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Det tilveiebringes hayt rent a-Gal A og forskjellige metoder for rensing derav; a-Gal A-preparater
med endret ladning og fremgangsmater for fremstilling av preparatene; a-Gal A-preparater som har
en forlenget sirkulasjonshalveringstid i en pattedyrvert og fremgangsmater for fremstilling derav;
og metoder og doseringer for administrasjon av et a-Gal A-preparat til et individ.
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Foreliggende oppfinnelse vedrgrer anvendelse av et medikament for behandling av
o-galaktosidase A-mangel, hvor nevnte medikament er for administrasjon av en
dose pa meliom 0,1 til 0,3 mg av nevnte o-Gal A-preparat per kg kroppsvekt av et
individ.

BAKGRUNN FOR OPPFINNELSEN

Fabrys sykdom er en X-bundet arvelig lysosomlagringssykdom som kjenetegnes av
alvorlig nyresvikt, angiokeratomaer og kardiovaskulaere abnormaliteter omfattende
en ventrikuleer forstgrrelse og mitralklaffinsuffisiens. Fabrys sykdom rammer ogsd
det perifere nervesystem og forarsaker episoder med kvalfulle, brennende smerter i
ekstremitetene. Fabrys sykdom forarsakes av en mangel i enzymet a-galaktosidase
(a-Gal A). o-Gal A er det lysosomale glykohydrolase som spalter de terminale o-
galaktosylenheter av forskjellige glykokonjugater. Fabrys sykdom fgrer til en blok-
kering av katabolismen av det neutrale glykosfingolipid, ceramid triheksosid (CTH),

0g en oppsamiing av dette enzymsubstrat i celler og i blodstrammen.

Grunnet det X-bundne arvelighetsmgnster av sykdommen er de fleste pasienter
med Fabrys sykdom menn. Selv om alvorlig rammede kvinnelige heterozygoter er
blitt observert, er kvinnelige heterozygoter ofte asymptomatiske eller har relativt
svake symptomer (sdsom en karakteristisk flekk pa hornhinnen). En atypisk variant
av Fabrys sykdom som oppviser en lav restaktivitet av «-Gal A 0og enten meget
svake symptomer eller tilsynelatende ingen andre symptomer som er karakteristis-
ke for Fabrys sykdom, korrelerer med venstre ventrikkelhypertrofi og hjertesyk-
dom. Nakano et al., New Engl. J. Med. 333: 288-293 (1995). En reduksjon av a-Gal
A-mengden kan veere arsaken til slike hjerteabnormaliteter.

Humant a-Gal A har blitt renset fra plasma og milt.(Desnick et al. Proc. Natl. Acad.
Sci., USA 76: 3526(1979)).

cDNA og genet som koder for humant a-Gal A, er blitt isolert og sekvensiert. Hu-
mant a-Gal A uttrykkes som et 429 aminosyrer langt polypeptid, hvorav de 31 N-
terminale aminosyrer er signalpeptidet. Det humane enzym er blitt uttrykt i kine-
sisk hamster-ovarieceller (CHO-celler) (Desnick et al., US-patent 5.356.804;
Desnick et al. Europeisk patentsgknad EP 1020528; Ioannou et al., J. Cell. Biol.
119: 1137 (1992)) humane celler (Selden et al, internasjonal patentsgknad
WO/98/11206, og insektceller (Calhoun et al., WO 90/11353).
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Konjugat av superoksyd-dismutase har blitt fremstilt ved & koble polyetylenglykol
(Saifer et al., US-patent nr. 5.283.317).

Imidlertid har dagens preparater av a-Gal A en begrenset virkning. Fremgangsma-
ter ved fremstilling av «-Gal A med en relativt hgy renhet er avhengige av bruk av
affinitetskromatografi ved bruk av en kombinasjon av lektin-affinitetskromatografi
(concavalin A (Con A)-"Sepharose") og affinitetskromatografi basert pa bindingen
av o-Gal A til substratanalogen N-6-aminoheksanoyl-u-D-galaktosylamid koblet til
en "Sepharose"-matriks. Se f.eks. Bishop et al., J. Biol. Chem. 256: 1307-1316
(1981). Anvendelse av proteinholdige lektin-affinitetsharpikser og substratanalog-
harpikser er vanligvis forbundet med en kontinuerlig utvasking av affinitetsmidlet
fra den faste baerer (Marikar et al., Anal. Biochem. 201: 306-310 (1992), hvilket
fgrer til en forurensning av det rensede produkt med affinitetsmidlet, enten fritt i
opplgsning eller bundet til eluert protein. Slike forurensniner gjgr produktet uegnet
for bruk i farmasgytiske preparater. Bundne substratanaloger og lektiner kan ogsa
ha en betydelig negativ virkning pa de enzymatiske, funksjonelle og strukturelle
egenskaper av proteiner. Videre elimineres a-Gal A som er fremstilt ved dagens

metoder, raskt av leveren.

Dermed er det egnet & benytte en renseprotokoll ved bruk av konvensjonelle kro-
matografiharpikser som er lett tilgjengelige i en mengde og kvalitet som er egnet
for kommersiell anvendelse i stor skala og som daner et «-Gal A-preparat som er
fritt for affinitetsmiddel. Ved dette kan det fremstilles «-Gal A-preparater med en

okt sirkulasjonshalveringstid og et gkt opptak i bestemte vev, unntatt leveren.

SAMMENFATNING AV OPPFINNELSEN

Oppfinnelsen tilveiebringer anvendelse av «-Gal A-preparater for fremstilling av
medikamenter som angitt i krav 1. Slike a-Gal A-preparater kan ha endret ladning.
Ladningsendringer kan oppnds ved & gke sialsyreinnholdet av a-Gal A og/eller ved 3
gke fosforylasjonen av a-Gal A. Det kan ogsd benyttes a-Gal A-preparater som har
en forlenget sirkulasjonshalveringstid i en pattedyrvert. De aktuelle a-Gal A-
preparatene vil veere nyttige for behandling av individer md Fabrys sykdom eller
atypiske varianter av Fabrys sykdom, f.eks. bestemte grupper av Fabry-pasienter
med overveiende kardiovaskulzere abnormaliteter, sdsom ventrikulaer forstgrrelse,
f.eks. venstre ventrikkelhypertrofi (LVH) og/eller mitralklaffinsuffisiens, eller Fabry-

pasienter med overveiende nyrerammelse.
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KORT BESKRIVELSE AV TEGNINGENE

Fig. 1 viser 210 bp-proben som ble brukt for & isolere et a-Gal A-cDNA fra en hu-
man fibroblast-cDNA-samling (SEKV. ID NR: 1). Sekvensen er fra ekson 7 av a-Gal
A-genet. Proben ble isolert fra humant genomisk DNA ved polymerase-
kjedereaksjon (PCR). Omrédene som er understreket pé figuren, tilsvarer sekven-

sene av amplifikasjonsprimerne.

Fig. 2 viser sekvensen av DNA-fragmentet som fullfgrer 5'-ende av a-Gal A-cDNA-
klonen (SEKV. ID NR: 2). Dette fragment ble amplifisert fra humant genomisk DNA
ved PCR. Omradene som er understreket, tilsvarer sekvensene av amplifi-
kasjonsprimerne. Posisjonene av Ncol- og Sacll-restriksjonsendonukleasesetene,

som ble brukt for delkloningen beskrevet i eksempel 1, vises ogsa.

Fig. 3 viser sekvensen av a-Gal A-cDNA, ogsa sekvensen som koder for signalpep-
tidet (SEKV. ID NR: 3).

Fig. 4 er et skjematisk kart over pXAG-16, et a-Gal A-ekspresjonskonstrukt som
omfatter CMV (cytomegalovirus)-promoter, ekson 1 og det fgrste intron, hGH-
signalpeptid-kodende sekvens og fgrste intron, cDNA for a-Gal A (som mangler
a-Gal A-signalpeptidsekvensen) og hGH-3'-UTS. pcDNeo viser til posisjonen av neo-

genet som ble avledet fra plasmidet pcDNeo.

Fig. 5 er et skjematisk kart over pXAG-28, et a-Gal A-ekspresjonskonstrukt som
omfatter kollagen Ia2-promoter og det fgrste ekson, et B-aktin-intron, hGH-
signalpeptid-kodende sekvens og fgrste intron, cDNA for a-Gal A (som mangler
a-Gal A-signalpeptidsekvensen) og hGH-3'-UTS. pcDNeo viser til posisjonen av neo-

genet som ble avledet fra plasmidet pcDNeo.
Fig. 6 viser human a-Gal A-aminosyresekvens (SEKV. ID NR: 4),

Fig. 7 viser cDNA-sekvensen som koder for humant a-Gal A (uten signalpeptid)
(SEKV. ID NR: 5).

Fig. 8 er et akromatogram av o-Gal A-rensetrinnet ved bruk av butyl-"sepharose"-
harpiks. Absorbansen ved 280 nm (enkel strek) og a-Gal A-aktivitet (stiplet linje)

av valgte fraksjoner vises.
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Fig. 9 er et skjematisk kart over pGA213C.

Fig. 10 viser diagrammatisk malrettingskonstruktet pGA213C og en homolog re-
kombinasjon med endogent a-galaktosidase A-lokus. pGA213C vises som malret-
tingssekvenser linjestilt over de tilsvarende sekvenser pa X-kromosomal o-
galaktosidase A-lokus. Posisjoner i forhold til metionin-initierende kodon, ATG, vi-
ses med tallene ovenfor de linesere kart. Aktiveringsenheten som inneholder murint
dhfr, bakterielt neo og CMV-promoter/aldolase-intronsekvenser, vises ovenfor posi-
sjonen (-221) som de ble innfgyd i ved DNA-kloning. «-galaktosidase A-kodende
sekvenser vises med de mgrke boksene. Ikke-kodende genomiske sekvenser vises
med de svakt skyggelagte boksene. Store pilspisser angir retningen av transkrip-
sjonen for dhfr og neo-ekspresjonskassettene. En skjgting av GA-GAL-mRNA etter
en fremgangsrik malretting og genaktivering vises med den segmenterte linjen un-
der kartet for aktivert a-galaktosidase A (GA-GAL)-lokus.

DETALIERT BESKRIVELSE AV OPPFINNELSEN

Innledning

Det er beskrevet heri visse a-Gal A-preparater, fremgangsmater ved fremstilling av
dem, samt anvendelse av slike for fremstilling av medikamenter til behandling av
pasienter med Fabrys sykdom eller atypiske varianter av Fabrys sykdom. Visse in-
teressante og representative utfgrelser skal oppsummeres og beskrives i stgrre de-
talj i det fglgende.

Oppfinnelsen benytter seg av a-Gal A fremstilt i hvilken som helst celle (en a-Gal A-
produksjonscelle) for fremstilling av medikamenter til behandling av Fabrys syk-
dom. I en foretrukken utfgrelse benytter seg oppfinnelsen av humant «-Gal A frem-
stilt ved bruk av standard genkonstruksjonsteknikker (basert pd innfgring av det

klonede a-Gal A-gen eller cDNA inn i en vertcelle) eller genaktivering.

Oppfinnelsen anvender preparater, som inneholder a-Gal A av hgy renhet. Det kan
anvendes sammensetninger med humane «-Gal A-preparater fortrinnsvis med
minst 98% homogenisitet, mer foretrukket til minst 99% homogenisitet og mest
foretrukket til minst 99,5% homogenisitet, ifglge malinger ved SDS-PAGE eller re-
versfase-HPLC. Den spesifikke aktivitet av a-Gal A-preparatene er fortrinnsvis minst
2,0 x 10°® enheter pr. mg protein, mer foretrukket minst 3,6 x 10°® enheter pr. mg

protein og mest foretrukket minst 3,5 x 10° enheter pr. mg protein.
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Det aktuelle a-Gal A-preparatet kan renses ved & adskille de forskjellige glykofor-
mer for a-Gal A fra andre komponenter pa en hydrofob vekselvirkningsharpiks, men
dette omfatter ikke noe lektin-kromatografisk trinn. Fortrinnsvis omfatter den fun-
skjonelle enhet av den hydrofobe vekselvirkningsharpiks en butylgruppe.

Alternativt renses o-Gal A-preparatet ved 3 fgrst binde de forskjellige glykoformer
for a-Gal A til en kationbytteharpiks i en kolonne ved sur pH i ekvilibreringsbuffer.
Kolonnen vaskes deretter md ekvilibreringsbufferen for & eluere det ubundne mate-
riale, og de forskjellige glykoformer for a-Gal A elueres ved bruk av en saltopplgs-
ning pa 10-100 mM, en bufret opplgsning med pH 4-5 eller en kombinasjon derav
som elueringsopplgsning. Ekvilibreringsbufferen kan ha en pH pa ca. 4,4.

a-Gal A-preparat kan ogsa renses ved & separere de forskjellige glykoformer av
a-Gal A'i en prgve fra de gvrige komponenter i prgven ved bruk av en renseprose-
dyre omfattende et trinn med minst én metode valgt fra kromatofokuserende kro-
matografi, metallchelat-affinitetskromatografi og immunoaffinitetskromatografi,

som renseprosedyre.

Det kan videre anvendes a-Gal A-preparater som har «-Gal A med endret ladning.
Preparatene kan omfatte forskjellige glykoformer for a-Gal A. Ladningsendringene
oppnas ved & gke sialsyreinnholdet i «-Gal A-preparater og/eller ved & heve fosfo-

rylasjonen av a-Gal A-preparater.

Sialsyreinnholdet i a-Gal A-preprater gkes ved a (i) isolere a-Gal A-glykoformene
med hgy ladning og/eller hgyere molekylvekt under eller etter renseprosessen; (ii)
tilsette sialsyreresiduer ved bruk av celler som er blitt genetisk modifisert (enten
ved konvensjonelle genkonstruksjonsmetoder eller genaktivering) til & uttrykke et
sialyltransferase-gen eller -cDNA; eller (iii) fermentere eller dyrke celler som ut-

trykker enzymet i et lavt ammoniumbholdig miljg.

Fosforylering av a-Gal A-preparater kan heves ved 3 (i) tilsette fosfatresiduer ved
bruk av celler som er blitt genetisk modifisert (enten ved konvensjonelle gen-
konstruksjonsmetoder eller genaktivering) til 8 uttrykke et fosforyltransferasegen
eller -cDNA; eller (ii) tilsette fosfataseinhibitorer til de dyrkede celler.

Det kan foretrukket anvendes humane glykosylerte a-Gal A-preparater hvor mellom
35% og 85% av oligosakkaridene er ladet, og helst hvor minst 35% av oliosakkari-
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dene er ladet og enda mer foretrukket hvor minst 50% av oligosakkaridene er la-
det.

Alternative foretrukne preparater av humant glykosylert a-Gal A har flere a-Gal A-
glykoformer med fortrinsvis minst 20%, mer foretrukket minst 50% og mest fore-
trukket minst 70% komplekse glykaner med 2-4 sialsyreresiduer. I en alternativ
foretrukken utfgrelse har preparater av humant glykosylert a-Gal A med flere gly-
koformer, en oligosakkaridladning, malt ifglge Z-tallet, over 100, fortrinnsvis over
150 o mer foretrukket over 170. I en annen alternativ foretrukken utfgrelse er i
preparatene med flere glykoformer, 50-75%, fortrinnsvis 60% av de samlede gly-
kaner sialylert.

