ul
plasmidic 32D-F3 s-a transfectat apoi in celule COS-7 care s-au imunocolorat fie cu anticorp
singur 19G secundar capra FITC-conjugat anti-uman, proteina plus secundara de fuziune
OPG[22-201])-Fc umana, sau cu protena de fuziune ATAR-Fc (ATAR cunoscutd, de ase-
menea, ca HVEM; Montgomery si colab., Cell 82, 427-436 (1996)) (Fig. 2). Anticorpul secun-
dar singur nu s-a legat la celule COS-7/32D-F3, nici nu a facut proteina de fuziune ATAR-Fc.
Numai proteina de fuziune OPG Fc se leaga la celulele COS-7/32D-F3, aratand ca 32D-F3
a codificat o proteina de legare OPG prezentata pe suprafata celulelor de expresie.

Exemplul 3. Secventa proteinei de legare OPG

Clona 32D-F3 izolata mai sus a continut un insert cADN de aproximativ 2,3 kb (fig.
1) care s-a secventat in ambele directii pe un secventer ADN automat Applied Biosystems
373A folosind reactii primer-Tag condus colorant-terminator (Applied Biosystems) urmand
procedurile recomandate de fabricant. Secventa de nucleotide rezultanta obtinut4 s-a com-
parat cu baza de date a secventei ADN folosind programul FASTA (GCG,Universitatea
Wisconsin) si s-a analizat prezenta cadrelor de citire larg deschise (LORF-uri) folosind apli-
catia "Six-way open reading frame" (Frames) (GCG, Universitatea Wisconsin). Un LORF de
316 resturi de aminoacizi (aa) incepand la metionina s-a detectat intr-o orientare cores-
punzatoare si a fost precedata de o regiune netranscrisa 5' la aproximativ 150 bp.
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Regiunea netranscrisd 5' a continut un codon stop in cadrul din amontele codonului start
anticipat. Aceasta arata ca structura plasmidei 32D-F3 este compatibild cu capacitatea sa
de a utiliza regiunea promotor CMV pentru a exprima direct un produs al genei 316 aa in
celule mamifere.

Secventa proteinei de legare OPG anticipata s-a comparat apoi cu baza de date
existenta a secventelor de proteina cunoscute folosind o versiune modificatd a programului
FASTA (Pearson, Meth. Enzymol. 183, 63-98 (1990)). S-a analizat, de asemenea secventa
de aminoacizi pentru a observa prezenta motivelor specifice conservate la tofi memobri
cunoscuti ai superfamiliei factorului de necroza a tumorii (TNF) folosind metoda profilului sec-
ventei (Gribskov et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83, 4355-4359 (1987)) agsa cum s-a
modificat de Liiethy si colab., Protein Sci. 3., 139-146 (1994)). Aceasta pare a fi o omologie
semnificativa Tn intregime cu proteina de legare OPG la unii membri ai superfamiliei TNF.
Proteina de legare OPG soarece pare a fi mai strans legata la omologi soarece gi uman atat
ligand TRAIL cét si ligand CD40. Analiza suplimentard a secventei proteinei de legare OPG
a aratat o puternica potrivire Ia superfamilia TNF, cu un scor Z extrem de important de 19,46.

Secventa de aminoacizi a proteinei de legare OPG contine un prababil domeniu
transmembranar hidrofobic care Tncepe la M4 9 si se intinde pana la L69. Pe baza acestei
configuratii fata de codonul de start metionina, proteina de legare OPG s-a anticipat a fi o
proteind transmembranara de tip Il cu un domeniu extracelular C-terminal mai mare (fig. 4).
Aceste va fi similar tuturor membrilor familiei TNF cunoscuti, cu exceptia alfa limfotoxinei
(Nagata si Golstein, Science 267, 1449-1456 (1995)). '

Exemplul 4. Expresia mARN-ului proteinei de legare OPG umané

S-au testat numeroase blot-uri Northern din tesut uman (Clontech, Palo Alto, CA) cu
fragment de restrictie 32D-F3 marcat 32P-dCTP pentru a detecta marimea transcriptului
uman si pentru a determina modelele expresiei. S-au prehibridizat blot-urile Northern in 5X
SSPE, 50% formamida, 5X solutie Denhardt, 0,5% SDS si 100 pg/ml ADN denaturat din
sperméa de somon timp de 2...4 ore la 42°C. Blot-uri s-au hibridizat apoi in 5X SSPE, 50%
formamidé&, 5X solutie Denhardt, 0,5% SDS si 100 ug/m! ADN denaturat din sperma de
somon timp de 18-24 ore la 42°C. Apoi blot-urile s-au spélat in 2X SSC timp de 10 min la
temperatura camerei, 1X SSC timp de 10 min la 50°C, apoi in 0,5X SSC timp de 10...15 min.

Folosind o sonda derivata de la cADN de soarece si hibridizare in conditii de strin-
gentd, s-a detectat o specie de mARN predominant cu 0 masa moleculara relativa de aproxi-
mativ 2,5 kb in nodulii limfatici (fig. 3). Un semnal slab s-a detectat, de asemenea, la aceeasi
masa moleculara relativa in ARNm din ficat fetal. In alte tesuturi examinate nu s-au detectat
transcrieri de proteina de legare OPG. Datele sugereaza ca expresia ARNm a proteinei de
legare OPG a fost extrem de limitata in tesuturi umane. De asemenea, datele araté ca clona
ADNCc izolata este foarte apropiata de marimea transcriptului nativ, sugerand ca 32D-F 3 este
o clona de lungime intreaga.

Exemplul 5. Clonarea moleculard a proteinei de legare OPG umana

Omologul uman al proteinei de legare OPG s-a exprimat ca un ARNm de aproximativ
2,5 kb Tn noduli limfatici periferici i s-a detectat prin hibridizare cu 0 sondd ADNc de soarece
in conditii stringente de hibridizare. Proteina de legare OPG care codificd ADN s-a obtinut
prin cercetarea unei banci ADNc de noduli de limfa umana fie prin metode de hibridizare
placa bacteriofag recombinant, fie prin metode de hibridizare colonie bacteriana transformata
(Sambrook si cotab., Molecular Cloning: A Laboratory Manual Cold Spring Harbor Press,
New York (1989)). Aceasta banca ADNc fag sau plasmida, s-au cercetat folosind sonde d
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marcare radioactiva derivate de la clona 32D-F3 a proteinei de legare OPG. Sondele s-au
folosit pentru a cerceta filtrul de nitroceluloz ridicat dintr-o banci plasat pe placa. Aceste
filtre s-au prehibridizat si apoi s-au hibridizat in conditiile specificate in Exemplul 4, in cele
din urma obtinand cregterea clonelor purificate ale cADN-ului proteinei de legare OPG
umana. Inserturile obtinute de la oricare din clonele proteinei de legare OPG umana se vor
secventa si se vor analiza asa cum s-a descris in Exemplul 3.

S-a analizat un nodul limfatic poli A+ ARN uman (Clontech, Inc., Palo Alto, CA) in
ceea ce privegte prezenta transcriptelor OPG-bp asa ca in cererea US anterioari seria
08/577788, depusa la 22 decembrie 1995. Un blot northern al acestei probe ARN testat in
conditii stringente cu o sondd OPG-bp de soarece marcata-32P a aratat prezenta transcrip-
telor OPG-bp umane. Apoi s-a sintetizat o banci ADNc oligo dT-primar din nodulul limfatic
ARNm folosind trusa SuperScript (GIBCO life Technologies, Gaithersberg, MD) s-a cum s-a
descris in Exemplul 2. ADNc-ul rezultat s-a selectionat dupa marime si fractia moleculara
mare ligata la vectorul plasmid pcDNA3.1(+) (Invitrogen, San Diego, CA). S-au transformat
electroconcurent E.coli DH10 (GIBCO life Technologies, Gaithersberg, MD) si s-au cercetat
1 X 10° transformanti rezistenti la ampicilina prin hibridizarea coloniei folosind o sonda de
proteina de legare OPG de soarece marcati-32P.