I én utfgrelse kan det anvendes et glykosylert a-Gal A-preparat som har en hevet
oligosakkaridladning. Dette kan fremstilles ved & forst innfgre et polynukleotid som
koder for GIcNAc-transferase III (GnT-III), i en o-Gal A-produksjonslinje, eller inn-
fere en regulatorisk sekvens som regulerer ekspresjonen av et endogent GnT-1II-
gen, ved homolog rekombinasjon. a-Gal A-produksjonslinjen dyrkes deretter under
kulturbetingelser som fgrer til en ekspresjon av a-Gal A og GnT-I11. Til slutt kan
a-Gal A-preparatet med hevet oligosakkaridladning isoleres.

Alternativt kan det anvendes et glykosylert a-Gal A-preparat som har en hevet oli-
gosakkaridladning, hvor dette preparat er fremstilt ved a fgrst innfgre et poly-
nukleotid som koder for sialyltransferase, i en a-Gal A-produksjonscelle, eller innfg-
re en regulatorisk sekvens som regulerer ekspresjonen av et endogent sialyltrans-
ferasegen, ved homolog rekombinasjon. a-Gal A-produksjonscellen dyrkes deretter
under kulturbetingelser som fgrer til ekspresjon av a-Gal A og sialyltransferaset.
Det endelige trinn omfatter a isolere a-Gal A-preparatet med hevet oligosakkarid-
ladning. Foretrukne sialyltransferaser omfatter et «2,3-sialyltransferase og et a2,6-
sialyltransferase. I en foretrukken utfgrelse kan det utfgres det ytterligere trinn &
velge a-Gal A-glykoformer med gkt stgrrelse eller gkt ladning, ved fraksjonering

eller rensing av preparatet.

Det kan ogsa benyttes et glykosylert a-Gal A-preparat med gkt sialylering hvor
preparatet er fremstilt ved & bringe en «-Gal A-produksjonscelle i bergring med et
kulturmedium som har en ammoniumkonsentrasjon under 10 mM, mer foretrukket
under 2 mM. Det lavt ammoniumholdige miljg kan oppnds ved tilsetning av gluta-
minsyntetase til kulturmediet, eller det lavt ammoniumholdige miljg kan oppnas

ved kontinuerlig eller tidvis perfusjon av a-Gal A-produksjonscellen med ferskt kul-
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turmedium for & holde ammoniumkonsentrasjonen under 10 mM, mer foretrukket
under 2 mM,

Det kan ogsd anvendes et glykosylert a-Gal A-preparat med gkt fosforylasjon hvor
dette er fremstilt ved 8 farst innfgre et polynukleotid som koder for fosforyltransfe-
rase, i en a-Gal A-produksjonscelle, eller innfgre en regulatorisk sekvens som regu-
lerer ekspresjonen av et endogent fosforyltransferasegen, ved homolog rekombi-
nasjon. a-Gal A-produksjonscellen dyrkes deretter under kulturbetingelser som fg-
rer til en ekspresjon av a-Gal A og fosforyltransferase. «-Gal A-preparatet med okt
fosforylasjon sammenlignet med «-Gal A fremstilt i en celle uten polynukleotidet,
isoleres deretter. «-Gal A-preparatene har flere glykoformer, hvor mellom 16-50%,
fortrinnsvis 25-50%, mer foretrukket minst 30%, av glykoformene er fosforylert.
Det er ogsa mulig ytterligere 8 velge a-Gal A-glykoformer med gkt stgrrelse eller

gkt ladning, ved fraksjonering eller rensing av preparatet.

Det kan ogsa anvendes et glykosylert a-Gal A-preparat med gkt fosforylasjon. Det-
te kan fremstilles ved 3 tilsette en fosfataseinhibitor, f.eks. bromtetramisol, til dyr-
kede celler. Lave niv3er av bovint plasma-alkalifosfatase kan foreligge i det fgtale
kalveserum som brukes som vekstadditiv for dyrkede celler. Dette gjgr det mulig at
utsatte Man-6-P-epitoper pa utsondret a-Gal A kunne vzaere et substrat for serum-
alkalifosfatase. Bromtetramisol har vist seg 8 vaere en sterk inhibitor av alkalifosfa-
tase; Ki = 2,8 mM (Metaye et al., Biochem. Pharmacol 15: 4263-4268 (1988)), og
en fullstendig inhibering oppnds ved en konsentrasjon pd 0,1 mM (Borgers & Tho-
ne, Histochemistry 44: 277-280 (1975)). Derfor kan en fosfataseinhibitor, f.eks.
bromtetramisol, tilsettes til de dyrkede celler, for & maksimere formen av a-Gal A
med hgyt opptak som foreligger i kulturmediet, ved & forebygge en hydrolyse av

Man-6-P-estergruppene.

De aktuelle a-Gal A-preparater, har en forlenget sirkulasjonshalveringstid i en pat-
tedyrvert. Sirkulasjonshalveringstiden og det cellulaere opptak forsterkes ved 8 (i)
gke sialsyreinnholdet i a-Gal A (oppnds som beskrevet ovenfor); (ii) gke fosfory-
lasjonen av a-Gal A (oppnas som beskrevet ovenfor); (iii) PEGylere a-Gal A; eller
(iv) sekvensielt fjerne sialsyre og terminale galaktoseresiduer, eller fjerne terminale

galaktoseresiduer, pa oligosakkaridkjedene pa a-Gal A.

En forbedret sialylering av «-Gal A-preparater gker sirkulasjonshalveringstiden av
eksogent a-Gal A. I tillegg fgrer en forbedret sialylering av «-Gal A til et forbedret
opptak sammenlignet med opptaket av hepatocytter, i ikke-hepatocytter sdsom le-
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verendotelceller, leversinusoidceller, pulmonaere celler, nyreceller, neuralceller, en-
dotelceller eller hjerteceller. Preparatet med humant glykosylert a-Gal A med et gkt
innhold av sialsyre, omfatter fortrinnsvis flere glykoformer, med minst 20% komp-
lekse glykaner som har 2-4 sialsyreresiduer. Et alternativt foretrukket preparat av
humant glykosylert «-Gal A har flere glykoformer, hvor mellom 50-70%, fortrinns-
vis mist 60%, av de samlede glykaner er sialylert.

Fosforylasjon av «-Gal A-preparater forbedrer ogsa nivaet av a-Gal A som inntrer i
cellene. Fosforylasjonen finner sted i cellene som uttrykker o-Gal A. Et foretrukket
preparat av humant glykosylert a-Gal A omfatter fortrinnsvis flere glykoformer hvor
gjennomsnittlig minst 16-50%, fortrinnsvis 25-50%, mer foretrukket minst 30%,

av glykoformene er fosforylert.

Det er ogsa mulig & forbedre sirkulasjonshalveringstiden av et humant a-Gal A-
preparat ved & kompleksere a-Gal A med polyetylenglykol. S8ledes komplekseres
a-Gal A-preparatet ved bruk av tresylmonometoksy-PEG (TMPEG) for & danne et
PEGylert a-Gal A. Det PEGylerte a-Gal A renses deretter for & tilveiebringe et iso-
lert, PEGylert a-Gal A-preparat. PEGyleringen av a-Gal A gker sirkulasjonshalve-

ringstiden og in vivo-effekten av proteinet.

Sialylering pavirker sirkulasjonshalveringstiden og biofordelingen av proteiner. Pro-
teiner med lite eller ingen sialsyre internaliseres raskt av asialoglykoproteinreseptor
(Ashwell-reseptor) pa hepatocytter av fremviste galaktoseresiduer pd proteinet.
Sirkulasjonshalveringstiden av galaktoseterminert a-Gal A kan forsterkes ved &
sekvensielt (1) fjerne sialsyre ved a bringe a-Gal A i bergring med neuraminidase
(sialidase), hvilket blottlegger de terminale galaktoseenheter, og (2) fjerne de ter-
minale galaktosidaseresiduer ved a bringe det desialylerte o-Gal A i bergring med
B-galaktosidase. Det dannede a-Gal A-preparat har et antall terminale sialsyre-
og/eller terminale galaktosid-residuer pa oligosakkaridkjedene sammenlignet med
a-Gal A-preparater som ikke er blitt bragt i sekvensiell bergring med neuraminidase
og B-galaktosidase. Alternativt kan sirkulasjonshalveringstiden av galaktoseterm-
inert a-Gal A forbedres ved & kun fjerne de terminale galaktosidresiduer ved &
bringe det desialylerte a-Gal A i bergring med B-galaktosidase. Det dannede a-Gal
A-preparat har et nedsatt antall terminale galaktosidresiduer pa oligo-
sakkaridkjedene sammenlignet med a-Gal A-preparater som ikke er blitt brakt i be-
rgring med B-galaktosidase. I en foretrukken utfgrelse bringes, etter en sekvensiell

bergring med neuraminidase og B-galaktosidase, de dannede o-Gal A-preparater
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deretter i bergring med B-heksosaminidase, hvilket spalter oligosakkaridet til tri-
mannose-kjernen.

I tillegg kan sialyleringsnivaet variere avhengig av hvilken celletype som brukes.
Derfor kan sialyleringen av a-Gal A forsterkes ved a teste for pattedyrceller, f.eks.
humane celler, som har en relativt hgy sialyltransferaseaktivitet, og & bruke slike
celler som u-Gal A-produksjonsceller.

Det er ved anvendelsen ifgige oppfinnelsen mulig & benytte formuleringer av et
a-Gal A-preparat som er i det vesentlige frie for ikke-a-Gal A-proteiner sasom al-
bumin, ikke-atal-proteiner fremstilt i vertcellen eller proteiner isolert fra dyrevev
eller -vaeske. Formuleringen kan i tillegg omfatte en eksipiens. Foretrukne eksipien-
ser omfatter mannitol, sorbitol, glycerol, aminosyrer, lipider, EDTA, EGTA, natrium-
klorid, polyetylenglykol, polyvinylpyrrolidon, dekstran eller kombinasjoner av disse
eksipienser. Formuleringen kan i tillegg omfatte et ikke-ionisk rensemiddel. Fore-
trukne ikke-ioniske rensemidler omfatter Polysorbat 20, Polysorbat 80, Triton
X-100, Triton X-114, Nonidet P-40, Oktyl a-glukosid, Oktyl b-glukosid, Brij 35, Plu-
ronic og Tween 20. Alternativt omfatter det ikke-ioniske rensemiddel Polysorbat 20
eller Polysorbat 80. En alternativ formulering omfatter ytterligere fosfatbufret salin,

fortrinnsvis ved pH 6.

Administrasjonsdosen av det fremstilte medikamentet er fortrinnsvis mellom 0,05-
5,0 mg, mer foretrukket mellom 0,1-0,3 mg, a-Gal A-preparat pr. kg kroppsvekt
ukentlig eller annenhver uke. Fortrinnsvis er administrasjonsdosen ca. 0,2 mg pr.
kg kroppsvekt annenhver uke. Dosen kan administreres intramuskuleert, oralt, rek-
talt, subkutant, intraarterielt, intraperitonealt, intracerebralt, intranasalt, intrader-
malt, intratekalt, transmukosalt, transdermalt eller ved inhalasjon. a-Gal A-
preparatet kan tilpasses 8 subkutant administrere en dose i omr@det mellom 0,01-
10,0 mg, fortrinnsvis 0,1-5,0 mg, a-Gal A-preparat pr. kg kroppsvekt annenhver
uke eller ukentlig. a-Gal A-preparatet kan ogsa administreres intravengst eller ved
en kontinuerlig intravengs injeksjon. I hvilken som helst av de ovennevnte metoder
kan a-Gal A-preparatet leveres ved bruk av et leveringssystem sdsom pumpeleve-
ring, innkapslet celle-levering, liposomal levering, nallevert injeksjon, nallgs injek-
sjon, forstgver, aerosoliserer, elektroporasjon og transdermalt plaster. Hvilket som
helst av de ovenfor beskrevne a-Gal A-preparater kan administreres ved disse me-

toder.
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a-Gal A

a-Gal A er et homodimert glykoprotein som hydrolyserer de terminale a-
galaktosylenheter fra glykolipider og glykoproteiner.

Begrepene modent "a-Gal A" og "GA-GAL" og "SEKV. ID NR: 5" (se fig. 7) viser til
a-Gal A uten signalpeptid (for a-Gal A med signalpeptidet, se fig. 3 og SEKV. ID
NR: 3). Begrepet "a-Gal A-preparat" som definert heri, benyttes synonymt med be-
grepet "glykosylert a-Gal A-prepatat” og omfatter forskjellige glykosylerte a-Gal A-
glykoformer.

Et "signalpeptid” er en peptidsekvens som styrer et nytt syntetisert polypeptid som
signalpeptidet er bundet til, mot endoplasmatisk retikulum (ER) for videre post-
translasjonell prosessering og fordeling.

Et "heterologt signalpeptid” betyr nar det brukes heri i sammenheng med u-Gal A,
et signalpeptid som ikke er humant a-Gal A-signalpeptid, vanligvis signalpeptidet
for et annet pattedyrprotein enn «-Gal A.

Fagmannen vil forstd at den humane a-Gal A-DNA-sekvens (enten cDNA [SEKV. ID
NR: 5] eller genomisk DNA), eller sekvenser som skiller seg fra humant a-Gal A-
DNA grunnet enten stumme kodonendringer eller kodonendringer somfgrer til kon-
servative aminosyreendringer, kan brukes for 8 genetisk modifisere dyrkede huma-
ne celler slik at disse vil overuttrykke og utsondre enzymet. Visse mutasjoner i
a-Gal A-DNA-sekvensen kan kode for polypeptider som bevarer eller oppviser for-
bedret a-Gal A-enzymatisk aktivitet. For eksempel ville man forvente at konservati-
ve aminosyresubstitusjoner vill ha liten eller ingen virkning pa den biologiske aktivi-
tet, spesielt hvis de representerer faerre enn 10% av det samlede antall residuer i
proteinet. Konservative substitusjoner omfatter vanligvis substitusjoner i de falgen-
de grupper: glycin, alanin; valin, isoleucin, leucin; asparaginsyre, glutamsyre; as-
paragin, glutamin; serin, treonin; lysin, arginin; og fenylalanin, tyrosin. Se f.eks.
US-patent 5.356.804.

Fabrys sykdom

Fabrys sykdom er en genetisk forstyrrelse som forarsakes av en manglende aktivi-
tet av enzymet a-Gal A. Med "a-Gal A-mangel" menes hvilken som helst mangel i

mengden eller aktiviteten av dette enzym i en pasient som fgrer til abnormale opp-
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hopninger av neutrale glykolipider (f.eks. globotriaosylceramid) i histiocytter i blod-
karvegger, med angiokeratomaer pd hoftene, baken og genitaliene, hypohidrose,
parastesi i ekstremitetene, cornea verticillata og knottlignende posteriore subkap-
sulezere katarakter. Avsettelsene av dette materiale kan fgre til smerter, alvorlig ny-
resykdom og kardiovaskulaer sykdom samt slag. Glykolipidopphopningen kan indu-
sere alvorlige symptomer som typisk kan observeres i menn som lider av Fabrys
sykdom. Alternativt kan opphopningen indusere relativt svake symptomer, slik de
iblant kan observeres i heterozygote kvinnelige baerere av det defekte gen. Ram-
mede individer kan ha en meget kort livsforventning; dgden skyldes vanligvis
nyre-, hjerte- eller cerebrovaskulaere komplikasjoner i omkring 40 ars alder. Det
finnes ingen spesiell behandling for dene sykdom. Fabrys sykdom, som klassifiseres

som en lysosomal lagringsforstyrrelse, rammer over 15.000 mennesker i verden.