S-aizolat o clona plasmidica a ADNc-ului proteinei de legare OPG umana presupus,
phuOPGbp-1.1 sia continut uninsert de 2,3 kp. Secventa de nucleotida rezultats a insertului
phuOPGbp-1.1 a avut 80...85% omologie la secventa ADNc-ului proteinei de legare OPG
soarece. Transcrierea secventei insertului ADN a aratat prezenta unui cadru de citire larg
deschis anticipat pentru a codifica o polipeptida de 317 aa (fig. 4). Compararea polipeptidelor
OPG-bp de soarece si umana araté ca ele sunt ~87% identice, aratand faptul ca aceast
proteina este puternic conservata in timpul evolutiei.

ADN-ul proteinei de legare OPG umand si secventele proteinei nu au fost prezente
in Genbank si nu au existat secvente EST omoloage. Deoarece cu omologul murin, proteina
de legare OPG umana arata o similaritate puternicd a secventei la toti membrii superfamiliei
TNFa ai citokinelor.

Exemplul 6. Clonarea si expresia bacteriand a proteinei de legare OPG

Amplificarea PCR folosind perechi de primer si matrice descrise mai jos este utild
pentru a genera diferite forme de proteine de legare OPG murina. Un primer al fiecarei
perechi introduce un codon stop TAA si un situs unic Xhol sau Sacii urmand capétul terminal
al genei. Celalalt primer al fiecarei perechi introduce un situs unic Ndel, o0 metionini N-
terminala si codoni optimizati pentru partea amino terminala a genei. PCR si termociclarea
se realizeaza folosind metodologia ADN recombinant standard. Produsele PCR sunt puri-
ficate, sunt digerate restrictiv si sunt inserate in siturile unice Ndel si Xhol sau Sacll ale
vectorului pAMG21 (numér de accces ARCC 98113) si sunt transformate in E.coli prototrofic
393 sau 2596. Alti vectori de expresie E.coli folositi de obicei si celule gazda sunt, de ase-
menea, corespunzatori pentru expresie. Dupa transformare, clonele se selectioneaza, se
izoleaza ADN plasmidic si se confirma secventa insertului proteinei de legare OPG.

PAMG21-proteina de legare OPG murina [75-316]

Acest construct s-a programat a fi 242 aminoacizi in lungime si are urmatoarele res-
turi N-terminal i C-terminal, NH,-Met (75)-Asp-Pro-Asn-Arg------- Gin-Asp-lle-Asp(316)-
COOH. Matrita folosita pentru PCR a fost pcDNA/32D-F3 si oligonuclectidele #1581-72 si
#1581-76 au fost perechea de primeri folosita pentru PCR si clonarea acestui construct de
gena.
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1581-72:
5-GTTCTCCTCATATGGATCCAAACCGTATTTCTGAAGACAGCACTCACTGGCTT-3'

(SECV. ID NR: 5)

1581-76
5-TACGCACTCCGCGGTTAGTCTATGTCCTGAACTTTGA-3

(SECV. ID NR: 6)

pPAMG21-proteina de legare OPG muriné [95-316]

Acest construct s-a programat a fi de 223 aminoacizi in lungime gi are urmatoarele
resturi N-terminal si C-terminal, NH,-Met-His(95)-Giu-Asn-Ala-Gly-——Gin-Asp-lle-Asp(316)-
COOH. Matrita folosita pentru PCR a fost pcDNA/32D-F3 si oligonucleotidele #1591-90 si
#1591-95 au fost perechea de primeri folositd pentru PCR si donarea acestui construct de
gena.

1591-90:
5-ATTTGATTCTAGAAGGAGGAATAACATATGCATGAAAACGCAGGTCTGCAG-3'

(SECV.IDNR: 7)

1591-95:
3-TATCCGCGGATCCTCGAGTTAGTCTATGTCCTGAACTTTGAA-3'

(SECV. ID NR: 8)

pAMG21-proteina de legare OPG muring [107-316]

Acest construct s-a programat a fi de 211 aminoacizi in lungime si are urmatoarele
resturi N-terminal si C-terminal, NH,-Met-Ser(107)-Glu-Asp-Thr-Leu------- Gin-Asp-lie-
Asp(316)-COOH. Matrita folosita pentru PCR a fost pcDNA/32D-F3 si oligonuclectidele
#1591-93 si #1591-95 au fost perechea de primeri folosita pentru PCR si donarea acestui
construct de gena.

1591-93:
5-ATTTGATTCTAGAAGGAGGAATAACATATGTCTGAAGACACTCTGCCGGACTCC-3'

(SECV. IDNR: 9)

1591-95:
3-TATCCGCGGATCCTCGAGTTAGTCTATGTCCTGAACTTTGAA-3'

(SECV. ID NR: 10)

pPAMG21-proteina de legare OPG murina [118-316]

Acest construct s-a programat a fi de 199 aminoacizi in lungime $i are urmatoarele
resturi N-terminal si C-terminal, NH,-Met(118)-Lys-Gin-Ala-Phe-GIn------- GIn-Asp-lle-
Asp(316)-COOH.

Matrita folosita pentru PCR a fost pcDNA/32D-F3 si oligonucleotidele #1591-94 si
#1591-95 au fost perechea de primeri folosita pentru PCR si donarea acestui construct de
gena.

1591-94:
5-ATTTGATTCTAGAAGGAGGAATAACATATGAAACAAGCTTTTCAGGGG-3'

(SECV. ID NR: 11)

1591-95:
3-TATCCGCGGATCCTCGAGTTAGTCTATGTCCTGAACTTTGAA-3'

(SECV. ID NR: 12)

PAMG21-proteina de legare OPG murind [128-316]

Acest construct s-a programat a fi de 180 aminoacizi in lungime i are urmatoarele
resturi N-terminal si C-terminal, NH,-Met-Lys(128)-Glu-Leu-Gin-His-----—-GIn-Asp-lle-
Asp(316)-COOH. Matrita folositd pentru PCR a fost pcDNA/32D-F3 si oligonucleotidele
#1591-91 si #1591-95 au fost perechea de primeri folositd pentru PCR si donarea acestui
construct de gena.
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1691-91:
5-ATTTGATTCTAGAAGGAGGAATAACATATGAAAGAACTGCAGCACATTGTG-3'

(SECV. ID NR: 13)

1581-95:
3-TATCCGCGGATCCTCGAGTTAGTCTATGTCCTGAACTTTGAA-3'

(SECV. ID NR: 14)

pAMG21-proteina de legare OPG murina [137-316]

Acest construct s-a programat a fi de 181 aminoacizi in lungime $i are urmatoarele
resturi N-terminal si C-terminal, NH,-Met-GIn(137)-Arg-Phe-Ser-Gly---—-Gln-Asp-lle-
Asp(316)-COOH. Matrita folositd pentru PCR a fost pcDNA/32D-F3 si oligonuclectidele
#1591-92 si #1591-95 au fost perechea de primeri folosita pentru B.CR i donarea acestui
construct de gena.

15691-92:
5-ATTTGATTCTAGAAGGAGGAATAACATATGCAGTTTCTCTGGTGCTCCA-3'

(SECV. ID NR: 15)

1591-95:
J-TATCCGCGGATCCTCGAGTTAGTCTATGTCCTGAACTTTGAA-3

(SECV. ID NR: 16)

pAMG21-proteina de legare OPG murina [146-316]

Acest construct s-a programat a fi de 171 aminoacizi in lungime si are urmatoarele
resturi N-terminale si C-terminale, NH,- Met(146)-Glu-Gly-Ser-Trp----—GIn-Asp-lle-Asp(316)-
COOH. Matrita folosita pentru PCR a fost pAMG21-proteina de legare OPG murina [75-316]
descrisd mai sus si oligonucleotidele #1600-98 si #1581-76 vor fi perechea de primerifolosita
pentru PCR si donarea acestui construct de gena.