Fabrys sykdom som definert ovenfor er et komplekst klinisk syndrom som kjenne-
tegnes av flerorgan- og flersystem-innblanding. Pasienter som manifesterer kombi-
nasjonen av korneal dystrofi, hudlesjoner (angiokeratomata), smertelig neuropati,
cerebral vaskulaer sykdom, kardiomyopati og nyresvikt, kategoriseres som & oppvi-
se den "klassiske" fenotype. Det finnes imidlertid ogsa pasienter som oppviser noen
av, men ikke alle, aspektene av den klassiske fenotype. Disse pasienter kiassifise-
res som "atypiske varianter av Fabrys sykdom". Det finnes flere atypiske variantfe-
notyper forbundet med u-galaktosidase A-mangel. F.eks. har noen pasienter med
a-galaktosidase A-mangel en variasjon av Fabrys sykdom med kun hjerterammel-
se, f.eks. venstre ventrikulzer hypertrofi (LVH). Det finnes ogsd en annen variantfe-
notype hvor pasientene kun har en nyrerammelse. Selv om begge disse variantfe-
notyper er blitt definert i manlige hemizygoter, er variantformene for Fabrys syk-

dom ogsa blitt beskrevet i kvinnelige heterozygoter.

Pasienter med den atypiske hjertevariant har generelt en symptomatisk sykdom
senere i livet. Den midlere diagnosealder for pasienter med hjertevariantfenotypen
er ca. 52 ar, sammenlignet med ca. 29 &r for den klassiske fenotype (Desnick et
al., i The Metabolic and Molecular Bases of Inherited Disease, 6. utgave (1996),
Scriver et al. (utg.), McGraw-Hill (New York), s. 2741-2784; Meikle et al., J. Am.
Med. Assoc. 281: 249-254 (1999)). Pasienter med dette syndrom viser seg generelt

3 ha svake symptomer av hjertedysfunksjon sadsom anstrengelsesdyspné. Vanligvis
viser en standard ekkokardiografisk analyse at pasienter med hjertevariantfenotype
har venstre ventrikulaer hypertrofi (LVH) eller asymmetrisk septal hypertrofi. Imid-
lertid kan pasientene ogsa vise seg & ha myokardialt infarkt eller kardiomyopati
(Scheidt et al., New Engl. J. Med. 324: 395-399 (1991); Nakao et al., New Engl. J.
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Med. 333: 288-293 (1995)). Disse pasienter gjennomgar ofte myokardiale biopsier,
og patologien av variantsyndromet er i det vesentlige likt den klassiske Fabrys syk-
dom: myokardial infiltrasjon av avsatt glykolipid. a-galaktosidase A-enzymassayer
viser et bredt omrade for enzymnivaet. F.eks. har hjertevariantpasienter blitt
beskrevet & ha opptil 30% av det normale niva for a-galaktosidase a-aktivitet og
har inntil idag ikke blitt ansett 8 vaere kandidater for a-Gal A-erstatningsterapi.

Oppfinnerne har nd overraskende oppdaget at selv om atypiske hjertevariant- eller
atypiske nyrevariantpasienter kan ha a-galaktosidase A-enzym-aktivitetsnivaer som
er relativt hgye sammenlignet med pasienter med klassisk fenotype av Fabrys syk-
dom, kan ogsa disse pasienter ha nytte av en o-galaktosidase A-enzymterapi.
F.eks. kan pasienter ha en mutasjon som danner et kinetisk ustabilt «-Gal A-enzym
i cellen, og i disse pasienter kan a-Gal A-enzymnivaet forsterkes vesentlig ved ad-
ministrasjon av et a-Gal A-preparat anvendt ifglge foreliggende oppfinnelse. Dess-
uten er det blitt beskrevet at noen pasienter med den atypiske hjerte-
variantfenotype har en punktmutasjon i aminosyre 215 av «-galaktosidase A. Den-
ne aminosyre i det umuterte protein er et asparagin som er glykosylert (Eng et al.,
Am. J. Hum. Genet. 53: 1186-1197 (1993)). Dermed kan en a-Gal A-enzym-
erstatningsterapi med et ordentlig glykosylert a-galaktosidase A-preparat veere
virksomt i disse pasienter. Videre er det blitt beskrevet pasienter med atypisk nyre-
variant, hvis eneste kliniske manifestasjon av Fabrys sykdom er en svak proteinu-
ria. En renal biopsi viser imidlertid de for Fabrys sykdom typiske glykolipidoppsam-
linger, og et a-Gal A-enzymassay viser lavere a-Gal A-nivaer enn normalt. P38 grunn
av at avsatt ceramidtriheksosid i nyren kan pavises i utskilte nyretubuliceller i urin-
sedimentet av disse pasienter, kan en administrasjon av et «-Gal A-preparat ned-
sette dette niva betydelig. Lysosomale enzymer sdsom a-Gal A malrettes mot det
lysosomale rom i en celle ved vekselvirkning med mannose-6-fosfat (M6P)-
reseptor, som bindes til M6P-residuer som foreliger i oligosakkaridenheten av en-
zymer pa vei til det lysosomale rom. Kornfeld & Mellman, Ann. Rev. Cell Biol. 5:
483-525 (1989). Den primaere vekselvirkning finner sted i Golgi, hvor enzymer som
er bundet til Golgi-M6P-reseptorer adskilles for en transport til lysosomene. En se-
kundeer type av vekselvirkning antas & finne sted mellom ekstracellulzert a-Gal A og
M6P-reseptorene pa celleflaten. Enzymer som ikke tas opp i rutesystemet, utsond-
res av cellen via den konstitutive sekretoriske bane, og gjeninnfanges ofte av celle-
flate-M6P-reseptorer, som tilbakefgrer a-galaktosidase A til lysosomet via den eno-
cytiske bane. Ekstracellulzere substanser som internaliseres av celler, transporteres
gjennom cytoplasma i endocytiske vesikier, som sammensmelter med primaere ty-

sosomer og tgmmer sitt innhold i lysosomene. I denne prosess innlemmes cellevev-
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flate-M6P-reseptorer ogsa i endocytiske vesikler, og transporteres til lysosomer.
Spesielt er det aktuelt & bruke «-Gal A-preparater hvor det foreligger hgye nivaer
av sialylering og/eller fosforylering, for behandling av pasienter med atypiske vari-
anter av Fabrys sykdom. Slike preparater minimerer f.eks. andelen av det injiserte
a-Gal A som fjernes av hepatocyttene, og muliggjer et hgyt nivd av a-Gal A-opptak
i ikke-lever-celler, sdsom nyreceller, vaskulaere celler, tubuliceller, glomerulzre cel-
ler, hjertemyocytter og hjertevaskulzere celler.

Ekstracellulzert a-Gal A som baerer M6P-residuer, kan bindes til celleflate-M6P-
reseptorer og transporteres inn i det lysosomale rom. Nar de befinner seg i det ly-
sosomale rom, kan a-Gal A utfgre den riktige funksjon. Det er dette trekk av lyso-
somal enzymbevegelse som gjer a-galaktosidase A-enzym-erstatningsterapi til en
tenkelig terapeutisk behandling for pasienter med Fabrys sykdom. Selv om en celle
har en genetisk mangelfull produksjon av a-Gal A, kan cellen ta opp ekstracellulaert
a-Gal A hvis a-Gal A er glykosylert p3 egnet mate, og den manglende celle baerer
M6P-reseptorer. I pasienter med Fabrys sykdom oppviser de vaskulaere endotelcel-
ler i nyre og hjerte alvorlige histopatologiske abnormaliteter og bidrar til den klinis-
ke patologi av sykdommen. Disse celler, som bzerer M6P-reseptorer, er et spesielt

terapeutisk mal for a-Gal A.

I hvilken grad de N-bundne oligosakkarider av a-Gal A modifiseres ved sialylering,
har en betydelig virkning pa a-Gal A's farmakokinetikk og biofordeling. I fraveer av
en egnet sialylering, utskilles a-Gal A raskt fra sirkulasjonen fordi de bindes til he-
patiske asialoglykoproteinreseptorer (Ashwell-reseptorer), fult av en internalisering
og degradering av hepatocytter. Ashwell & Harford, Ann. Rev. Biochem. 51: 531-
554 (1982). Dette nedsetter mengden av a-Gal A som er tilgjengelig i sirkulasjonen
for binding til M6P-reseptorer pa celler som bidrar til den kliniske patologi av Fabrys
sykdom, sdsom de vaskulaere endotelceller i nyre og hjere. «a-Gal A som utsondres
av genetisk modifiserte humane celler, har glykosylasjonsegenskaper som er egnet
for behandling av Fabrys sykdom ved enten en konvensjonell farmasgytisk admi-
nistrasjon av det rensede utsondrede protein eller ved genterapi, uten at det er
ngdvendig med noen ytterligere enzymatisk modifikasjon, slik som hva som er blitt
beskrevet 8 vaere ngdvendig for det lysosomale enzym glukocerebrosidase, hvor
opptaket av renset glukocerebrosidaseenzym av de klinisk relevante celler krever
en komplisert enzymatisk modifikasjon av enzymet etter rensing fra human placen-
ta. Beutler, New Engl. J. Med. 325: 1354-1360 (1991).

329689
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Celler som er egnet for produksjon av g-Gal A

Et individ som man tror at har en a-Gal A-mangel sdsom Fabrys sykdom, kan be-
handles med renset humant «-Gal A erholdt fra dyrkede, genetisk modifiserte cel-
ler, fortrinnsvis humane celler.

Nar celler skal modifiseres genetisk for behandling av Fabrys sykdom, kan cellene
modifiseres ved konvensjonelle genkonstruksjonsmetoder eller ved genaktivering.

Ifglge konvensjonelle metoder kan et DNA-molekyl som inneholder et a-Gal A-cDNA
eller en genomisk DNA-sekvens, foyes inn i et ekspresjonskonstrukt og transfiseres
inn i primaere, sekundzere eller udgdeliggjorte celler ved standardmetoder, omfat-
tende liposom-, polybren- eller DEAE-dekstran-mediert transfeksjon, elek-
troporasjon, kalsiumfosfatfelning, mikroinjeksjon eller hastighetsdrevne mikropro-
jektiler ("biolistika") (se f.eks. en samtidig svevende sgknad, USSN 08/334.797).
Alternativt kunne man bruke et system som leverer den genetiske informasjon via
en viral vektor. Viruser som er kjent for @ vaere nyttige ved genoverfgring, omfatter
adenoviruser, adenoforbundet virus, herpesvirus, kusmavirus, poliovirus, retroviru-

ser, Sindbis-virus og vacciniavirus sdsom kanariepoxvirus.

Alternativt kan cellene modifiseres ved bruk av fremgangsmaten med genaktivering
("GA"), slik som beskrives i US-patentene 5.733.761 og 5.750.376, begge innlem-
met heri ved henvisning. o-Gal A fremstilt ved genaktivering, benevnes heri
GA-GAL.

Folgelig skal begrepet "genetisk modifisert" slik det brukes heri under henvisning til
celler, omfatte celler som uttrykker et bestemt genprodukt etter innfgring av et
DNA-molekyl som koder for genproduktet og/elier regulatoriske elementer som re-
gulerer ekspresjonen av en kodende sekvens for genprduktet. DNA-molekylet kan
innfgres ved genmalretting eller homolog rekombinasjon, dvs. infgring av DNA-
molekylet i et bestemt genomisk sete. En homolog rekombinasjon kan brukes til &
erstatte selve det defekte gen (det defekte a-Gal A-gen eller en del derav kunne

erstattes i en Fabry-pasients egne celler med hele genet eller en del derav).

Anvendt heri omfatter begrepet "primeer celle” celler som foreligger i en suspensjon
av celler isolert fra en kilde for virveldyrvev (fgr de strykes pa plate, dvs. festes pa

et vevkultursubstrat sdsom en skal eller kolbe), celler som foreligger i et eksplantat
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avldet fra vev, hvor begge de sistnevnte celletyper strykes pa plater for fgrste
gang, og cellesuspensjoner avledet fra disse platepdstrgkne celler.

"Sekundzere celler" viser til celler i et senere dyrkingstrinn. Dvs. at den fgrste gang
en platepdstrgken celle fjernes fra kultursubstratet og strykes pd en plate pd nytt
(passeres), benevnes den en sekundeer celle, slik som ogs3 alle celler i senere pas-
sasjer.

En "cellestamme" bestdr av sekundaere celler som er blitt passert én eller flere
ganger, oppviser et endelig antall midlere populasjonsfordoblinger under kultur;
oppviser egenskaper med kontakthemmet, forankringsavhengig vekst (unntatt cel-
ler som forgkes i suspensjonskultur og som ikke er blitt gjort udedeliggjort).

Med "udgdeliggjort celle" menes en celle fra en etablert cellelinje som oppviser en

tilsynelatende ubegrenset livsvarighet i kultur.

Eksempler pa primaere eller sekundzere celler omfatter fibroblaster, epitelceller om-
fattende bryst- og tarmepitelceller, endotelceller, formede elementer av blod om-
fattende lymfocytter og benmargceller, glialceller, hepatocytter, keratinocytter,
muskelceller, neurale celler eller forlgpere for disse celletyper. Eksempler pa udgde-
liggjorte humane cellelinjer omfatter Bowes Melanomaceller (ATCC-tilgangsnummer
CRL 9607), Daudi-celler (ATCC-tilgangsnummer CCL 213), Hela-celler og derivater
av Hela-celler (ATCC-tilgangsnumre CCL 2, CCL 2.1 og CCL 2.2), HL-60-celler
(ATCC-tilgangsnummer CCL 240), HT-1080-celler (ATCC-tilgangsnummer CCL
121), Jurkat-celler (ATCC-tilgangsnummer TIB 152), KB-karsinomaceller (ATCC-
tilgangsnummer CCL 17), K-562-lekuemiceller (ATCC-tilgangsnummer CCL 243),
MCF-7-brystkreftceller (ATCC-tilgangsnummer BTH 22), MOLT-4-celler (ATCC-
tilgangsnummer 1582), Namalwa-celler (ATCC-tilgangsnummer CRL 1432), Raji-
celler (ATCC-tilgangsnummer CCL 86), RPMI 8226-celler (ATCC-tilgangsnummer
CCL 155), U-937-celler (ATCC-tilgangsnummer CRL 1593), WO-38VA13-underlinje
2R4-celler (ATCC-tilganganummer CLL 75.1), CCRF-CEM-celler (ATCC-
tilganganummer CCL 119). og 2780AD-ovariekarsinomaceller (Van der Blick et al.,
Cancer Res. 48: 5927-5932, 1988) samt heterohybridomaceller dannet ved fusjon

av humance celler og celler av en annen art.

Etter den genetiske modifikasjon av humane celler for & danne en celle som ut-
sondrer a-Gal A, kan en klonal cellestamme som i det vesentlige best8r av et flertall

genetisk identiske dyrkede primaere humane celler, eller, ndr cellene er udgdelig-
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gjort, en klonal cellelinje som i det vesentlige bestar av et flertall genetisk identiske
udgdeliggjorte humane celler, genereres. 1 én utfgrelse er cellene av den klonale
cellestamme eller kionale cellelinje fibroblaster, eller sekundzere humane fi-
broblaster, f.eks. BRS-11-celler.

Etter genetisk modifikasjon, dyrkes cellene under betingelser som tillater en ut-
sondring av a-Gal A. Proteinet isoleres fra de dyrkede celler ved 8 samle mediet
hvor cellene dyrkes, og/eller spalte cellene for & frigi deres innhold, og 8 deretter
anvende proteinrenseteknikker.

Rensing av a-Gal A fra det kondisjonerte medium av stabilt transfiserte celler

a-Gal A-protein fra de dyrkede celler ("a-Gal A-produksjonsceller") kan isoleres ved
& samle mediet som cellene dyrkes i, eller spalte cellene for a frigi deres innhold, og
deretter anvende proteinrenseteknikker uten bruk av lektin-affinitetskromatografi.

Den foretrukne renseprosess sammenfattes i det fglgende eksempel 2.

Alternativt kan ogsa hydrofobe vekselvirkningsharpikser, sdsom Source Iso (Phar-
macia), "Macro-Prep" Methyl Support (Bio-Rad), TSK Butyl (Tosohaas) eller fenyl-
"Sepharose" (Pharmacia) brukes til 8 rense a-Gal A. Kolonnen kan ekvilibreres i en
relativt hgy konsentrasjon av et salt, f.eks. 1 M ammoniumsulfat eller 2 M natrium-
klorid, i en buffer med pH 5,6. Prgven som skal renses, prepareres ved & justere pH
og saltkonsentrasjonen tilpasset hva som foreligger i ekvilibreringsbufferen. Prgven
pafgres pa kolonnen, og kolonnen vaskes med ekvilibreringsbuffer for & fierne
ubundet materiale. a-Gal A elueres fra kolonnen med en buffer med lavere ionisk
styrke, vann eller et organisk lgsemiddel i vann, f.eks. 20% etanol eller 50% propy-
lenglykol. Alternativt kan o-Gal A fas til 8 flyte gjennom kolonnen ved bruk av en
lavere saltkonsentrasjon i ekvilibreringsbufferen og i praven, eller ved bruk av en
annen pH. Andre proteiner kan bindes til kolonnen, hvilket fgrer til en rensing av
den a-Gal A-holdige prgve som ikke ble bundet til kolonnen. Et foretrukket fgrste

rensetrinn er bruk av en hydroksyapatittkolonne.

Et alternativt rensetrinn kan benytte seg av en kationbytteharpiks, f.eks. SP-
"Sepharose” 6 Fast Flow (Pharmacia), Source 30S (Pharmacia), CM-"Sepharose"
Fast Flow" (Pharmacia), "Macro-Prep" CM Support (Bio-Rad) eller "Macro-Prep"
High S Support (Bio-Rad) for & rense a-Gal A. Det "fgrste kromatografitrinn" er den
forste pafgring av en prove pa en kromatografikolonne (alle trinnene forbundet med

prepareringen av prgven utelukkes). a-Gal A kan bindes til kolonnen ved pH 4,4. En
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buffer, s8som 10 mM natriumacetat pH 4,4, 10 mM natriumcitrat pH 4,4 eller en
annen buffer med egnet bufringskapasitet ved ca. pH 4,4 kan ogs3 brukes for 3
ekvilibrere kolonnen. Prgven som skal renses, justeres til pH og den ioniske styrke
av ekvilibreringsbufferen. Prgven pafgres p& kolonnen, og kolonnen vaskes etter
pafyllingen for & fijerne ubundet materiale. Et salt, sdsom natriumklorid eller kali-
umklorid, kan brukes for8 eluere a-Gal A fra kolonnen. Alternativt kan o-Gal A elue-
res fra kolonnen med en buffer med hgyere pH eller en kombinasjon av en hgyere
saltkonsentrasjon og hgyere pH. a-Gal A kan ogsa fas til & flyte gjennom kolonnen
under pafyllingen ved § gke saltkonsentrasjonen av ekvilibreringsbufferen og i prg-
vefyllet, ved & skylle kolonnen ved en hgyere pH eller ved en kombinasjon av bade
gkt saltmengde og hgyere pH.

Et annet rensetrinn kan benytte seg av en Q-"Sepharose" 6 Fast Flow for rensing av
a-Gal A. Q-"Sepharose" 6 fast Flow er en relativt sterk anionbytteharpiks. En sva-
kere anionbytteharpiks, sdsom dEAE "Sepharose" Fast Flow (Pharmacia) eller
"Macro-Prep" DEAB (Bio-Rad) kan ogsa brukes for & rense a-Gal A. Kolonnen ekvi-
libreres i en buffer, f.eks. 10 mM natriumfosfat, pH 6. pH i praven justeres til pH 6,
og en lav ionstyrke oppnas ved fortynning eller diafiltrering av prgven. Prgven pafg-
res pa kolonnen under betingelser som binder a-Gal A. Kolonnen vaskes med ekvi-
libreringsbuffer for a fjerne ubundet materiale. a-Gal A elueres ved péﬂaring av salt,
f.eks. natriumklorid eller kaliumklorid, eller anvendelse av en buffer med lavere pH,
eller en kombinasjon av gkt saltmengde og lavere pH. a-Gal A kan ogs3 f8s til 8 fly-
te gjennom kolonnen under fyllingen ved & gke saltkonsentrasjonen i fyllet eller ved
a skylle kolonnen ved lavere PH, eller ved en kombinasjon av gkt saltmengde og

lavere pH.

Et annet rensetrinn kan benytte seg av "Superdex" 200 (Pharmacia) stgrrelseseks-
klusjonskromatografi for rensing av a-Gal A. Andre stgrrelseseksklusjonsharpikser
sdsom "Sephacryl" S-200 HR eller "Bio-Gel" A-1,5 m kan ogs$ benyttes for 3 rense
a-Gal A. Den foretrukne buffer for stgrrelseseksklusjonskromatografi er 25 mM nat-
riumfosfat pH 6,0 som inneholder 0,15 M natriumklorid. Andre formule-
ringskompatible buffere kan ogsa brukes, f.eks. 10 mM natrium- eller kaliumcitrat.
pH av bufferen kan vaere mellom pH 6 og pH 7, og bgr inneholde et salt, f.eks. nat-

riumklorid eller en blanding av natriumklorid og kaliumkiorid.

Et annet rensetrinn kan benytte seg av en kromatofokuserende harpiks sdsom Po-
lybuffer Exchanger PBE 94 (Pharmacia) for & rense a-Gal A. Kolonnen ekvilibreres
ved relativt hgy pH (f.eks. pH 7 eller mer), pH av prgven som skal renses, justeres
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til den samme pH, og prgven pafgres pa kolonnen. Proteiner elueres med en syn-
kende pH-gradient til en pH sdsom PH 4, ved bruk av et buffersystem, f.eks. Poly-
buffer 74 (Pharmacia), som er blitt justert til pH 4.

Alternativt kan immunoaffinitetskromatografi benyttes for 3 rense a-Gal A. Et egnet
polyklonalt eller monoklonalt antistoff mot a-Gal A (generert ved immunisering med
a-Gal A eller med et peptid avledet fra a-Gal A-sekvensen ved bruk av standard
teknikker) kan immobiliseres p& en aktivert koblingsharpiks, f.eks. NHS-aktivert
"Sepharose” 5 Fast Flow (Pharmacia) eller CNBr-aktivert "Sepharose" 4 Fast Flow
(Pharmacia). Prgven som skal renses, kan pafgres pd den immobiliserte antistoffko-
lonne ved ca. pH 6 eller pH 7. Kolonnen vaskes for3 fjerne ubundet materiale. «-Gal
A elueres fra kolonnen med typiske reagensmidler som benyttes for affinitetskolon-
neeluering, sdsom lav pH, f.eks. pH 3, denatureringsmiddel, f.eks. guanidin-HCl el-
ler tiocyanat, eller organisk lgsemiddel, f.eks. 50% propylenglykol i en pH 6-buffer.
Renseprosedyren kan ogsa benytte seg av en metallchelat-affinitetsharpiks, f.eks.
Chelating "Sepharose" Fast Flow (Pharmacia) for & rense a-Gal A. Kolonnen for-
handslades med metallioner, f.eks. Cu2*, zZn?*, Ca?", Mg?* eller Cd%*. Prgven som
skal renses, pafgres pa kolonnen ved egnet pH, f.eks. pH 6 til 7,5, og kolonnen
vaskes for 3 fjerne ubundne proteiner. de bundne proteiner elueres ved kompetitiv
eluering med imidazol eller histidin eller ved & nedsette pH ved bruk av natrium-
citrat eller natriumacetat til en pH under 6, eller ved & innfgre chelateringsmidter,
sésom EDTA eller EGTA.

I henhold til de ovennevnte protokoller tilveiebringes preparater med renere ag-
preparat enn hva som er blitt fremstilt tidligere, renset til minst 98% homogenisi-
tet, mer foretrukket til minst 99% homogenisitet og mest foretrukket til minst
99,5% homogenisitet, ifglge malinger ved SDS-PAGE eller reversfase-HPLC. o-Gal
A-preparatene anvendt ifgige foreliggende oppfinnesle kan omfatte flere «-Gal A-
glykoformer. Fgigelig viser begrepet "homogenisitet" slik det brukes i sammenheng
med o-Gal A-preparater, til preparater som er i det vesentlige frie (< 2% av de
samlede proteiner) for andre proteiner enn a-Gal A. Eksempler pa ikke-a-Gal A-
proteiner sasom albumin, ikke-a-Gal A-proteiner som fremstilles av vertcellen, og
ikke-a-Gal A-proteiner isolert fra dyrevev eller -vaeske. Den spesifikke aktivitet av
a-Gal A-preparatene er fortrinnsvis minst 2,0 x 10° enheter pr. mg protein, mer fo-
retrukket minst 3,0 x 10° enheter pr. mg protein og mest foretrukket minst 3,5 x
10° enheter pr. mg protein.
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Forbedring av sirkulasjonshalveringstiden av a-Gal A-preparater ved glykan-
ommodellering for & gke oligosakkaridladningen

Preparatet fremstilt ved anvendelsen ifglge oppfinnelsen kan benytte et glykopro-
teinmodifikasjonsprogram for et gkt opptak av et terapeutisk enzym i bestemte
andre vev enn lever og makrofager. Det anvendes humane glykosylerte a-Gal A-
preparater hvor mellom 35% og 85% av oligosakkaridene er ladet, fortrinnsvis hvor
minst 50% av oligosakkaridene er ladet.

Protein N-glykosylasjon virker ved & modifisere egnede asparaginresiduer av pro-
teiner med oligosakkaridstruktur, hvorved deres egenskaper og bioaktivitet pavir-
kes. Kukuruzinska & Lennon, Crit. Rev. Oral. Biol. Med. 9: 415-448 (1998). Det kan
saledes benyttes et isolert «-Gal A-preparat hvor en hgy prosentdel av oligosakkari-
dene er negativt ladet, primaert ved tilsetning av ett til fire sialsyreresiduer pa
komplekse glykaner, ett eller to fosfatenheter pa hgyt mannoseholdige glykaner,
eller ett enkelt fosfat og en enkelt sialsyre pa hybride glykaner. Mindre mengder
sulfaterte komplekse glykaner kan ogsa foreligge. En hay andel ladede strukturer
tjener to hovedfunksjoner. For det fgrste vil en avkapping av nestsiste galak-
toseresiduer med 2,3- eller 2,6-bundet sialsyre forebygge en for tidlig fjerning fra
sirkulasjonen ved innvirkning av asialoglykoproteinreseptor som foreligger p& hepa-
tocytter. Denne reseptor gjenkjenner glykoproteiner med terminale galaktoseresi-
duer. En gkt sirkulasjonshalveringstid av a-Gal A gir viktige malorganer sdsom hjer-
tet og nyren anledning til & endocytose stgrre mengder av enzym fra plasma etter
enzyminfusjonen. For det andre vil neerveeret av Man-6-fosfat pa hgyt mannosehol-
dige eller hybride glykaner muliggjere et reseptormediert opptak via kation-
uavhengig Man-6-fosfatreseptor (CI-MPR). Dette reseptormedierte opptak finner
sted pa overflaten av mange celler, bl.a. vaskulzere endotelceller, som er et viktig
opphopningssted for CTH i pasienter med Fabrys sykdom. Enzymmolekyler med to
Man-6-fosfatresiduer har en meget stgrre affinitet for CI-MPR enn slike med ett en-

kelt Man-6-fosfat. Representative glykanstrukturer vises i tabell 1.



20

Tabell 1
Representative glykanstrukturer

Et biantennaert glykan:

+Fucal,6

SAa2,3/6Galf1,4GIcNAcB1,2Mana 1,6 \
Manfi1,4GlcNAcB1,4GicNAc-Asn

SAa2,3/6GalB1,4GlcNAcB1,2Manal,3 /

5 Et tetraantenneert glykan:

SAa2,3/6Galp1,4GIlcNACcB1,6 \ +Fucal,6

SA02,3/6GalB1,4GIcNAcB1,2Manal,6 \ |
Manl3 1,4GIcNAcf3L4GIcNAc-Asn

SAa2,3/6GalB1,4GleNAcf1,2Manal,3 /
SAa2,3/6GalBl,4GIcNAcB1,4 /

Et hgyt mannoseholdig glykan:

Manal,2Manal,6 \

Manal6 \
Manal,2Manal,3 / ManB1,4GIcNAcB1,4GlcNAc-Asn
Manal,2Manal,2Manal,3 /

Et fosforylert hybrid glykan:

P-Manal,6 \
Manal,6 \
Manal,3 / Manf1,4GIcNAcB1,4GlcNAc-Asn
SAa2,3/6Galp1,4GlcNAcp1,2Manca 1,3 /

10

Et bifosforylert glykan:

P-Manal,2Manal,6 \
Manal,6 \
Manaxl,3/ Manpl,4GicNAcB1,4GlcNAc-Asn
P-Manal,2Manal,3 /
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N-glykoproteinbiosyntese omfatter flere enzymer, glykosyltransferaser og glykosi-
daser. Hovedparten av disse enzymer virker i endoplasmatisk retikulum (ER) og
Golgi-apparatet pa ordnet og velorganisert mate. Kompleksiteten av N-glyko-
syleringen forsterkes av at forskjellige asparaginresiduer i ett og samme polypeptid
kan modifiseres med forskjellige oligosakkaridstrutkurer, og forskjellige proteiner
skiller seg fra hverandre ved egenskapene av sine karbohydratenheter. Nylige
fremskritt innen den molekylaere genetikk har fremmet identifikasjonen, isolasjonen
og karakteriseringen av N-glykosylasjonsgener. Som et resultat har det kommet
frem informasjon om forholdet mellom N-glykosylasjon og andre cellulzere funksjo-

ner,

N-bundet glykoproteinprosessering i cellen starter nir en oligosakkaridkjede med et
GlcsMangGIcNACG, tilsettes til et mottakerasparagin pé’l et vordende peptid i lumen av
ER som en enkelt enhet. En fjorten sukkers oligosakkaridkjede bestdende av
GlcsMangGlcNAc, bygges opp pa dolikol, en meget langkjedet alifatisk alkohol:

Manal,2Mana 1,6 \
Manal,6 \
Manal,2Manal,3 /  Manf1,4GlcNAcB1,4GleNAc-PP-Dolichol
Glea1,2Gleal,3Glcal,3Mana1,2Mana 1 ,2Mana 1,3 /

Dette oligosakkarid overfgres som en enkelt enhet til et akseptor-
asparaginresiduum pa en vordende peptidkjede i lumen av ER. Den store stgrrelse
av glyhkanet i forhold til peptidet kan styre proteinfoldingen. De tre glukoseresiduer
tiener som signal for at oligosakkaridet er fullstendig og klart for overfgring ved
hjelp av oligosakkaryltransferase. Dette enzym vil ogsa overfgre ikke-glukosylerte
oligosakkarider, men bare med en brgkdel av raten for den fullfgrte kjede, fordi
dette er suboptimale substrater. En form for karbohydratmanglende glykoprotein-
syndrom har vist seg & forarsakes av en mangel pa dolikol-P-Gic: MangGIcNAC,-PP-
dolikolglukosyltransferase, det fgrste enzym i glukosetilsetningsbanen, hvilket fgrer
til en hypoglykosylason av serumproteiner. Korner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
95: 13200-13205 (1998). Etter fjerning av de tre glukoseresiduer og nar den rikti-
ge konformasjon er oppnadd, eksporteres det nylig syntetiserte glykoprotein til
Golgi. Avhengig av tilgjengeligheten av glykanet for Golgi-mannosidaser etter pro-
teinfoldingen, kan glykankjeden holde seg som en hgyt mannoseholdig kjede med
5-9 mannoseresiduer. Alternativt kan glykankjeden videreprosesseres til en trima-
nosylkjerne og bli en mottaker for ytterligere glykosyltransferaser, som danner
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komplekse kjeder ved tilsetning av flere GIcNAc-residuer, fulgt av Gal, NeuAc og
Fuc. En tredje mulighet, hvis proteinet har to lysinresiduer ngyaktig 34 Angstrgm
frahverandre og i det riktige romforhold til en hgyt mannoseholdig kjede, er tilset-
ning av GlcNAca-1-PO, pé karbon 6 av ett, eller iblant to, mannoseresiduer. Cuozzo
et al., J. Biol. Chem. 273: 21069-21076 (1998). Etter fierning av det a-bundne
GIcNAc med et bestemt enzym, genereres en terminal M6P-epitop som gjenkjennes
av en M6P-reseptor i trans-Golgi-nettet, som deretter m3lretter disse enzymer mot
lysosomer i celler av mesenkymt opphav.