1600-98:
5-GTTCTCCTCATATGGAAGGTTCTTGGTTGGATGTGGCCCA-3'

(SECV. ID NR: 17)

1581-76:
5-TACGCACTCCGCGGTTAGTCTATGTCCTGAACTTTGA-3'

(SECV. ID NR: 18)

PAMG21-proteina de legare OPG murina [156-316]

Acest construct s-a programat a fi 162 aminoacizi in lungime si are urmatoarele
resturi N-terminal si C-terminal, NH,-Met-Arg(156)-Gly-Lys-Pro-------GIn-Asp-lie-Asp(316)-
COOH. Matrita folosita pentru PCR a fost pAMG21-proteina de legare OPG murin [158-316]
de mai jos si oligonucleotidele #1619-89 si#1581-76 va fi perechea de primeri folosita pentru
PCR si donarea acestui construct de gena.

1619-86:
5-GTTCTCCTCATATGCGTAAACCTGAAGCTCAACCATTTGCA-3'
(SECV. ID NR: 19)
1581-76:
5-TACGCACTCCGCGGTTAGTCTATGTCCTGAACTTTGA-3' (SECV. ID NR: 20)

pAMG21-proteina de legare OPG muriné [158-316]

Acest construct s-a programat a fi de 160 aminoacizi in lungime si are urmatoarele
resturi N-terminal gi C-terminal, NH,-Met-Lys(158)-Pro-Glu-Ala-------GIn-Asp-lle-Asp(316)-
COOH. Matrita folosita pentru PCR a fost pcDNA/32D-F3 si oligonucleotidele #1581-73 gi
#1581-76 va fi perechea de primeri folositd pentru PCR si donarea acestui construct de
gena.
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1581-73:
5-GTTCTCCTCATATGAAACCTGAAGCTCAACCATTTGCACACCTCACCATCAAT-3'

(SECV. ID NR: 21)

1581-76:
5'-TACGCACTCCGCGGTTAGTCTATGTCCTGAACTTTGA-3'

(SECV. ID NR: 22)

PAMG21-proteina de legare OPG murina [166-316]

Acest construct s-a programat a fi de 152 aminoacizi in lungime i are urmatoarele
resturi N-terminal si C-terminal, NH,-Met-His(166)-Leu-Thr-lie------ GlIn-Asp-lle-Asp(316)-
COOH. Matrita folositd pentru PCR a fost pcDNA-F 3 si oligonucleotidele #1581-75 si #1581-
76 va fi perechea de primeri folositd pentru PCR si donarea acestui construct de gena.
1581-75:
5'-GTTCTCCTCATATGCATTTAACTATTAACGCTGCATCTATCCCATCGGGTTCCCAT
AAAGTCACT-3'

(SECV. ID NR: 23)

1581-76:
5-TACGCACTCCGCGGTTAGTCTATGTCCTGAACTTTGA-3'

(SECV. ID NR: 24)

PAMG21-proteina de legare OPG murina [168-316]

Acest construct s-a programat a fi de 150 aminoacizi in lungime si are urmatoarele

resturi N-terminal si C-terminal, NH,-Met-Thr(168)-lle-Asn-Ala------- Gln-Asp-lle-Asp(316)-
COOH. Matrita folosita pentru PCR a fost pcDNA-F3 si oligonucleotidele #1581-74 gi#1581-
76 va fi perechea de primeri folosita pentru PCR si clonare.
1581-74:
5'-GTTCTCCTCATATGACTATTAACGCTGCATCTATCCCATCGGGTTCCCATA
AAGTCACT-3

(SECV. ID NR: 25)

1581-76:
5-TACGCACTCCGCGGTTAGTCTATGTCCTGAACTTTGA-3'

(SECV. ID NR: 26)

S-a inteles c&, constructele de mai sus sunt exemplificatoare si un specialist in
domeniu poate obtine ugor alte forme de proteina de legare OPG folosind metodologia
generala prezentata aici.

Au fost clonate constructele bacteriene recombinante pAMG21-proteina de legare
OPG murina [75-316], [95-316], [107-316], 118-316], [128-316], [137-316] si [158-316],
secventa ADN s-a confirmat si au fost examinate nivelurile expresiei produsului genei
recombinant dupd inductie. Toate constructele au produs niveluri ale produsului genei
recombinant care au fost ugor vizibile urménd electroforeza in gel de poliacrilamida SDS si
colorare coomasie a Uzatelor brute. Cresterea E.coli 393 sau 2596 transformate, induce
expresia proteinei de legare OPG si izolarea corpilor de incluziune continand proteina de
legare OPG sunt date conform procedurilor descrise in PCT W097/23614. Purificarea
proteinelor de legare OPG de la corpii de incluziune necesita solubilizarea si renaturarea
proteinei de legare OPG folosind proceduri accesibile unui specialist in domeniu. Proteina
de legare OPG murina recombinanta [158-316] s-a gasit a fi produsa n general insolubila,
dar aproximativ 40% s-a gésit in fractia solubild. Proteina recombinanta s-a purificat de la
fractia solubila agsa cum s-a descris mai jos si s-a examinat bioactivitatea sa.
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Exemplul 7. Purificarea proteinei de legare OPG muring recombinant [1 58-316]

Celule bacteriene congelate continand proteina de legare OPG muring [1 58-316]
exprimatd s-au dezghetat si s-au resuspendat in 20 mM tris-HCI pH 7.0, 10 mM EDTA.
Suspensia celulara (20% g/v) s-a omogenizat apoi prin trei treceri printr-un microfluidificator.
Suspensia de celule lizate s-a centrifugat intr-un rotor JA14 12 10.000 rpm timp de 45 minute.
Analiza SDS-PAGE a arétat o banda cu o greutate moleculara de aproximativ 18 kd prezenta
atatin corpii de incluziune, cat si in supernatant. Fractia solubila s-a aplicat apoi la o coloana
Pharmacia SP Sepharose 4FF cu 10 mM MES pH 6,0. Proteina de legare OPG s-a eluat cu
un gradient din 20 volume de coloand din 0...0,4M NaCl in MES pH 6,0. Fractiile care contin
proteina de legare OPG s-au aplicat apoi la o coloand ABX Bakerbond echilibrats cu 20 mM
MES pH 6,0. Proteina de legare OPG s-a eluat cu un gradient 15CV 0...0,5M NaCl in MES
pH 6,0. Produsul final a fost peste 95% omogenitate prin SDS-PAGE. Secventarea N-
terminala a dat aratat urmétoarea secventa: Met-Lys-Pro-Glu-Ala-Gin-Pro-Phe-Ala-His care
s-a identificat cu cea anticipata pentru o polipeptida plecand de la restul 158 (cu un initiator
metionind). Greutatea moleculara relativa a proteinei in timpul SDS-PAGE nu s-a schimbat
la reducere.

Exemplul 8. Bioactivitatea in vitro a proteinei de legare OPG solubild recombinants

Proteina OPG recombinanté a aratat ¢4 impiedica formarea osteoclastului dependent
de vitamina D3 din maduva osului si precursorii splinei intr-un test de formare a
osteoclastului aga cum s-a descris Tn cererea US 08/577788. Deoarece proteina de legare
OPG se leaga la OPG si este un nou membru al familiei TNF de liganzi este o tint potentiala
a bioactivitatii OPG. Proteina de legare OPG solubila recombinants (158-316) reprezentand
domeniul minim miez asemenea-TNFa s-a testat pentru capacitatea sa de a modula
diferentierea osteoclastului de la precursorii osteoclastului. S-au izolat celule din maduva
osului de la femur de soareci adulti si s-au tratat cu M-CSF. Fractia neaderenti s-a co-
cultivat cu celule ST2 in prezenta sau absenta atat de vitamina D3, cat si de dexametazoni.
Asa cum s-a aratat anterior, osteoclastele se dezvoltd numai din co-culturi continand celule
stromale (ST2), vitamina D3 si dexametazona. Proteina de legare OPG solubild recombi-
nanta s-a adaugat la diferite concentratii variind de la 0,16 pana la 500 ng/mi si maturarea
osteoclastului s-a determinat prin analiza solutie TRAP si prin observare vizuala. Proteina
de legare OPG a stimulat puternic diferentierea si maturizarea osteoclastul intr-un mod
dependent de doza, cu efecte pe jumatate din maxim intr-un interval de 1...2 ng/ml sugerand
ca actioneaza ca un inducétor potential al osteoclastogenezei in vitro (fig. 5). Efectul
proteinei de legare OPG este impiedicat de OPG recombinant (fig. 6).

Pentru a testa daca proteina de legare OPG ar inlocui stroma si steroizi adaugati,
culturile s-au stabilizat folosind M-CSF la diferite concentratii pentru a sprijini cresterea
precursorilor osteoclastului si s-au adéugat, de asemenea, diferite cantitati de proteina de
legare OPG. Aga cum se arata in fig. 6, activitatea TRAP stimulata in functie de doza de
proteina de legare OPG si magnitudinea stimulérii, a fost dependents de nivelul M-CSF
adaugat sugerand c& acesti doi factori impreund sunt esentiali pentru dezvoltarea
osteoclastului. Pentru a confirma importanta biologica a acestei ultime observatii, culturile
s-au stabilizat pe bucati de os cortical bovin §i s-au testat efectele M-CSF si proteinei de
legare OPG atat singure, cat si impreuna. Asa cum se arata in fig. 7, proteina de legare OPG
in prezenta M-CSF a stimulat formarea osteoclastelor larg pozitive TRAP care erodeaza
suprafata osului care rezulta n cavitati. Astfel, proteina de legare OPG actioneaza ca un
factor de stimulare (diferentiere) a osteoclastogenezei. Aceasta sugereaz4 c3 osteoclastul
impiedica dezvoltarea prin izolare a proteinei de legare OPG.
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Exemplul 9. Activitatea in vivo a proteinei de legare OPG solubila recombinanta

Pe baza studiilor in vitro, proteina de legare OPG murina recombinanta [158-316]
produs in E.coli este un inducétor potential al dezvoltarii de la precursori mieloizi. Pentru
a determina efectele ei in vivo, soareci masculi BDFI in varstd de 4..5 saptamani
(Laboratoarele Charles River) au primit injectii subcutanate de proteina de legare OPG [158-
316] de doua ori pe zi timp de trei zile §i in dimineata celei de patra zile (zile 0, 1, 2 si 3).
Cinci grupuri de goareci (n=4) au primit purtator singur sau 1, 5, 25 sau 100 pg/proteina de
legare OPG [158-316] per zi. Un suplimentar de 5 grupuri de oareci (n=4) au primit dozele
de mai sus de purttor sau proteina de legare OPG [158-316] si suplimentar a primit Fc-OPG
uman [22-194] la 1 mg/kg/zi (aproximativ 20 g/zi) prin injectie unitaré subcutanata zilnica.
S-a determinat calciu total ionizat din sange inainte de tratamentul din ziua 0 si 3...4 ore
dupa prima injectie zilnica a proteinei de legare OPG [158-316] n zilele 1, 2 si 3. La patru
zile dupa ultima injectie din ziua 3, soarecii s-au sacrificat si li s-au facut radiografii.

Proteina recombinanté de legare OPG [158-316] a produs o cregtere semnificativa
in calciu ionizat din sange dupa doua zile de tratament la doza de 5 ug/zi si mai mare (fig.
8). Gravitatea hipercalcemiei indica o inducere puternica a activitétii osteoclastului care
rezulté din resorbtia osului crescut. Administrarea convergenta a OPG a limitat hiperglicemia
la doze ale proteinei de legare OPG [158-316] de 5 si 25 pg/zi, dar nu la 100 pg/zi. Aceste
animale s-au analizat prin radiografie pentru a determina daca au existat oarecare efecte
asupra densitatii minerale a osului vizibil prin raze X (fig. 9). Recombinanta proteinei de
legare OPG [158-316] injectata timp de 3 zile a scazut densitatea osului in tibia proximala
a soarecilor intr-un mod dependent de doza. Reducerea densitatii osului s-a evidentiat in
special la soareci care au primit 100 ug/zi confirmand c& hiperglicemia profunda la aceste
animale s-a produs de la resorbtia crescutd a osului si eliberarea de calciu rezultanta din
schelet. Aceste date indica cu claritate ca proteina de legare OPG [158-316] actioneazé in
vivo pentru a sprijini resorbtia osului, ducand la hipercalcemia sistemica gi OPG recom-
binanta anuleaza aceste efecte.

Exemplul 10. Clonarea si expresia proteinei de legare OPG la celule mamifere

Clona de lungime intragd a proteinei de legare OPG murinad si umana se poate
exprima in celule mamifere aga cum s-a descris anterior in Exemplul 2. Alternativ, clonele
cADN se pot modifica pentru a codifica forme secretate de proteina care exprima in celule
mamifere. Pentru a face aceasta, capatul 5' natural al ADNc codifica codonul initial si se
extinde aproximativ pana la primii 69 aminoacizi ai proteinei, incluzand regiunea domeniu
transmembranar, ar putea fi inlocuit cu 0 secventa lider de peptida semnal. De exemplu,
secvente ADN care codifici codonul initial si peptida semnal a unei gene cunoscute pot fi
mbinate la secventa ADNc a proteinei de legare OPG care incepe oriunde dupa regiunea
care codifica restul de aminoacid 68. Se crede ca clonele recombinante rezultante produc
forme secretate ale proteina de legare OPG in celule mamifere si vor suferi modificari post
translationale care se ntalnesc, in mod normal, Tn domeniul extracelular C-terminal al
proteinei de legare OPG, cum ar fi glicozilarea. Folosind aceasta strategie, s-a construit o
forma secretata a proteinei de legare OPG care are la capétul sdu 5' peptida semnal OPG
murind si la capatul sdu 3' domeniul IgGI Fc uman. Vectorul plasmidic pCEP4/ muOPG[22-
401]-Fc, aga cum s-a descris in cererea US 08/577788, depusa la 22 decembrie 1995, s-a
digerat cu Notl pentru a cliva intre capéatul 3' al OPG si gena Fc. ADN linearizat s-a digerat
apoi partial cu Xmnl pentru a cliva numai resturile 23 si 24 ale OPG I&sand un capat tesit.
Digestele de restrictie s-au defosforilat apoi cu CIP si s-a purificat pe gel partea vector a
acestui digest (care include resturile 1-23 ale OPG si Fc).
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Regiunea cADN a proteinei de legare OPG murina care codifica resturile aminoacide
69-316 s-au amplificat PCR folosind Pfu Polymerase (Stratagene, San Diego, CA) de la
matrita plasmidica folosind primerii oligonucleotidelor urmatoare:

1602-61: CCT CTA GGC CTG TAC TTT CGA GCG CAG ATG (SECV. ID NR: 27)
1602-59: CCT CTG CGG CCG CGT CTA TGT CCT GAA CTT TG (SECV. ID NR: 28)

Oligonucleotida 1602-61 amplifica capatul 5' al genei si contine un situs artificial Stul.
Primerul 1602-59 amplifica capatul 3' al genei si contine un situs artifical Notl. Produsul PCR
rezultant obtinut s-a digerat cu Notl si Stul, apoi s-a purificat pe gel. Produsul PCR purificat
s-a ligat cu vector, apai s-a folosit pentru a transforma celulele E.coli DH10B electrocompe-
tente. Clona rezultanta s-a secventat pentru a confirma integritatea secventei amplificate si
jonctiunile situsului de restrictie. Aceasta plasmida s-a folosit apoi pentru a transfecta fibro-
blaste 293 umane gi proteina de legare OPG-proteina de fuziune F¢ se colecteazi din mediul
de cultura cum s-a descris anterior in cererea US 08/577.788, depusa la 22 decembrie 1995.