For & mélrette a-Gal A mot s8 mange forskjellige vev som mulig, er det nyttig med
mange forskjellige karbohydratstrukturer (glykoformer). Matsuura et al., Glycobio-
logy 8: 329-339 (1998) beskrev at glykanstrukturene pd humant a-Gal A fremstilt i
CHO-celler hadde 41% hgyt mannoseholdige glykaner, og at fosforylasjonsnivaet
var 24%. Imidlertid var mengden av sialylerte komplekse glykaner kun 11%. Der-
med ble 2/3 av de komplekse kjeder ikke sialylert, hvilket fgrer til en rask elimine-
ring av o-Gal A i leveren. a-Gal A fremstilt i de humane celler ifslge oppfinnelsen
har en hgyere prosentdel ladede oligosakkarider enn a-Gal A i teknikkens stand
som er fremstilt i CHO-celler. F.eks. er a-Gal A fremstilt i HT-1080-celler som
beskrevet heri, spesielt godt egnet, fordi o-Gal A fremstilt i HT-1080-celler innehol-
der ca. 15% ngytrale strukturer (hgyt mannoseholdige og hybride), ca. 16% fosfo-
rylerte glykaner og ca. 67% komplekse glykaner med 2 til 4 sialsyreresiduer. der-
med sialyleres i det vesentlige alle de komplekse kjeder, sammenlignet med a-Gal
A fremstilt i CHO-celler. HT-1080-celle-a-Gal A har tre N-bundne glykosylasjonsse-
ter. To seter prosesseres til komplekse glykaner i Golgi-apparatet, mens det tredje
sete opptas av et hgyt mannoseholdig glykan, hvorav 50% modifiseres ved lysoso-
mal enzymspesifikk fosforylering for & gi bade monofosforylerte og difosforylerte
arter.

Fire fremgangsmater tilveiebringes for karbohydrat-ommodellering pa et protein
som inneholder N-bundne glykankjeder. For det farste kan andelen av ladet «-Gal A
pkes ved selektiv isolasjon av glykoformer under renseprosessen. Forbindelser med
en gket andel av hgyt ladede a-Gal A-glykoformer med hgyere molekylvekt kan
fremskaffes ved fraksjonering av a-Gal A-artene pa kromatografikolonneharpikser
under og/eller etter renseprosessen. Den mer hgyt ladede glykoformart av «-Gal A
inneholder mer sialsyre og/eller mer fosfat, og glykoformene med hgyere molekyl-
vekt ville ogsé inneholde de fullstendig glykosylerte, mest sterkt forgrenede og hgyt
ladede arter. Utvalg av de ladede arter, eller fierning av de ikke-glykosylerte, darlig
glykosylerte eller darlig sialylerte og/eller fosforylerte a-Gal A-arter ville fgre til en
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populasjon av a-Gal A-glykoformer med mer sialsyre og/eller mer fosfat, hvilket
ville gi et a-Gal A-preparat med lengre halveringstid og potensielt bedre terapeutisk
virkning.

Fraksjoneringsprosessen kan utfgres p8 egnede kromatografiske kolonneharpikser
som brukes for & rense eller isolere a-Gal A. F.eks. kan en frakjsonering utfgres pa
kationbytteharpikser (sdsom SP-"Sepharose"), anionbytteharpikser (Q-
"Sepharose"), affinitetsharpikser (Heparin-"Sepharose", lektinkolonner), stgrrelses-
eksklusjonskolonner ("Superdex” 200) og hydrofobe vekselvirkningskolonner (bu-
tyl-"sepharose") og andre kromatografiske kolonneharpikser som er kjent innen
faget.

Fordi «-Gal A produseres i celler som en heterogen blanding av glykoformer med
forskjellig molekylvekt og ladning, tenderer a-Gal A til & eluere i relativt brede top-
per fra kromatografiharpiksen. Under disse elueringer er glykoformene fordelt pa
bestemt mate avhengig av naturen av harpiksen som brukes. F.eks. vil pa stgrrel-
seseksklusjonskromatografi, de stgrste glykoformene tendere til 3 elueres tidligere

pa elueringsprofilen enn de mindre glykoformer.

Ved ionbyttekromatografi vil de mest negativt ladede glykoformer tendere til & bin-
des til en positivt ladet harpiks (s@som Q-"Sepharose") med en hgyere affinitet enn
de mindre negativt ladede glykoformer, og vil derfor tendere til 3 elueres senere i
elueringsprofilen. derimot kan disse hgyt negativt ladede glykoformer bindes mind-
re svakt til en negativt ladet harpiks, sdsom SP-"Sepharose", enn mindre negativt
ladede arter, eller bindes eventuelt ikke i det hele tatt.

Fraksjoneringen av glykoformartene pd kromatografiske harpikser kan pavirkes av
pH, den ioniske styrke, valget av buffersalt, viskositet og/eller andre parametre,
sasom valget av harpikstype. Bruk av forskjellige typer gradientelueringer (rettlin-
jede linezere gradienter, krunnede, f.eks. eksponensielle gradienter) eller anvendel-
se av en rekke korte trinn-elueringer for & selektivt eluere a-Gal A-arter fra kroma-
tografikolonnen, kan ogsa optimeres for en «-Gal A-fraksjonering. Alle disse fakto-
rer, alene eller i kombinasjon, kan optimeres for & oppné& en virksom fraksjonering
av glykoformene. Fraksjonering kan ogsa finne sted etter at renseprosessen er full-
fort, pa en bestemt kromatografisk harpiks som er selektivt optimert for fraksjone-
ring og valg av den gnskede glykoformpopulasjon.
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Valget av glykoformpopulasjoner fra de fraksjonerte a-Gal A-arter kan foretas etter
analyse av de eluerte o-Gal A-glykoformer. Elueringstoppen kan analyseres ved
forskjellige teknikker, s3 som SDS-PAGE, isoelektrisk fokusering, kapilleer elektrofo-
rese, analytisk ionbytte-HPLC og/eller analytisk stgrrelsesekskiusjons-HPLC. Be-
stemte fraksjoner kan velges som tenderer mot den gnskede stgrrelse eller lad-
ningsprofil. Valget kan foretas under hvert kromatografiske trinn under prosessen,
hvilket muliggjer en gradvis oppndelse av den gnskede glykoformpopulasjon, eller
kan begrenses til ett eller flere bestemte trinn hvis effekten av fraksjoneringstrin-
net(ene) er hgy. Fraksjoneringen kan ogs3 finne sted etter at renseprosessen er
fullfert, pa en bestemt kromatografisk harpiks som er selektivt optimert for fraksjo-
nering og valg av den gnskede glykoformpopulasjon.

Fraksjonering og valg av glykoformer av a-Gal A med hgy ladning og/eller hgy mo-
lekylvekt kan utfgres pa hvilket som helst a-Gal A-preparat, sasom hva som erhol-
des fra genetisk modifiserte celler, sdsom celler somer blitt modifisert ved konven-
sjonelle genkonstruksjonsmetoder eller ved genaktivering (GA). Det kan utfgres pa
cellelinjer dyrket i optimerte systemer for a gi en hgyere sialylering og fosforylasjon
som beskrevet ovenfor, eller pa PEGylert a-Gal A som skal beskrives i det fglgende.

F.eks. i a-Gal A-renseprosessen som beskrives heri, kan en fraksjonering av a-Gal
A-glykoformer utfgres under forskjellige trinn i prosessen. P3 den hydrofobe harpiks
butyl-"sepharose" Fast Flow, elueres de sterkest ladede o-Gal A-glykoformer fgrst,
fulgt av de mindre sterkt ladede arter. For Heparin-"Sepharose" elueres de sterkest
ladede arter ogsa forst i elueringstoppen, fulgt av de mindre sterkt ladede arter.
Det motsatte finner sted med Q-"Sepharose", hvor den minst sterkt ladede art
elueres fgrst, fulgt av de mest sterkt ladede glykoformer. Ved stgrrelsesekskiu-
sjonskromatografi pd "Superdex" 200 elueres glykoformene med hgyest molekyl-
vekt fgrst, fulgt av de mindre glykosylerte a-Gal A-arter med lavere molekylvekt.
For & muliggjgre en effektiv fraksjonering av bestemte a-Gal A-
glykoformpopulasjoner kan flere kromatografiske trinn kombineres, som alle frak-
sjonerer basert pa forskjellige fysiske metoder. For & f.eks. erholde a-Gal A-glyko-
formene som inneholder minst pI (de som har den mest negative ladning), ville en
begrensning av oppsamlingen til de tidlig eluerte butylfraksjoner fremme det mer
sterkt ladede a-Gal A. Idet man fortsetter med denne valgte samling pa en Hepa-
rin-kolonne, og igjen begrenset oppsamlingen til de tidligere, mer sterkt negativt
ladede a-Gal A-arter, gkes andelen av lavt pl-o-Gal A-glykoformer i samlingen yt-
terligere. Ytterligere finjustering av glykoformpopulasjonen kan utfgres under for-
skjellige trinn i renseprosessen ved a overvake stgrrelses- og ladningsfordelingen
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av elueringssamlingene ved SDS-PAGE og isolelektrisk fokusering. Et eksempel pd
en fraksjonering ifglge stgrrelse og ladning sammenfattes i det falgende i eksempel
2.4,

Den andre fremgangsmate ved karbohydrat-ommodellering omfatter & modifisere
visse glykoformer pa det rensede o-Gal A ved & feste et ytterligere terminalt suk-
kerresiduum ved bruk av et renset glykosyltransferase og den egnede nukleotid-
sukkerdonor. Denne behandling pavirker kun slike glykoformer som har et egnet
fritt terminalt sukkerresiduum for & virke som mottaker for glykosyltransferaset
som skal brukes. F.eks. tilfgrer «2,6-sialyltransferase sialsyre i en 2,6-binding pa
en terminal Galp1,5GIcNAc-R-mottaker ved bruk av CMP-sialysre som nukleotid-
sukkerdonor. Handelstilgjengelige enzymer og deres opphavsart omfatter: fukose-
al,3-transferasene III, V og VI (humane); galaktose-al,3-transferase (porkint);
galaktose-B1,4-transferase (bovint); mannose-ul,2-transferase (gjeer); sialsyre-
a2,3-transferase (rotte) og sialsyre-a2,6-transferase (rotte). Etter at reaksjonen er
fullfert, kan glykosyltransferaset fjernes fra reaksjonsmediet ved hjelp av en glyko-
syltransferase-spesifikk affinitetskolonne bestdende av det egnede nukleotid bundet
til en gel via en 6-karbon-avstandsholer med en pyrofosfat (GDP, UDP)- eller fosfat
(CMP)-binding, eller ved andre kromatografiske metoder som er kjent innen faget.
Av de ovennevnte glykosyltransferaser, er sialyltransferasene spesielt nyttige ved
modifikasjon av enzymer, sasom «-Gal A, for enzymerstatningsterapi i humane pa-
sienter. Anvendelse av enten sialyltransferase med CMP-5-fluoresceinyl-
neuraminsyre som nukleotid-sukkerdonor gir et fluorescerende merket glykoprotein

hvis opptak og vevplassering lett kan overvakes.

Den tredje fremgangsmate ved karbohydrat-ommodellering omfatter glyko-
konstruksjon, f.eks. innfgring av gener som pavirker cellens glykosylasjonsmeka-
nismer, av a-Gal A-produksjonscellen for @ modifisere den posttransliasjonelle pro-

sessering i Golgi-apparatet er en foretrukken fremgangsmate.

Den fjerde fremgangsmate ved karbohydrat-ommodellering omfatter & behandle
a-Gal A med egnede glykosidaser for & nedsette antallet forskjellige glykoformer
som foreligger. For eksempel vil en sekvensiell behandling av komplekse glykan-
kjeder med neuraminidase, B-galaktosidase og p-heksosaminidase spalte oligosak-

karidet til trimannosekjernen.

Strukturen av et N-bundet glykan er avhengig av glykankjedens tilgjengelighet for

Golgi-prosesserende mannosidaser etter at proteinet har foldet seg, og naervaeret i
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Golgi av en familie av glykosyltransferaser og de egnede nukleotid-sukkerdonore.
Mange av glykosyltransferasene katalyserer konkurrerende reaksjoner, hvilket kan
fore til at glykankjeden forlenges pa flere forskjellige og kompatible mater, avheng-
ig av hvilket enzym som reagerer fgrst. dette fgrer til mikroheterogenisitet og dan-
nelse av en kompleks familie av glykoformer. Noen strukturer er ensartede for et
bestemt vev, sdsom modifikasjonen av visse hypofysehormoner ved tilsetning av
GalNAc-4-S0,, eller er begrenset til noen fa organer.

Et eksempel pa sistnevnte er dannelse av et sékalt todelende GIcNAc (GIcNAc-
bundet B1,4 til kjerne-B-mannoseresiduet) pa komplekse glykaner av gluta-
myltranspeptidase i nyren, men ikke i leveren. En todelt biantennaer struktur pa y-
glutamyltranspeptidase vises i det falgende:

+Fucal,6
SAa2, 3/6GalB1,4GlcNAcP1,2Manal,6 \ |
G1eNAcf1,4ManB1,4GlcNAcP1,4GlcNAc-Asn
SAa2,3/6Galfl4GIlcNAcP1,2Manal,3 /

I pattedyr finnes det ansvarlige enzym, GlcNAc-transferase 111 (GnT-III), i visse
celler i hjerne og nyre og i visse celler av leveren i pasienter med hepatokarsino-
maer. GnT-1II katalyserer tilsetningen av N-acetylglukosamin i B1-4-binding til det
B-bundne mannose av trimannosylkjernen av N-bundne sukkerkjeder for 8 danne et
todelende GIcNAc-residuum. Muse-, rotte- og humane gener for GnT-III er blitt klo-
net. Ihara et al., J. Biochem. (Tokyo) 113: 692-698 (1993).