Folosind o strategie similaré, un vector de expresie s-a desemnat ca este capabil s3
exprime o trunchiere N-terminald a domeniul IgGl Fc uman fuzionat. Acest construct consta
din peptida semnal OPG murina (rest aa 1-21), fuzionat Tn cadru la 158-316 resturi de
proteina de legare OPG, urmat de o fuziune in cadru la domeniul IgGl Fc uman. Pentru a
face aceasta, vectorul plasmidian pCEP4/OPG [22-401] murin (cererea US 08/577.788
depusa la 22 decembrie 1895), s-a digerat cu Hindlil i Notl pentru a indeparta intregul cadru
de citire OPG. Proteina de legare OPG murin3, resturile 158-316 s-au aplificat PCR folosind
de la matrita plasmidicad pCDNA/32D-F3 folosind urmatorii primeri:

1616-44. CCT CTC TCG AGT GGA CAA CCC AGA AGC CTG AGG CCC AGC CAT
TTG C(SECV. ID NR: 29)
1602-59: CCT CTG CGG CCG CGT CTA TGT CCT GAA CTT TG (SECV. ID NR: 30)

1616-44 aplifica proteina de legare OPG plecand de la restul 158 continand, de
asemenea, resturile 16-21 ale peptidei semnal muOPG cu un situs Xhol artificial. 1602-59
amplifica capatul 3' al genei i adauga un situs Notl in cadru. Produsul PCR s-a digerat cu
Notl si Xhol si apoi s-a purificat pe gel.

Urmaitorii primeri complementari s-au normalizat unul pe altul pentru a forma un
adaptor care codifica peptida semnal OPG murind si secventa Kozak care inconjoara situsul
de initiere a transcrierii:

1616-41: AGC TTC CAC CAT GAA CAA GTG GCT GTG CTG CGC ACT CCT GGT GCT
CCT GGACAT CA (SECV. IDNR: 31)

1616-42: TCG ATG ATG TCC AGG AGC AGG AGT GCG CAG CAC AGC CAC TTG TC
ATG GTG GA (SECV. ID NR: 32)

Acesti primeri s-au normalizat, generand o proieminenta 5' compatibils cu Hindlll pe
capatul 5 si Xhol pe capatul 3'. Vectorul digerat obtinut mai sus, oligo normalizat si
fragmentul PCR digerat s-au ligat impreuna si s-au electroporat Tn celule DH10B. Clona
rezultanta s-a secventat pentru a confirma reconstructia autentica a legaturii intre peptida
semnal, fragmentul proteinei de legare OPG care codifica resturile 158-316 si domeniul 1gGl
Fc. Plasmida recombinant s-a purificat, transfectat in fibroblaste umane 293 si s-a exprimat
ca un produs mediu conditionat asa cum s-a descris mai sus.

ADNc-uri murine si umane de lungime Tntreagé s-au clonat in vectorul de expresie
pCEP4 (Invitrogen, San Diego, CA) apoi s-au transfectat n culturi de fibroblaste 293 umane
asa cum s-a descris in Exemplul 1. Culturile de celule s-au selectat cu higromicing, aga cum
s-a descris mai sus, i s-a preparat mediul conditionat fara ser. Mediul conditionat s-a expus
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la 0 coloana de OPG recombinant imobilizat si formele difuzate ale OPG bp recombinante
murine si umane s-au purificat prin afinitate. Analiza secventei N-terminale a proteinelor de
legare OPG clivata de preferinté inainte de restul omolog, izoleucina 140. Suplimentar, pro-
teina umani se cliveaza, de preferinta, inainte de glicina 145. Aceasta sugereaza ca forme
solubile intalnite natural ale proteinei de legare OPG umand au resturi de aminoacizi fie la
izoleucina la pozitia 40, fie glicin la pozitia 145.

Exemplul 11. Peptide ale proteinei de legare OPG gi prepararea anticorpilor
policlonali $i monoclonali la proteina

Anticorpi la regiunile specifice ale proteinei de legare OPG se pot obtine prin
imunizarea cu peptide de la proteina de legare OPG. Aceste peptide se pot folosi singure,
sau se pot folosi forme conjugate ale peptidei pentru imunizare.

Structura cristalind a TNFa maturé a fost descrisa [E.Y. Jones, D.l. Stuart gi N.P.C.
Walker (1990) J. Cell Sci. Suppl, 13, 11.18) si monomerul formeaza un sandwich plan B-pliat
antiparalel cu o topologie jeleiforma, jellyroll. S-au observat 10 fagii-B antiparalele in aceasta
structurd cristalind si se formeaza un sandwich beta cu un plan beta constand din fasii
B'BIDG si altul din fasii C'CHEF [E.Y. Jones si al., ibid.]. Au fost implicate doua bucle de
TNFa matur de la studii de mutageneza pentru a face contacte cu receptorul, acestea fiind
buclele formate intre fasia beta B & B' si bulca dintre fasiile beta E & F [C.R. Goh, C-S. Loh
si A.G. Porter (1991) Protein Engineering 4, 785-791]. Structura cristalind a complexului
format intre TNFP si domeniul extracelular al receptorului TNF 55 kd (TNFA-R55) s-a dizolvat
si s-au descris contactele receptor-ligand [D.W.Banner, A.D'Arcy, W.James, R.Gentz, H-J.
Schoenfeld, C.Broger, H,Loetscher si W.Lesslauer (1993) Cell 73, 431-445]. In conformitate
cu studiile mutagenezei descrise mai sus {C.R. Goh si colab., ibid] buclele BB' si EF
corespunzétoare ale TNF ligand s-au gasit a produce majoritatea contactelor cu receptorul
in structura cristalina redizolvatd a complexului TNFb:TNF-R55. Secventa de aminoacizi a
proteinei de legare OPG s-a comparat cu secventa de aminoacizi a proteinei de legare OPG
s-a comparat cu secventele de aminoacizi ale TNFa gi TNFB. Regiunile proteinei de legare
OPG corespunzétoare buclelor BB' si EF s-au anticipat pe baza acestei comparatii si pepti-
dele s-au desemnat si s-au descris mai jos.

A. Antigen(i):

Proteina de legare OPG murina recombinanta {158-316] s-a folosit ca un antigen (ag)
pentru imunizarea animalelor cum s-a descris mai jos si serul s-a examinat folosind
demersurile descrise mai jos. Peptidele pana la buclele BB' si EF probabile ale proteinei de
legare OPG murina s-au sintetizat si se vor folosi pentru imunizare; aceste peptide sunt:
Peptida buclei BB" NH2--NAASIPSGSHKVTLSSWYHDRGWAKIS--

COOH (SECV.IDNR: 33)
Peptida buclei-Cys BB". NH2-- NAASIPSGSHKVTLSSWYHDRGWAKISC--COOH
(SECV.ID NR: 34)
Peptida buclei EF: NH,-VYVVKTSIKIPSSHNLM--COOH (SECV. ID NR: 35)
Peptida buclei-Cys EF: NH,--VYVVKTSIKIPSSHNLMC--COOH
(SECV. ID NR: 36)

Peptide cu un rest cisteina carboxi-terminal s-au folosit pentru conjugare utilizand
demersuri descrise in B de mai jos si s-au folosit pentru imunizare.

B. Conjugare hemocianina de melc turtit sau albumina serica bovina:

Peptide sau fragmente de proteina selectate se pot conjuga la hemocianina de melc
turtit (KLH) cu scopul de a creste imunogenicitatea lor la animale, de asemenea, peptide sau
fragmente de proteina conjugate de albumind serica bovina (BSA) se pot utiliza In protocolul
EIA. Imject Maleimide Activated KLH sau BSA (Pierce Chemical Company, Rockford, IL) se
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reconstituie in dH20 pana la o concentratie finala de 10 mg/ml. Peptida sau fragmentul de
proteind s-a dizolvat in tampon fosfat apoi s-a amestecat cu 0 masa echivalenta (g/g) de
KLH sau BSA. Conjugarea se lasa s reactioneze timp de 2 ore la temperatura camerei (te)
cu agitare blanda. Solutia s-a trecut apoi pe o coloana de desalinizare sau s-a dializat contra
PBS peste noapte. Conjugatul peptida se depoziteaza la -20°C pana |a folosire in imunizari
sau in ElA-uri.