Neerveeret av ytterligere GICNACT-III-aktivitet i humane celler kan fgre til et hevet
antall monofosforylerte hybride glykaner pa bekostning av bi-, tri- og tetraanten-
naere komplekse glykaner. Dette skulle ikke pavirke plasmahalveringstiden pa

ugunstig mate, men kan gke malrettingen mot vaskulzere endotelceller. En repre-

sentativ struktur vises nedenfor:

P-Manal,6 \ GlcNAcS1,4
Manal,6 \ }
Manal,3 / Manf1,4GIcNAcB1,4GleNAc-Asn
SAa2,3/6Galpl,4GlcNAcB1,2Manal,3 /
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Noe o-Gal A tas opp i nyren og forer til en betydelig nedsettelse av mengden lagret
glykolipider. Fordi nyren kan danne N-glykaner med todelende GicNAc-residuer,
kan renale epitelceller gjenkjenne glykoproteiner med denne epitop med en spesielt
hgy spesifisitet.

En hevet GnT-III-aktivitet kan fordrsake ubalanse i forgreningen pa trimannosyl-
kjernen ved & inhibere en ytterligere forgrening ved GnT-II, 1V, V og Gal-B1,4-
transferase pa substratnivd. Nylig ble en kinesisk hamsterovarie-cellelinje (CHO-
cellelinje) som hadde evnen til & danne todelte oligosakkarider p& glykoproteiner,
dannet ved overekspresjon av rekombinant GnT-III. Sburlati et al., Biotechnol.
Progr. 14: 189-192 (1998). Interferon B (IFN-B) bie valgt som modell og potensielt
terapeutisk utsondret heterologt protein som virkningen av GnT-I1I-ekspresjonen
pa produktglykosylasjonen kunne bedsmmes pa. IFN-B med todelte oligosakkarider
ble dannet av de GnT-III-endrede CHO-celler, men ikke av den umodifiserte opp-

havscellelinje.

Produksjonen av glykoproteinterapeutika krever en karakterisering av glykosylasjo-
nen med hensyn til ensartetheten av batcher. Den "hypotetiske N-glykanladning Z"
er blitt brukt som parameter for & kjennetegne proteinglykosylasjonen pa enkel og
virksom mate. Bestemmelsen av Z er blitt validert i flere repetitive eksperimenter,
og viste seg & vaere meget ngyaktig og palitelig. Hermentin et al., Glycobiology 6:
217-230 (1996). Den hypotetiske N-glykanladning av et gitt glykoprotein aviedes
fra N-glykan-kartleggingsprofilen som erholdes ved hgyytelses anionbyttekromato-
grafi (HPAEC)/pulserende amperometrisk pavisning (PAD). I HPAEC adskilles N-
glykanene klart i henhold til sin ladning, dvs. deres antall sialsyreresiduer, hvilket
gir klare omrader fr neutrale strukturer sam for de mono-, di-, tri- og tetrasialylerte
N-glykaner. Z defineres som summen av produktene av de aktuelle omrader (A)i
asialo-, monosialo-, disialo-, trisialo-, tetrasialo- og pentasialoomradet, hver multi-

plisert med den tilsvarende ladning:

Z = Agasialoy + Amsyl + Apis)2 + Arrisy3 + Atetrasy4 + Apentas)'S
Z = ZA(;)-(i)

hvor I er 0 I asialoomrade, 1 I monosialo (MS)-omréde, 2 I disialo (DiS)-omride, 3
I trisialo (TriS)-omrade, 4 I tetrasialo (TetraS)-omrade og 5 I pentasialo (Penta$s)-

omrade.
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Dermed vil et glykoprotein med hovedsakelig C4-4*-strukturer gi Z = 400, et gly-
koprotein som hovedsakelig baerer C2-2*-strukturer, vil gi Z = 200, og et glykopro-
tein som kun baerer hgyt mannoseholdig type eller avkortede strukturer, vil gi
Z=0.

Humane glykosylerte a-Gal A-preparater anvendt ifglge foreliggende oppfinnelse
har en oligosakkaridladning, malt i henhold til Z-tallet, over 100, fortrinnsvis over

150 og mer foretrukket over 170.

Endring av halveringstiden av serum-a-Gal A ved fosforylering

Fosforyleringen av a-Gal A kan endres for & pavirke sirkulasjonshalveringstiden av
a-Gal A og mengden av a-Gal A som inntrer i celler. Fosforyleringen oppnas fort-
rinnsvis i cellen som uttrykker a-Gal A. Spesielt tenker man her pa & erholde et
glykosylert a-Gal A-preparat med gkt fosforylering ved 3 farst innfgre i en a-Gal A-
produserende celle, en DNA-sekvens som koder for fosforyltransferase, eller ved 3
innfgre en regulatorisk sekvens ved homolog rekombinasjon som regulerer ekspre-
sjonen av et endeogent fosforyltransferasegen. u-Gal A-produksjonscellen dyrkes
deretter under kulturbetingelser som fgrer til ekspresjon av o-Gal A og fosfo-
ryltransferase. Isolasjon kan deretter utfgres av a-Gal A-preparatet med gkt fosfo-
rylering sammenlignet med a-Gal A fremstilt i en celle uten polynukleotidet. Slike
fosforyltransferaser er velkjent innen faget. Se f.eks. US-patent 5.804.413 og
5.789.247.

En felles virkning av to membranbundne Golgi-enzmer er ngdvendig for 8 generere
enMan-6-fosfatgjenkjenningsmarkgr pa et lysosomalt proenzym. Det fgrste, UDP-N-
acetylglukosamin: glykoprotein-N-acetylglukosamin-1-fosfotransferase (GIcNAc-
fosfotransferase), krever en proteingjenkjennelsesbestemmer pa lysosomale enzy-
mer som bestdr av to lysinresiduer som er ngyaktig 34 /&ngstr;bm fra hverandre og
star i riktig romforhold til en hgyt mannoseholdig kjede. Det andre, N-ace-
tylglukosamin-1-fosfodiester a-N-acetylglukosaminidase (fosfodiester a-GlcNAcase),
hydrolyserer a-GIcNAc-fosfatbindingen og blottlegger Man-6-

fosfatgjenkjenningssetet.

I henhold til oppfinnelsen har o-Gal A-preparatene som anvendes flere glykoformer
hvor mellom 16-50%, fotrinnsvis 25-50%, mer foretrukket minst 30%, av glyko-
formene er fosforylert.
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Endringen av halveringstiden av serum-g-Gal A ved gkt sialylering

En gkt sialylering av undersialylerte glykaner med terminale galaktoseresiduer kan
oppnas ved transfeksjon av pattedyrceller og fortrinnsvis humane celler med sia-
lyltransferasegen.

Foreliggende oppfinnelse benytter et glykosylert a-Gal A-preparat som har en gkt
oligosakkaridladning, fremstilt ved & fgrst innfare et polynukleotid som koder for
sialyltransferase, i en a-Gal A-produserende celle, eller 8 innfgre en regulatorisk
sekvens ved homolog rekombinasjon som regulerer ekspresjonen av et endogent
sialyltransferasegen. o-Gal A-produksjonslinjen dyrkes deretter under kulturbeting-
elser som fgrer til ekspresjon av a-Gal A og sialyltransferase. Det fglgende trinn be-
star i & isolere a-Gal A-preparatet med gkt oligosakkaridladning. Foretrukne sia-
lyltransferaser omfatter a2,3-sialyltransferase og o2,6-sialyltransferase. Disse sia-

lyltransferaser er velkjent. Se f.eks. US-patent 5.858.751.

Ved heving av sialyleringen kan det benyttes det ytterligere trinn & velge ut o-Gal
A-glykoformer som har gkt storrelse eller gkt ladning, ved fraksjonering eller ren-
sing av preparatet (som skal diskuteres i det fglgende).

Alternativt kan sialyleringen gkes ved a8 holde cellene i et lavt ammoniumholdig mil-
j@. Spesielt erholdes et glykosylert a-Gal A-preparat med pkt sialylering ved 3
bringe en a-Gal A-produksjonscelle i bergring med et kulturmedium som har en
ammoniumkonsentrasjon under 10 mM, mer foretrukket under 2 mM. En gkt sialy-
lering kan oppnds ved perfusjon av produksjonsceller, hvorved toksiske metabolit-
ter, sdsom ammoniakk, periodisk fjernes fra kulturmediet. Fortrinnsvis oppnds det
lavt ammoniumholdige miljg ved tilsetning av glutaminsyntetasegen eller -cDNA til
produksjonscellene. Alternativt oppnas det lavt ammoniumholdige miljg ved per-
fusjon av u-Gal A-produksjonscellen med ferskt kulturmedium for & holde ammo-
niumkonsentrasjonen under 10 mM, mer foretrukket under 2 mM. Produksjonscel-
lene kan perfuseres kontinuerlig med ferskt kulturmedium med en ammoniumkon-
sentrasjon under 10 mM, mer foretrukket under 2 mM. Alternativt kan produk-
sjonscellene perfuseres tidvis med ferskt kulturmedium. En tidvis perfusjon betyr,
slik det brukes heri, enten perfusjon i regelmessige, periodiske tidsintervaller eller
etter at det er blitt malt at ammoniumkonsentrasjonen naermer seg malkonsentra-
sjonen (dvs. 10 mM, mer foretrukket under 2 mM). De tidvise perfusjoner bgr utfg-
res tilstrekkelig ofte til at ammoniumkonsentrasjonen aldri overskrider m3lkonsent-
rasjonen. Produksjonscellene perfuseres over et tidsrom som er ngdvendig for &
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oppnad et u-Gal A-preparat hvor mellom 50-70%, fortrinnsvis 60%, av de samlede
glykaner er sialylert.

@kning av sirkulasjonshalveringstiden av serum-o-Gal A ved PEGylering av a-Gal A

Sirkulasjonshalveringstiden av et humant glykosylert a-Gal A-preparat kan gkes
ved 3 kompleksere a-Gal A med polyetylenglykol. Poly(etylenglykol) (PEG) er en
vannlgselig polymer som nar den er kovalent bundet til proteiner, endrer deres
egenskaper pa en mate som utvider deres potensielle anvendelsesomrade. Polyety-
lenglykolmodifikasjon ("PEGylering") er en veletablert teknikk som har evnen til 8

Igse eller mildne mange av problemene med protein- og peptidfarmasgytika.

Den forbedrede farmakologiske ytelse av PEG-proteiner sammenlignet med deres
umodifiserte motparter ga anledning til utvikling av denne type konjugat som tera-
peutisk middel. Enzymmangler hvor en terapi med det native enzym var uvirksom
(grunnet en rask utskilling og/eller immunologiske reaksjoner) kan na behandles
med tilsvarende PEG-enzymer. F.eks. har PEG-adenosindeaminase allerede fatt en
FDA-godkjenning. Delgado et al., Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Syst. 9: 249-304
(1992).

Den kovalente binding av PEG til a-galaktosidase fra grgnne kaffebgnner endrer de
katalytiske egenskaper av enzymet ved & maskere bestemte determinantseter pa
molekylet. Dette fgrer til en gkt Km-verdi og nedsatt V.xs-verdi mot p-
nitrofenylsubstratanaloger. Wieder & Davis, J. Appl. Biochem. 5: 337-347 (1983).
a-Galaktosidase kunne fortsatt spalte terminale galaktoseresiduer fra huma spytt-
blodgruppe-substans B. Antistoffbindingen og denne Iektinspesifikke binding var
tapt i PEG-a-galaktosidase. Antistoffer generert fra nativt a-galaktosidase kan blok-
kere enzymaktiviteten, og denne inhibering gar gradvis tapt nar man tester mot
preparater av enzymet med progressivt stgrre mengder PEG. Antisera fra dyr som
var blitt immunisert med PEG-a-galaktosidase, inhiberte derimot ikke enzymaktivi-
teten i noe a-galaktosidase- eller PEG-u-galaktosidasepreparat. Disse resultater ty-
der pa at PEG tenderer til & dekke over lektinspesifikke karbohydratenheter og an-
tigendeterminanter, og at disse seter sannsynligvis holdes kryptiske under in vivo-

prosesseringen av PEG-enzymer.

En kovalent binding av PEG til proteiner krever en aktivering av den hydroksylter-
minale gruppe av polymeren med en egnet utgdende gruppe som kan Igsnes ved et

nukleofilt angrep av e-aminoterminal av lysin og a-aminogruppe av N-terminus. Fle-
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re kjemiske grupper er blitt utnyttet for & aktivere PEG. For hver bestemte anven-
delse gir forskjellige koblingsmetoder bestemte fordeler. Forskjellige PEGyle-
ringsmetoder har en overraskende og dramatisk innvirkning pa fakorer s3som re-
tensjon av bioaktiviteten, stabiliteten og immunogenisiteten av de dannede PEGy-
lerte proteiner og peptider. Francis et al., Int. J. Hematol. 68 (1): 1-18 (1998).
F.eks. binder en bindemiddellgs PEGyleringsteknikk kun PEG til m8lmolekylet.
Naermere bestemt vil anvendelse av en biologisk optimert PEGyleringsteknikk ved
bruk av tresylmonometoksy-PEG (TMPEG) pa forskjellige malproteiner, slik det be-
skrives av Francis et al., Int. J. Hematol. 68 (1): 1-18 (1998) gi en eksepsjonell
evne til & konservere den biologiske aktivitet av mdlet. Dette, og fordelen ved 3
ikke tilsette noe annet enn PEG (som har vist seg & vaere sikker i bruk i humante-

rapeutika) til proteinet, gjor metoden ideell for modifikasjon av a-Gal A.

Fire mulige seter for kobling av PEG til proteiner er (1) aminogruppene (N-terminus
og lysin); (2) karboksylgrupper (asparaginsyre og glutamsyre); (3) sulfn-
hydrylgrupper (cystein); og (4) karbohydratgrupper (aldehyder generert etter per-
jodatbehandling). Kobling til karboksylgruppene av proteiner og til aldehydgrupper
pa karbohydrater krever et PEG-reagensmiddel med en nukleofil aminogruppe.
Denne kjemi endrer pI av a-Gal A etter at de negativt ladede karboksylgrupper bin-
des av PEG. Endringer i pI kan pavirke den biologiske aktivitet av «-Gal A. Videre
kan en kobling av PEG til karbohydratkjedene pavirke M6P-reseptors opptak av
a-Gal A, hvilket er kritisk for en biologisk aktivitet. Sulfhydrylkjemien pdvirker ogs3
den fysiske struktur av molekylet, og anbefales ikke.

Vanlige brukte PEGyleringsmetoder danner en amidbinding mellom aminogruppene
av et protein og metoksygruppen pa monometoksy-PEG. NHS-PEG er handelstil-
gjengelig, og farer til en amidbinding mellom proteinet og PEG. Imidlertid endrer

amidbindingsdannelser pI-verdien grunnet tap av den positive ladning av -NH,-

gruppen.

En fremgangsmate for & koble PEG til a-Gal A uten & p8virke dets pl, benytter seg
av tresyl-PEG. Tresyl-PEG kobler seg via aminogrupper og danner et stabilt sekun-
deert amin. Sekundaere aminer har den fordel at de bevarer den positive ladning av
aminogruppen. Tresyl-PEG-reagensmiddel er handelstilgjengelig og er stabilt som
et lyofilisert og tgrket pulver. Tresyl-PEG er blitt grundig kjennetegnet, og reaksjo-
nen og biproduktene er godt forstatt. Fglgelig komplekseres i en foretrukken utfg-
relse a-Gal A-preparatet ved bruk av tresylmonometoksy-PEG (TMPEG) for & danne
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et PEGylert a-Gal A. Det PEGylerte a-Gal A renses deretter for 8 gi et islert, PEGy-
lert a-Gal A.

SKIJEMATIKK AV REAKSJONEN

CH3(OCH2CH2)rOSOZCH2CF3 + H;N-protein
d
CH3(OCH2CH,),-NH-protein-tresylert monometoksy-PEG

o-Gal A inneholder 18 aminogrupper, nemlig 17 se-aminogrupper (lysin) og én a-
aminogruppe (N-terminus). Reaksjonen kan reguleres til 8 danne a-Gal A med mi-
nimale substitusjoner, og deretter kan molekyler med ett PEG pr. molekyl, eller et
midlere gjennomsnittlig antall PEG pr. molekyl, renses fra de usubstituerte og mul-
tippelt substituerte former. Multiple substitusjoner pa a-Gal A endrer kanske ikke
vesentlig den biologiske aktivitet, og derfor kan sluttproduktet bestd av en hetero-
gen blanding av ett til 18 bundne PEG-molekyuler. Substitusjonsgraden vil avhenge
av nivdet av bevart enzymatisk aktivitet. Det bgr bemerkes at en nedsatt enzyma-
tisk aktivitet kan gjgres opp av en forsterket terapeutisk virkning som skyldes en
forlenget sirkulasjonshalveringstid og nedsatt immungjenkjenning av a-Gal A. Der-
med bgr forholdet av PEG og a-Gal A under utvikling av et PEG-a-Gal A-produkt
avhnge av den biologiske aktivitet, og ikke utelukkende av den enzymatiske aktivi-
tet.

PEGyleringsreaksjonen krever en regulert pH, buffersammensetning og proteinkon-
sentrasjon. Riktige reaksjonsbetingelser kan oppnas ved hjelp av et ultrafiltra-
sjons/diafiltrasjonstrinn, som brukes idag under fremstillingen. Umiddelbart fgr re-
aksjonen, Igseliggjgres tresyl-PEG raskt i vann under kontinuerlig omrgring. Denne
opplgsning tilsettes deretter til det fremstilte a-Gal A og far reagere over et regulert
tidsrom og ved en regulert temperatur (f.eks. 2 timer ved 250°C). PEGylering kan
finne sted fgr den endelige renseprosess, hvilket vil gjgre det ungdvendig 8 foye
flere trinn til renseprosessen. Etter at koblingen er fullfgrt, prosesseres PEG-o-Gal A
ved de gjenvaerende trinn av renseprosessen. & utfgre reaksjonen fgr Q-kolonnen
(anionbytte) gjgr det mulig med to rensetrinn for & fjerne reaksjonsbiproduktene.
Fordi PEG ikke inneholder noen negativ ladning, vil det ikke holdes fast av Q-
"Sepharose”, og vil elueres i det tomme volum.

Graden av PEGylering kan males ved kjente teknikker. F.eks. fluorescerer fluresca-
. o . . . . .
min nar det bindes til a-amino- og g-aminogrupper av proteiner. Prosentdelen tapt

fluorescens etter PEGyleringen korrelerer med prosentdelen PEG som er bundet til
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a-Gal A. Pierce's BCA-assay for samlet protein kan brukes for & bestemme protein-
konsentrasjonen. Metylumbelliferyl-a-D-galaktopyranosid (4-MUF-a-Gal)-aktivitets-
assayet brukes for 8 bedgmme virkningen p8 PEG-a-Gal A-enzymatisk aktivitet.
a-Gal A inneholder M6P, som er ngdvendig for opptaket i lysosomer. Hvis PEG for-
styrrer M6P-reseptorgjenkjenningen, kan dette pavises ved bruk av et cellebasert
assay for @ overvdke det cellulzere opptak av PEG-u-Gal A i lysosomer.

Fremgangsmater ved administrasjon av o-Gal A-preparater

De aktuelle fremstilte sammensetninger (dvs. omfattende forskjellige a-Gal A-
glykoformer) kan administreres ved oral rute. Det rensede «-Gal A-preparat kan
administreres til individer som daner utilstrekkelig eller defekt a-Gal A-protein, eller
som kan ha nytte av en a-Gal A-terapi.

Mengden av protein som skal leveres, kan bestemmes ved faktorer som det ligger
innen den behandlende leges skjgnn & kunne bedgmme. Videre er fagmannen kjent
med at doseringen av et terapeutisk protein kan varieres for en gitt pasient inntil
det oppnas et terapeutisk doseringsniva.

Farmasgytisk formulering av a-Gal A-protein

De aktuelle orale formuleringer som benyttes av et o-Gal A-preparat er i det ve-
sentlige er frie for ikke-a-Gal A-proteiner, sasom albumin, ikke-a-Gal A-proteiner

produsert i vertcellen eller proteiner isolert fra dyrevev eller -vaeske.

For lyofilisering av a-Gal A-preparater, kan proteinkonsentrasjonen vaere 0,1-10
mg/ml. Bulkstoffer, sdsom glycin, mannitol, albumin og dekstran, kan tilsettes til
lyofiliseringsblandingen. I tillegg kan mulige kryobeskyttelsesmidler, sdsom disak-
karider, aminosyrer og PEG, tilsettes til lyofiliseringsblandingen. Hvilke som helst av
de ovennevnte buffere, eksipienser og rensemidler kan ogs3 tilsettes.

De fglgende eksempler presenteres for 3 illustrere de foretrukne utfgrelser av opp-

finnelsen i stgrre detalj.
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Eksempel 1 Fremstilling og bruk av konstrukter utformet for & levere og
uttrykke c-Gal A

To ekspresjonsplasmider, pXAG-16 og pXAG-28, ble konstruert. Disse plasmider
inneholder humant «-Gal A-cDNA som koder for de 398 aminosyrer av o-Gal A-
enzym (uten o-Gal A-signalpeptid); humant veksthormon (hGH)-signalpeptid-
genomisk DNA-sekvens, som avbrytes av det fgrste intron av hGH-gen; og 3'-
utranslatert sekvens (UTS) av hGH-gen, som inneholder et signal for polyadeny-
lasjon. Plasmid-pXAG-16 har human cytomegalovirus-umiddelbar-tidlig (CMV IE)-
promoter og fgrste intron (flankert av ikke-kodende ekson-sekvenser), mens pXAG-
28 drives av kollagen Ia2-promoter og ekson 1, og ogsa inneholder pB-aktin-genets
5'-UTS, som inneholder det fgrste intron av B-aktin-gen.

1.1 Kloning av den fullstendige a-Gal A-cDNA, og konstruksjon av a-Gal A-
ekspresjonsplasmidet pXAG-16

Humant a-Gal A-cDNA ble klonet fra en human fibroblast-cDNA-samling som ble
konstruert som fglger. Poly-A*-mRNA ble isolert fra det samlede RNA, og cDNA-
syntese ble utfgrt ved bruk av reagensmidler for lambda-"ZapII"-systemet i hen-
hold til produsentens anvisninger (Stratagene Inc., Lalolla, CA). Fgrst ble "fgrste
kjede"-cDNA generert ved revers transkripsjon i naervaer av en oligo-dT-primer som
inneholdt en intern Xhol-restriksjonsendonukleasestilling. Etter behandling med
RNase H, ble cDNA "nick"-translatert med DNA-polymerase I for & generere dob-
beltkjedet cDNA. Dette cDNA ble buttgjort med T4-DNA-polymerase og ligert til
EcoRI-adaptorer. Produktene av denne ligering ble behandlet med T4-DNA-kinase
og spaltet med Xhol. cDNA'et ble frasjonert ved "Sephacryl"-400-kromatografi.
Store og middels store fraksjoner ble samlet, og cDNa'ene ble ligert md EcoRI- og
Xhol-spaltede Lamda ZaplI-armer. Produktene av denne ligering ble deretter for-
pakket og titrert. Den primaere samling hadde en titer pa 1,2 x 107 pfu/ml og en
midlere innfgyningsstgrrelse pa 925 bp.

En 210 bp probe fra ekson 7 av humant «-Gal A-gen (fig. 1, SEKV. ID NR: 1) ble
brukt for & isolere cDNa. Proben ble i og for seg isolert fra genomisk DNA ved po-
lymerasekjedereaksjon (PCR) ved bruk av de fglgende oligonukleotider: 5'-
CTGGGCTGTAGCTATGATAAAC-3' (Oligo 1; SEKV. ID NR: 6) og 5'-
TCTAGCTGAAGCAAAACAGTG-3' (Oligo 2; SEKV. ID NR: 7). PCR-produktet ble der-
etter brukt for 3 teste fibroblast-cDNA-samlingen, og positive kloner ble isolert og
karakterisert naermere. En positiv klon, fag 3A, ble underkastet utskjeze-
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ringsprotokollen med lambda "ZapII"-systemet (Stratagene, Inc., La Jolla, CA) i
henhold til produsentens anvisninger. Denne prosedyre gav plasmid pBSAG3A, som
inneholder a-Gal A-cDNA-sekvensen i "pBluescriptSK"-plasmid-grunnstrukturen.
DNA-sekvensiering viste at dette plasmid ikke inneholdt den fullstendige 5'-ende av
cDNA-sekvensen. Derfor ble 5'-ende rekonstruert ved bruk av et PCR-fragment som
var amplifisert fra humant genomisk DNA. For & oppna dette ble et 268 bp geno-
misk DNA-fragment (fig. 2, SEKV. ID NR: 2) amplifisert ved bruk av de fgigende
oligonukleotider: 5'-ATTGGTCCGCCCCTGAGGT-3' (Oligo 3; SEKV. ID NR: 8) og 5'-
TGATGCAGGAATCTGGCTCT-3' (Oligo 4; SEKV. ID NR: 9). Dette fragment ble
delklonet inn i en "TA"-kloningsplasmid (Invitrogen Corp., San Diego, CA) for & ge-
nerere plasmidet pTAAGEI. Plasmidet pBSAG3A, som inneholder hovedparten av
a-Gal A-cDNA-sekvensen, og pTAAGEI, som inneholder 5'-ende av a-Gal A-cDNA,
ble begge spaltet med Sacll og Ncol. Posisjonene av de relevante Sacll- og Ncol-
seter i det amplifiserte DNA-fragment vises pa fig. 2. Det 0,2 kb lange SaclI-Ncol-
fragment fra pTAAGEI ble isolert og ligert med pBSAG3A som var blitt spaltet pa
same mate. Dette plasmid, pAGAL, inneholder den fullstendige a-Gal A-cDNA-
sekvens, ogsa omfattende sekvensen som koder for a-Gal A-signalpeptidet.
cDNA'et ble sekvensiert fullstendig (vist pa fig. 3, omfatende a-Gal A-
signalpeptidet; SEKV. ID NR: 3) og viste seg & vaere identisk med den publiserte
sekvens for humant a-Gal A-cDNA (Genbank-sekvens HUMGALA).

Plasmidet pXAG-16 ble konstruert via flere mellomprodukter, som fglger. Fgrst ble
pPAGAL spaltet med Sacll og Xhol, og endene ble gjort butte. Dernest ble endene
av det fullstendige a-Gal A-cDNA ligert md Xbal-bindeledd og delklonet inn i Xbal-
spaltet pEF-BOS (Mizushima et al., Nucl. Acids Res. 18: 5322, 1990), hvilket gav
pXAG-1. Dette konstrukt inneholder human granulocytt-kolonistimulerende faktor
(G-CSF)-3'-UTS og human forlengelsesfaktor 1a (EF-1a)-promoter som flankerer
cDNA som koder for a-Gal A plus a-Gal A-signalpeptidet, slik at 5'-ende av a-Gal A-
cDNA er kondensert med EF-1a-promoter. For @ danne et konstrukt med CMV-IE-
promoter og fgrste intron, ble a-Gal A-cDNA og G-CSF-3'-UTS fjernet ra pXAG-1
som et 2 kb langt Xbal-BamHI-fragment. Fragmentets ender ble gjort butte, ligert
med BamHI-bindeledd og innfgyd i BamHI-spaltet pCMVflpNeo (som ble konstruert
slik det skal beskrives i det fglgende). Orienteringen var slik at 5'-ende av o-Gal A-

cDNA ble sammensmeltet med CMV-IE-promoteromrade.

pCMVfipNeo ble fremstilt som foler. Et CMV-IE-genpromoterfragment ble amplifisert
ved PCR ved bruk av CMV-genomisk DNA som sjablone og oligonukleotidene: 5'-
TTTTGGATCCCTCGAGGACATTGATTATTGACTAG-3' (SEKV. ID NR: 10) og 5'-
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TTTTGGATCCCGTGTCAAGGACGGTGAC-3' (SEKV. ID NR: 11). Det dannede produkt
(et 1,6 kb langt fragment) ble spaltet med BamH]I, hvilket gav et CMV-promoter-
holdig fragment med kohesive BamHI-spaltede ender. neo-ekspresjonsenheten ble
isolert fra plasmidet pMC1neopA (Stratagene Inc., La Jolla, CA) som et 1,1 kb Xhol-
BamHI-fragment. Det CMV-promoterholdige fragment og neo-fragmentet ble inn-
foyd i et BamHI-, Xhol-spaltet plasmid (pUC12). Spesielt inneholder pCMVfipNeo
CMV-IE-promoteromrade, startende ved nukleotid 546 og sluttende ved nukleotid
2105 (av Genbank-sekvensen HS5MIEP), og neomycin-resistensgen drevet av her-
pes simplex-virus (HSV)-tymidinkinase-promoter (TKneo-gen) umiddelbart i 5'-
retning for CMV-IE-promoterfragment. Transkripsjonsretningen av neo-genet er det
samme som for CMV-promoterfragment. Dette mellomkonstrukt ble kalt pXAG-4.

For 4 tilsette hGH-3'-UTS, ble GCSF-3'-UTS fiernet fra pXAG-4 som et Xbal-Smal-
fragment, og endene av pXAG-4 ble gjort butte. hGH-3'-UTS ble fjernet fra pXGH5
(Selden et al., Mol. Cell. Biol. 6: 3173-3179, 1986) som et 0,6 kb Smal-EcoRI-
fragment. Etter at endene av dette fragment var blitt gjort butte, ble det liert inn i
PXAG-4 umiddelbart etter det butt-endede Xbal-sete av pXAG-4. Dette mellompro-
dukt ble benevnt pXAG-7. TKneo-fragmentet ble fjernet fra denne plasmid som et
HindIII-Clal-fragment, og endene av plasmidet ble gjort butte ved "innfylling" med
Klenow-fragment av DNA-polymerase 1. Et neomycin-resistensgen drevet av SV40-
tidlig promoter ble ligert inn som et buttgjort ClaI-BsmBI-fragment fra et spalt-
ningsprodukt av pcDNeo (Chen et al., Mol. Cell. Biol. 7: 2745-2752, 1987), hvilket
plasserte neo-transkripsjonsenheten i samme orientering som a-Gal A-
transkripsjonsenheten. Dette mellomprodukt ble benevnt pXAG-13.