C. Imunizare:

Soareci Balb/c, sobolani Lou (Charles Rivers Laboratories, Wilmington, MA), sau
iepuri albi New Zealand s-au injectat subcutanos (SQI) cu ag (50 pg, 150 ug, si respectiv,
100 pg) emulsifiat in adjuvatul complet al lui Freund (CFA, 50% vol/vol; Difco Laboratories,
Detroit, MI). Apoi, iepurii s-au suplimentat de doua sau trei ori la intervale de 2 saptamani cu
antigen preparat in mod similar, in adjuvantul incomplet al Ilui Freund (ICFA; Difco
Laboratories, Detroit, MI). Soarecii $i sobolanii s-au suplimentat aproximativ la fiecare 4
saptamani. La sapte zile dupa cea de-a doua suplimentare, s-a realizat testul recoltarii de
sange si s-au determinat titrurile de anticorp din ser. Cand s-a dezvoltat |a iepuri, recoltarea
saptdmanala de 50 ml snge s-a luat timp de 6 sdptamani consecutive. Soarecii si sobolanii
s-au selectat pentru producerea de hibridoma pe baza nivelurilor de titru in ser; s-au folosit
animale cu titruri jumatate din maxim mai mari de 5000. Corectiile a acest protocol se pot
aplica de catre un specialist in domeniu; de exempluy, diferite tipuri de imunomodulatori sunt
acum disponibili si pot fi incorporate in acest protocol.

D. Testul imunoadsorbant de legat enzima (EIA):

ElA-urile se vor realiza pentru a determina fitrurile de anticorp (ab) din ser al
animalelor individuale si mai tarziu pentru cercetarea hibridomilor potentiali. Placi de
microtitrare cu fund plat EIA/RIA cu 96 godeuri (Costar Corporation, Cambridge, MA) se vor
acoperi cu proteina sau fragment de proteina recombinante purificate (antigen, ag) la 5 ug
per ml in tampon carbonat-bicarbonat, pH 9,2 (0,015 M Na,CO,, 0,035 M NaHCO,) daca
este necesar se pot conjuga fragmente de proteind de albumina serica bovina (BSA). La
fiecare godeu se adaugé 15 pl ag. Apoi placile se acopera cu film de acetat la temperatura
camerei (tc) pe o platforma rotitoare sau peste noapte la 4°C. Placile s-au blocat timp de 30
minute la temperatura camerei cu 250 pl per godeu solutie 5% BSA preparata prin
amestecarea a 1 parte BSA diluant/ concentrat solutie de blocare (Kirkegaard si Perry
Laboratories, Inc., Gaiterrsburg, MD) cu 1 parte apa deionizata (dH20). Solutia de blocare
se indeparteata si la fiecare godeu se adauga 50 pl dilutii 2X ser (1:100 péna la 1:12.800)
sau supernatante din cultura de tesut hibridoma. Diluantul pentru ser este BSA 1% (10%
BSA diluant/ concentrat solutie de blocare diluat 1:10 in solutie salind tamponata fosfat
Dulbecco, D-PBS; Gibco BRL, Grand Island, NY) in timp ce supernatantele hibridoma se
testeaza nediluate. In cazul cercetarii hibridoma, un godeu se mentine ca un martor pentru
conjugat si al doilea godeu ca martor pentru Ab pozitiv. Placile se incubeaza din nou la
temperatura camerei, se rotesc timp de 1 ord, apoi se spala de 4 ori folosind 1x preparare
solutie de spalare 20x concentrata (Kirkegaard si Perry Laboratories, Inc., Gaithrsburg, MD)
in dH,0. Peroxidaza de hrean conjugata cu Ac secundar (Boeringer Lannheim Biochemicals,
Indianopolis, 1N) diluatin 1% BSA apoi fiecare godeu este incubattimp de 30 minute. Plicile
se spala ca mai inainte, se coloreazad in pete si se adauga apoi substratul de component
simplu de peroxidaza ABTS (Kirkegaard si Perry Laboratories, Inc., Gaithrsburg, MD).
Absorbanta se citeste la 405 nm pentru fiecare godeu folosind un cititor Microplat EL310
(Bio-tek Intruments, Inc., Winooski, VT). Titrul jumatate maximal al anticorpului din ser se
calculeaza prin reprezentare grafica a log,, a dilutiei de ser fatd de densitatea optica la 405,
apoi extrapolare la 50% punct al densitatii optice maxime obtinutd prin acest ser. Se
selecteaza hibridoma ca pozitiva daca densitatea optica inregistreaza mai mult decat 5 ori
mai mare decat baza. Se pot aplica corectii la acest protocol; in exemplu, anticorpul conjugat
secundar se poate alege pentru specificitate sau reactivitate neincrucisata.
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E. Fuziune celulara:

Animalul selectat pentru producerea de hibridoma se injecteaza intravenos cu 50
pana la 100 ug Ag In PBS. Patru zile mai tarziu, animalul se sacrifica cu dioxid de carbon si
splina sa se colecteaza in conditii sterile Tn mediu Eagle modificat Dulbecco continand 100
U/ml Penicilind G, 200 pg/ml sulfat de streptomicina si 4 mM glutamina (2x P/S/G DMEM).
Splina se curdta de excesul de tesut gras, apoi se clateste prin 4 vase cu 2x P/S/G DMEM.
Se transfera apoi la o punga stomacala sterila (Tekmar, Cincinnati, OH) care contine 10 mi
2x P/S/G DMEM si se distruge pand la suspensie de celule simple cu Stomacher Lab
Blender 80 (Seward Laboratora UAC House; London, England). Deoarece celulele se eli-
beraza din capsula splinei in mediu, se indeparteaza din punga si se transfera la un tub steril
de centrifuga conica de 50 ml (Becton Dickinson and Company, Lincoln Park, NJ). Mediu
proaspat se adauga la punga si procedeul se continua pana cand intregul continut de celule
se elibereaza din splind. Aceste splenocite se spala de 3 ori prin centrifugare la 225 x g timp
de 10 minute.

In mod concurential, culturile in faza log din celule mielomice, Sp2/0-Arl4 sau Y3-
Agl.2.3 pentru splenocite de soarece sau sobolan fuzionate, respectiv (American Type
Culture Collection; Rockville, MD) crescute in mediu complet (DMEM, 10% ser bovin fetal
inactivat, 2 mM glutaming, 0,1 mM aminoacizi neesentiali, 1 mM piruvat de sodiu si 10 mM
tampon hepes; Gibco Laboratories, Grand Island, NY) se spald in mod similar. Splenocitele
se combina cu celule mielomice si se peleteaza inca o data. Mediul se aspira de la peletul
de celule si 2 ml polietilen glicol 1500 (PEG 1500; Boehringer Mannheim Biochemicals,
Indianapolis, IN) se amesteca bland Tn celule pe durata a 1 minut. Dupa aceasta se adauga
incet un volum egal de 2x P/S/G DMEM. Celulele sunt lasate s& fuzioneze la 37°C timp de
2 minute, apoi se adauga suplimentar 6 mi 2x P/S/G DMEM. Celulele se lasa din nou sa stea
la 37°C timp de 3 minute. In final, se adauga 35 ml 2x P/S/G DMEM la suspensia de celule
si celulele se peleteaza prin centrifugare. Mediul se aspira de la pelet si celulele se resu-
spensa bland Tn mediu complet. Celulele se distribuie Tn placi pentru cultura de tesut cu fund
plat cu 96 de godeuri (Becton Dickinson Labware; Lincoln Park, NJ) prin picaturi simple de
la o pipeta de 5 ml. Placile se incubeaza peste noapte in conditii de umiditate la 37°C, 5%
CO,. A doua zi, la fiecare godeu se adauga un volum egal de mediu selectionat. Selectio-
narea consta din 0,1 mM hipoxantind, 4x10* mM aminopterina si 1,6x10 mM timidina in
mediu complet. Placile fuzionate se incubeaza timp de 7 zile urmat de 2 schimbari de mediu
in timpul urmatoarelor 3 zile; mediu selectionat HAT se foloseste dupa fiecare schimbare de
fluid. Supernatantele culturii celulare se iau 3 pana la 4 zile dupa ultima schimbare de fluid
pentru fiecare godeu care contine hibrid si se testeaza prin EIA pentru reactivitate anticorp
specifica. Acest protocol se modificd prin cel din Hudson gi Hay, "Practical Immunology,
Second Edition", Blacwell Scientific Publications.

Exemplul 12. Clonarea unui receptor proteina de leqare OPG exprimat pe celule
precursor hematopoietic

Proteina de legare OPG murina recombinanta [158-316] biologic activa s-a conjugat
la fluorescein-izotiocianat (FITC) pentru a genera o sonda fluorescenta. Marcarea fluores-
centa s-a realizat prin incubarea proteinei de legare OPG murina recombinanta {158-316]
cu esterul succinimidilic al acidului 6-fluorescein-5-(si 6) carboxiamido hexanoic (Molecular
Probes, Eugene, OR) la un raport molar 1:6 timp de 12 ore la 4°C. Proteina de legare OPG
marcatd-FITC [158-316] s-a purificat suplimentar prin cromatografie cu filtrare pe gel. Celu-
lele din maduva osoasa de soarece s-au izolat si s-au incubat in cultura in prezenta CSF-1
siproteinei de legare OPG [158-316] asa cum s-a descris in Exemplul 10. Celule din maduva
osoasa de soarece s-au cultivat peste noapte in CSF-1 (30 ng/ml) si proteina de legare OPG
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[158-316] (20 ng(ml). Celulele neaderente s-au indepértat mai intéi si s-au colectat pe
gheata si celulele aderente rdmase s-au indepartat prin incubare cu tampon pentru diso-
cierea celulelor (Sigma Chemicals, St. Louis, MO), s-au depozitat cu populatia neaderenta
si apoi s-au colorat cu FITC-proteina de legare OPG aga cum s-a descris mai sus. Dupa
spalare si resuspendare in PBS cu 0,5% BSA, celulele s-au expus la FITC-proteina de
legare OPG, s-au spalat, apoi s-au ales prin FACS. Populatia de celule care au fost pozitive
pentru colorare cu FITC-proteina de legare OPG s-au colectat $i s-a izolat ARNm aga cum
s-a descris in Exemplul 2. Aceasta preparare a ARNm s-a folosit pentru a face o banca
ADNc urmand procedurile descrise Tn Exemplul 2.

Banca ADNc produsa de la aceasta sursa s-a folosit pentru analiza aleatorie a
secventiei EST asa cum s-a descris anterior in publicatia PCT W097/23614 si in Simonet gi
colab., (Cell 81, 309-319 (1997)). Folosind aceasta metoda s-a detectat un cADN de -2,1 kb
care codificd o noud proteina inruditd -TNFR. Cadrul de citire larg deschis al ADNc ODAR
muriné codifica o proteina de 623 resturi de aminoacizi si contine trasaturi caracteristice ale
proteinelor inrudite TNFR: o peptidad semnal hidrofoba la N-terminalul sau, patru secvente
tandem repetat bogate in cisteind, un domeniu transmembranar hidrofobic i un domeniu
citoplasmatic de semnalizare. Omologia acestei proteine cu aiti membri ai familiei recep-
torului TNF si expresia sa Tn celulele maduvei osului care leaga proteina de legare OPG
marcatid FITC sugereaza ca este un receptor potential pentru proteina de legare OPG
inruditd TNF. Aceasta proteina este desemnata ODAR, sau receptor de diferentiere si
activare a osteoclastului. Secventa acidului nucleic $i secventa aminoacida anticipata a
ODAR murina sunt aratate n fig. 10.

Analize recente ale secventelor din baze de date disponibile publicului arata ca
aceasta proteina este omologul murin al proteinei inrudite TNFR umané cunoscuta ca RANK
(Anderson et al., Nature 390, 175-179 (1997)).

Exemplul 13. Producerea proteinei ODAR recombinanta in celule de mamifer

Un domeniu extracelular ODAR solubil fuzionat la regiunea Fc a I1gG, umana s-a
produs folosind procedurile pentru construirea si expresia proteinelor de fuziune Fc aga cum
s-a descris anterior in W09/23614 si in Simonet et al., supra. Pentru a genera proteina
ODAR solubild in celule de mamifer, domeniu extracelular care codificA cADN al ODAR
murina (aminoacizi 27-211) s-a amplificat PCR cu setul urmator de primeri oligonucleotidici
5 TCT CCAAGC TTG TGACTC TCC AGG TCA CTC C-31 (SECV.IDNR: 37)

5' TCT CCG CGG CCG CGT AAG CCT GGG CCT CAT TGG GTG-3' (SECV. ID NR: 38)

Reactiile PCR s-au realizat intr-un volum de 50 pl cu 1 unitate de polimeraza ADN
aerisitd (New England Biolabs) in 20 mM Tris-HCI pH 8,8, 10 mM KCI, 10 mM (NH,),S0O,,
0,1% Triton-XIOO, 10 M din fiecare dNTP, 1 pM din fiecare primer si 10 ng matritd ODAR
cADN. Reactiile s-au realizat la 94°C timp de 30 sec, 55°C timp de 30 sec si 72°C timp de
1 min, pentru un total de 16 cicluri. Fragmentul PCR s-aizolat prin electroforeza. Fragmentul
PCR creeaza un sit de restrictie Hind IIl 1a capatul 5' si un sit de restrictie Not | la capatul 3'.
Fragmentul PCR digerat Hind I/I-Not | s-a subclonat apoi in cadru intr-un vector pCEP4-Fc
modificat in fata secventei cu catend grea 1gG-yl umana cum s-a descris anterior in
W097/23614 si in Simonet et al. supra). S-a introdus un linker care codifica doi aminoacizi
neimportanti care cuprind jonctiunea intre domeniul ODAR extracelular si regiunea igG Fc.

Constructul s-a digerat apoi cu Nhe | si Hind Ill si urmatoarea pereche de oligo-
nucieotide normalizate care codificd peptida semnal OPG (aminoacid 1-21) s-a inserat in
cadru:
5'CTAGCACCATGAACAAGT GGCTGTGCTGCGCACTCCTGG TGC TCC TGG ACA
TCA TTG AAT GGA CAA CCC AGA-3' (SECV. ID NR: 39)

5 AGCTTCTGG GTTGTC CAT TCAATGATG TCC AGG AGC ACC AGG AGT GCG CAG
CACAGC CACTTG TTC ATG GTG-3' (SECV. ID NR: 40)
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Un linker care codifica doi aminoacizi neimportanti s-a introdus intre peptida semnal
OPG si secvente ODAR. Constructul programat final (ODAR-Fc/pCEP4) codifica o proteina
de fuziune contindnd de la amino terminus pana la carboxi terminus: peptida semnal OPG
(aminoaci 1-21)-linker (LysLeu)-ODAR (aminoacizi 27-211)-linker (AlaAla)-lgG Fc umana.

Constructul s-a transfectat in celule 293-EBNA-1 prin metoda fosfat de calciu asa
cum s-a descris (Ausubel et al., Curr. Prot. Mol. Biol. 1, 9.1.1.-9.1.3, (1994). Celulele
transfectate s-au selectat apoi in 200 pg/m! higromicina (GibcoBRL) si culturile de mas3
rezistente la medicament rezultate s-au colectat si cresc la confluenta. Celulele s-au spalat
in PBS o data gi apoi s-au cultivat in mediu fara ser timp de 72 ore. Mediul conditionat s-a
colectat. Proteina de fuziune ODAR-Fc in mediu s-a detectat prin analiza blot western cu
anticorp IgG Fc anti-umana.

Proteina de fuziune Fc s-a purificat prin cromatografie pe coloana proteina-A (Pierce)
folosind procedurile recomandate de fabricant. Apoi 15 pmoli proteina purificata s-au supus
analizei secventei N-terminale prin degradare automatd Edman asa cum s-a descris in
principal de catre Matsudaira si colab., (J.Biol. Chem. 262, 10-35 (1987)). Urmatoarea
secventa aminoacida s-a citit dupa 10 cicluri:

NH-KLVTLQVTP-CO,H.

Activitatea de legare a ODAR-Fc cu proteina de legare OPG s-a examinat prin
colorare imunofluorescenta a culturilor de celule COS-7 transfectate aga cum s-a descris in
Exemplul 2. Celulele COS-7 s-au lipofectat cu 1 g vector de expresie continand ADN care
codifica proteina de legare OPG murind. Dupa 48 ore de incubare, celulele s-au incubat apoi
in solutie PBS-FBS care contine 10 mg/pl IgG Fc uman, ODAR-Fc, sau proteind OPG-Fc la
4°C timp de 1 or4. Apoi celulele s-au spalat cu PBS de doua ori si apoi s-au incubat in solutie
PBS-FBS care contine 20 pl/ml I1gG capra anti-uman marcat FITC (Southern Biotech
Associates) pentru alta ord. Dupa spélare cu PBS, celulele s-au examinat prin microscopie
confocald (ACAS, Ultima, Insight Biomedical Imaging, Inc., Okemas, M1). Atdt ODAR-Fc cat
si OPG-Fc se leaga la celule COS-7 OPGL transfectate (fig. 11).

Exemplul 14. Activitatea biologica in vitro a ODAR solubild recombinanta

Capacitatea ODAR de a stimula inhibarea formarii osteoclastului prin proteina de
legare OPG s-a evaluat intr-o culturd de méduvé osoasa de goarece in prezents de CSF-1
(30 ng/ml) si proteina de legare OPG (5 ng/ml). Procedurile pentru folosirea culturilor de
maduva osoasa pentru a studia maturizarea osteoclastului sunt descrise in W097/23614 si
in Exemplul 8. ODAR-proteina de fuziune Fc produsa cum s-a descris in Exemplul 12 s-a
adaugat la concentratii de 65 pana la 1500 ng/ml. Formarea osteoclastului s-a estimat prin
citochimia fosfatazei alcaline rezistente la tartrat (TRAP) si analiza solutiei TRAP dupa cinci
Zile In cultura.

O inhibare dependenta de doza a formarii osteoclastului prin fuziune ODAR-Fc s-a
observat atat prin citochimie cat si prin activitate TRAP (fig. 12). ODAR-proteina de fuziune
Fc a inhibat formarea osteoclastului cu un ED,, de aproximativ 10...50 ng/ml.

Exemplul 15. Activitatea biologica in vivo a ODAR solubild recombinants

Soareci BDF1 masculi tineri care cresc rapid, Tn varsta de 3-4 saptaméani au primit
diferite doze de ODAR-proteina de fuziune Fc printr-o singura injectie subcutanoasa zilnic
in purtétor (PBS/0,1% BSA) timp patru zile. In ziua 5 soarecii s-au iradiat cu raze X. Dozele
de ODAR-proteina de fuziune Fc folosite au fost 0,5, 1,5 si 5 mg/kg/zi. Pentru fiecare
tratament, toti soarecii din acest grup si din grupul de control care au primit PBS/0,1% BSA
s-au iradiat cu raze X cu un singur film,
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Regiunea metafizala tibiala proximald s-a comparat intre perechile de control si tibiile
tratate si s-a inregistrat ca un "+" daca tibia tratata a fost mai densa prin evaluarea vizuala
decét controlul care da 8 scoruri arétate mai jos. Un scor arbitrar de 5/8 s-a cerut pentru un
rezultat "pozitiv". (Doza este in mg/kg/zi). (n=4).

Dupa sacrificare, s-a indepartat tibia dreapta de la fiecare animal si s-a masurat
densitatea osului in metafiza tibiala proximald prin tomografie computerizata periferica
cantitativa (pQCT) (Stratec, Germany). S-au analizat doua sectiuni incrucisate de 0,5 mm
din os, 1,5 mm si 2,0 mm de la capatul apropiat a tibiei (XMICE 5,2, Stratec, Germany)
pentru a determina densitatea minerala totala a osului in metafiza. S-a folosit o separare de
tesut moale limitata la 1500 pentru a defini granita osului metafiseal.

Administrarea ODAR-Fcla soareci tineri in crestere a inhibat resorbtia osuluila placa
de crestere tibiala proximala care produce o regiune a densitatii osului crescuts care s-a
evidentiat vizual prin radiografii. Schimbarile radiografice au aparut la 0 doza de 1,5 mg/kg/zi
si mai sus in doua experimente (Tabel ). Masurarea densitétii osului prin pQCT in probe de
la al doilea experiment intr-o regiune similara a tibiei a confirmat dependenta de dozi
crescutd in densitatea osului la acesti soareci (fig. 13).

Inhibarea resorbtiei osului prin ODAR-proteina de fuziune Fc¢

Experiment #1
Factor Doza 12345678 Rezultat
ODAR-Fc 5,0 tt+t+tr+ b+ Pozitiv 8/8
ODAR-F¢ 1,5 -ttt o+ Pozitiv 6/8
ODAR-Fc 0,5 - e - Negativ 0/8
ODAR-Fc 0,15 - —-- Negativ 0/8
Experiment #2
Factor Doza 123456738 Rezultat
ODAR-Fc 5,0 +++++ 444 Pozitiv 8/8
ODAR-Fc 1,5 t+++++ 44+ Pozitiv 8/8
ODAR-Fc 05 -t - - Negativ 1/8

Intimp ce prezenta inventie a fost descrisa in termenii realizarilor preferate, este de
inteles ca variantele si modificarile vor fi disponibile celor cu pregatire in domeniu. Totusi,
seintentioneaza ca revendicarile anexate s& acopere total astfel de variante echivalente care
sunt cuprinse in intinderea inventiei aga cum s-au revendicat.

Revendicari

1. Utilizarea unui anticorp sau a unui fragment al acestuia pentru prepararea unui
medicament pentru prevenirea sau tratamentul unei boli a oaselor, in care anticorpul se
leaga la o proteina de legare a osteoprotegerinei (OPGbp) din SECV. ID NR.: 4 si este un
antagonist al OPGbp.

2. Utilizare conform revendicarii 1 in care anticorpul este un anticorp monoclonal.

3. Utilizare conform revendicarii 1 in care anticorpul este un anticorp recombinant.
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4. Utilizare conform revendicdrii 1 in care anticorpul este un anticorp himeric sau un
anticorp grefat pe CDR.

5. Utilizare conform revendicarii 1 in care anticorpul este un anticorp uman.

6. Utilizare conform revendicarii 1 in care anticorpul se leaga la domeniul extracelular
al OPGbp din fig. 4 (SECV. ID NR.: 4) sau se leagé la un fragment al domeniului extracelular
al OPGbp.

7. Utilizare conform revendicérii 1 in care anticorpul se leaga la o forma asociata la
o membrana a OPGbp din fig. 4 (SECV. ID NR.: 4).

8. Utilizare conform revendicarii 1 in care anticorpul se leaga la o forma solubila a
OPGbp din fig. 4 (SECV. ID NR.: 4).

9. Utilizare conform revendicérii 8 in care forma solubila a OPGbp cuprinde resturile
de amino-acizi 69-317 din fig. 4 (SECV. ID NR.: 4) sau un fragment al acestora.

10. Utilizare conform revendicarii 1 in care anticorpul este prezent intr-o cantitate efi-
cientd pentru a inhiba resorbtia osoasa.

11. Utilizare in conformitate cu revendicarea 1 in care anticorpul sau fragmentul aces-
tuia este administrat impreuna cu unul sau mai multi dintre un factor morfogenic 0sos, un
factor de crestere de transformare beta, un membru al familiei de factor de cregtere de trans-
formare beta, un factor de crestere a fibroblastelor, un inhibitor de interleukina-1, un inhibitor
de alpha TNF, hormon paratiroidian, o prostaglandina din seria E, un bifosfonat sau un
element mineral de imbogéatire a masei osoase.

12. Utilizare in conformitate cu revendicarea 1 in care boala de os este selectata
dintre osteoporoza, osteomielitd, hipercalcemie, osteopenia asociatd cu chirurgia, cu
administrarea de steroizi, sau cu imobilizarea, boala Paget, osteonecroza, pierdere osoasa
datorata artritei reumatoide, pierdere osoasa periodontald, stabilire a protezelor si metastaze
osteolitice.
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