For a fullfgre pXAG-16, som har den 26 aminosyrer lange hGH-signalpeptid-
kodende sekvens og fgrste intron av hGH-gen, ble farst et 2,0 kb EcoRI-BamHI-
fragment fra pXAG-13 fjernet. Dette fragment omfattet a-Gal A-cDNA og hGH-3'-
UTS. Dette store fragment ble erstattet med 3 fragmenter. Det fgrste fragment be-
stod av et 0,3 kb PCR-produkt av pXGH5, som inneholder hGH-signalpeptid-
kodende sekvens og omfatter hGH-fgrste intron-sekvens, fra et syntetisk BamHI-
sete plassert rett oppstrems for Kozak-konsenssekvensen mot enden av hGH-
signalpeptid-kodende sekvens. De fglgende oligonukleotider ble brukt for 8 amplifi-
sere dette fragment (fragment 1): 5'-TTTTGGATCCACCATGGCTA-3' (Oligo HGH101;
SEKV. ID NR: 12) og 5'-TTTTGCCGGCACTGCCCTCTTGAA-3' (Oligo HGH102; SEKV.
ID NR: 13). Det andre fragment bestod av et 0,27 kb PCR-produkt som inneholdt
sekvenser som tilsvarte starten av cDNA som kodet for det 398 aminosyrer lange
a-Gal A-enzym (dvs. som manglet a-Gal A-signalpeptidet) til Nhal-sete. De fglgen-
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de oligonukleotider ble brukt for & amplifisere dette fragment (fragment 2): 5'-
TTTTCAGCTGGACAATGGATTGGC-3' (Oligo AG10; SEKV. ID NR: 14) og 5'-
TTTTGCTAGCTGGCGAATCC-3' (Oligo AG11; SEKV. ID NR: 15). Det tredje fragment
bestod av Nhel-EcoRI-fragment av pXAG-7 som inneholdt resten av o-Gal A-
sekvensen samt hGH-3'-UTS (fragment 3).

Fragment 1 (spaltet med BamHI og Nael), fragment 2 (spaltet med Pvull og Nhel)
og fragment 3 ble blandet med det 6,5 kb lange BamHI-EcoRI-fragment av
pPXAG-13 som inneholdt neo-gen og CMV-IE-promoter, og ligert sammen for 8 ge-
nerere plasmidet pXAG-16 (fig. 4).

1.2 Konstruksjon av a-Gal A-ekspresjonsplasmidet pXAG-28

Human kollagen-Ia2-promoter ble isolert for bruk i a-Gal A-ekspresjonskonstruktet
PXAG-28 som fglger. Et 408 bp langt PCR-fragment av humant genomisk DNA som
inneholdt deler av human kollagen-Ia2-promoter, ble islert ved bruk av de fglgende
oligonukleotider:

5'-TTTTGGATCCGTGTCCCATAGTGTTTCCAA-3' (Oligo 72; SEKV. ID NR: 16) og
5'-TTTTGGATCCGCAGTCGTGGCCAGTACC-3' (Oligo 73; SEKV. ID NR: 17).

Dette fragment ble brukt til 8 teste en human leukocyttsamling i EMBL3 (Clontech
Inc., Palo Alto, CA). En positiv klon (fag 7H) som inneholdt et 3,8 kb EcoRI-
fragment, ble isolert og klonet inn i pBSIISK* (Stratagene Inc., La Jolla, CA) i Eco-
RI-sete (under spaltning av pBS/7H.2). Et Avrll-sete ble innfgrt i pBSIISK* ved &
spalte med Spel, som spalter innen pBSIISK*-polybindeleddet, "innfylling" med
Klenow-fragmentet av DNA-polymerase I og innfgye oligonukleotidet 5'-
CTAGTCCTAGGA-3' (SEKV. ID NR: 18). Denne variant av pBSIISK* ble spaltet med
BamHI og AvrII og ligert til det 121 bp lange BamHI-AvrlI-fragment av det opprin-
nelig 408 bp lange kollagen-Ia2-promoter-PCR-fragment som ble beskrevet oven-
for, hvilket gav pBS/121COL.6.

Plasmidet pBS/121COL.6 ble spaltet med Xbal, som spalter innen pBSIISK*-
polybindeleddssekvensen, "innfylt" med Klenow-fragmentet av DNA-polymerase I
og spaltet med Avrll. Det 3,8 kb lange BamHI-AvriI-fragment av pBS/7H.2 ble iso-
lert, og BamHI-setets ender ble buttgjort ved behandling med Klenow-enzym.
Fragmentet ble deretter spaltet med Avrll og ligert til AvriI-spaltet vektor, hvilket
gav kollagen-promoterplasmid pBS/121bpCOL7H.18.
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Deretter ble kollagen-promoteren kombinert med 5'-UTS av humant B-aktin-gen,
som inneholder det fgrste intron av humant B-aktin-gen. For & isolere denne sek-
vens ble et 2 kb langt PCR-fragment isolert fra humant genomisk DNA ved bruk av
de fglgende oligonukleotider:

5'-TTTTGAGCACAGAGCCTCGCCT-3' (Oligo BA1; SEKV. ID NR: 19) og
5'-TTTTGGATCCGGTGAGCTGCGAGAATAGCC-3' (Oligo BA2; SEKV. ID NR: 20).

Dette fragment ble spaltet med bamHI og BsiHKAI for3d frigi et 0,8 kb fragment som
inneholdt B-aktin-5'-UTS og intron. Et 3,6 kb Sall-Srfl-fragment ble deretter isolert
fra kollagenpromoterplasmidet pBS/121bpCOL7H.18 som fglger.
pBS/121bpCOL7H.18 ble delvis spaltet med BamHI (BamHI-setet ligger i 5'-ende av
av kollagen-Ia2-promoterfragment), endene ble gjort butte ved behandling med
Klenow-fragmentet, og det hele ble ligert til et Sall-bindeledd (5'-GGTCGACC-3'),
hvorved man plasserte et Sall-sete oppstrems for kollagen-Ia2-promoter. Dette
plasmid ble deretter spaltet med Sall og Srfl (Srfl-setet ligger 110 bp oppstrgms
for kollagen-Ia2-promoter-CAP-sete), og det 3,6 kb lange fragment ble isolert. Det
0,8 hhv. 3,6 kb lange fragment ble slatt sammen med Sall- og BamHI-spaltet
pBSIISK" (Stratagene Inc., La Jolla, CA), og et fragment bestdende av de fglgende
fire oligonukleotider ble ligert (hvorved det dannes et fragment med en butt ende
og en BsiHKAI-ende):

5'-GGGCCCCAGCCCCAGCCCTCCCATTGGTGGAGGCCCTTTTGGAGGCACCCTAGGG-
CCAGGAAACTTTTGCCGTAT-3' (Oligo COL-1; SEKV. ID NR: 21),

5'-AAATAGGGCAGATCCGGGCTTTATTATTTTAGCACCACGGCCGCCGAGACCGCGT-
CCGCCCCGCGAGCA-3' (Oligo COL-2; SEKV. ID NR: 22),

5'-TGCCCTATTTATACGGCAAAAGTTTCCTGGCCCTAGGGTGCCTCCAAAAGGGCCT-
CCACCAATGGGAGGGCTGGGGCTGGGGGCCC-3' (Oligo COL-3; SEKV. ID NR:
23) og

5'-CGCGGGGCGGACGCGGTCTCGGCGGCCGTGGTGCTAAAATAATAAGCCCGGATC-3'
(Oligo COL-4; SEKV. ID NR: 24).

Disse fire oligonukleotider tilsvarer, ndr de er ligert, omradet startende ved Srfl-
sete av kollagenpromoter og fortsettende forbi BsiHKAI-sete av B-aktinpromoter.
Det dannede plasmid ble benevnt pCOL/B-aktin.

For a fullfgre konstruksjonen av pXAG-28 ble Sall-BamHI-fragmentet av pCOL/B-
aktin, som inneholdt kollagen-Ix2-promoter og B-aktin-5'-UTS, isolert. Dette frag-
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ment ble ligert med to fragmenter fra pXAG-16 (se eksempel 1.1 og fig. 4): (1) det
6,0 kb lange BamHI-fragment (inneholdende neo-genet, plasmidgrunnstrukturen,
cDNA som kodet for den 398 lange aminosyre a-Gal A-enzym, og hGH-3'-UTS); og
(2) 0,3 kb BamHI-XhoI-fragment (som inneholder SV40-poly-A-sekvensen fra
pcDneo). pXAG-28 inneholder human kollagen-Ia2-promoter kondensert til humant
B-aktin-5'-UTS, hGH-signalpeptidet (som avbrytes av hGH-fgrste intron), cDNA som
koder for a-Gal A-enzm, og hGH-3'-UTS. Et kart over det fullstendige ekspresjons-
konstrukt pXAG-28 vises pa fig. 5.

1.3 Transfeksjon og seleksjon av fibroblaster som er blitt elektroporert med

a-Gal A-ekspresjonsplasmider

For & uttrykke a-Gal A i fibroblaster, ble sekundzere fibroblaster dyrket og transfi-
sert i henhold til publiserte prosedyrer (Selden et al., WO 93/09222).

Plasmidene pXAG-13, pXAG-16 og pXAG-28 bie transfisert ved elektroporasjon i
humane forhud-fibroblaster for 8 generere stabilt transfiserte klonale cellestammer,
og de resulterende a-Gal A-ekspresjonsnivaer ble overviket som beskrevet i ek-
sempel 1.4. Utsondringen av a-Gal A fra normale forhud-fibroblaster er i omradet
2-10 enheter/10° celler/24 timer. Derimot oppviste de transfiserte fibroblaster de

midlere ekspresjonsnivaer som oppagis i tabell 2.

Tabell 2

Midlere a-Gal A-ekspresjonsnivaer (+ standardavvik)

pXAG-13 420 * 344 U/10° celler/dag
N=26 klonale stammer
(omrade 3-1133 U/10° celler/dag)

pXAG-16 2,051 + 1253 U/10° celler/dag
N=24 klonale stammer
(omrade 422-5200 U/10° celler/dag

pXAG-28 141 + 131 U/10° celler/dag
N=38 klonale stammer
(omrade 20-616 U/10° celler/dag

Denne data viser at alle tre ekspresjonskonstrukter har evnen & gke a-Gal A-
ekspresjonen til det mangfoldige sammenlignet med ikke-transfiserte fibroblaster.
Ekspresjonen i fibroblaster som var blitt stabilt transfisert me pXAG-13, som koder
for a-Gal A bundet til a-Gal A-signalpeptidet, var vesentlig lavere enn espresjonen i

fibroblaster som var blitt transfisert med pXAG-16, som kun skiller seg i at signal-
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peptidet er hGH-signalpeptidet, hvis kodende sekvens avbrytes av det fgrste intron
av hGH-gen.

Hver gang de transfiserte celler ble passert, ble den utsondrede a-Gal A-aktivitet
bestemt, cellene ble telt, og celletettheten ble beregnet. P3 grunnlag av antallet

5 celler som ble samlet, og tiden som sto til radighet for utsondring av a-Gal A, ble
den spesifikke ekspresjonsrate av a-Gal A bestemt, 0g oppgis i tabellene 3 og 4
som utsondrede enheter (av a-Gal A) pr. 10° celler pr. 24 timer. Cellestammer som
var gnskelige for genterapi eller for bruk ved generering av materiale for isolasjon
av a-Gal A, bgr oppvise en stabil vekst og ekpresjon over flere passasjer. Data fra

10 cellestammene som vises i tabellene 3 og 4, som var stabilt transfisert med o-Gal
A-ekspresjonskonstruktet pXAG-16, illustrerer det faktum at a-Gal A-ekspresjonen

holdes stabil under seriell passasje.

Tabell 3
Vekst og ekspresjon av BRS-11-celler som inneholdt
15 a-Gal A-ekspresjonskonstruktet pXAG-16
Ekspresjon
Passasje (enheter/10° celler/24 ti- Celletetthet (celler/cm?)
mer)

13 2601 4,80 x 10*

14 1616 4,40 x 10°

15 3595 4,40 x 10*
Tabell 4

Vekst og ekspresjon av HF505-242-celler som inneholdt
a-Gal A-ekspresjonskonstruktet pXAG-16

Ekspresjon
Passasje (enheter/10° celler/24 ti-  Celletetthet (celler/cm?)
mer)
4069 2,80 x 10*
7585 3,55 x 10*

5034 2,48 x 10*

20
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1.4 Kvantifisering av a-Gal A-ekspresjonen

Akiviteten av a-Gal A-aktiviteten ble mal ved bruk av det vannlgselige substrat 4-
metylumbelliferyl-a-D-galaktopyranosid (4-MUF-gal; Research Products, Inc.) ved
en modifikasjon av protokollen som beskrives av Ioannou et al., J. Cell Biol. 119:
1137-1150 (1992). Substratet ble Igst opp i substratbuffer (0,1 M citrat/fosfat, pH
4,6) til en konsentrasjon pa 1,69 mg/ml (5 mM). Typisk ble 10 ml kultur-
supernatant tilsatt til 75 ml av substratopplgsningen. Rgrene ble dekket til og fikk
inkubere i et 37°C vannbad i 60 minutter. I slutten av inkubasjonsperioden ble 2 ml
glycin/karbonat-buffer (130 mM glycin, 83 mM natriumkarbonat, pH 10,6) brukt for
a stanse reaksjonen. Den relative fluorescens av hver prove ble mait ved bruk av et
fluorometer, modell TK0100 (Hoefer Scientific Instrument), som har en fast eksita-
sjonsbglgelengde pa 365 nm og paviser en fast emisjonsbglgelengde pd 460 nm.
Avlesningene fra prgvene ble sammenlignet med standarder fremstilt fra en 1 mM
stamopplgsning av metylumbelliferon (Sigma Chemical Co.), og mengden av hydro-
lysert substrat ble beregnet. Aktiviteten av a-Gal A uttrykkes i enheter; én enhet
a-Gal A-aktivitet er likeverdig med én nanomol substrat hydrolysert pr. time vd
37°C. Celleekspresjonsdataen ble generelt uttrykt som enheter «-Gal A-aktivitet
utsondret/10° celler/24 timer. Dette assay ble ogs3 brukt til & m&le mengden a-Gal
A-aktivitet i cellelysater og i prgver fra forskjellige a-Gal A-rensetrinn, slik det skal

beskrives i det falgende.
1.5 Fremstilling av gen-aktivert a-Gal A (GA-GAL)

Produksjon av gen-aktivert a-Gal A (GA-GAL) fant sted ved innfgyelse av regulato-
riske og strukturelle DNA-sekvenser oppstrgms for human a-Gal A-kodende sek-
vens, ved bruk av GA-teknologi i det vesentlige som beskrevet i US-patent
5.733.761. Den ngyaktige innfgring av den genaktiverende sekvens finner sted som
et resultat av en homolog rekombinasjon mellom DNA som foreligger pa et transfi-
sert DNA-fragment, og genomiske DNA-sekvenser oppstrgms for a-Gal A-lokus i en
human celle. Den genaktiverende sekvens i og for seg inneholder a-Gal A-kodende
sekvens opptil, men ikke inklusive signalpeptid-spaltningssetet. Celler som innehol-
der et aktivert a-Gal A-lokus, ble isolert og underkastet legemiddelseleksjon for &
isolere celler med hevet GA-GAL-produksjon.

Et malrettende DNA-fragment som inneholdt en egnet genaktiverende sekvens, ble
innfgrt i humane vertcellelinjer ved elektroporasjon. En slik cellelinje er HT-1080,
en sertifisert cellelinje som er tilgjengelig fra ATCC (Rockville, Maryland). Genakti-
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veringsplasmidet (malrettingskonstruktet) pGA213C som inneholder et slikt DNA-
fragment, vises pa fig. 9. Dette plasmid inneholder sekvenser som er utviklet til &

aktivere en del av den endogene a-Gal A-lokus i vertcellelinjen, og inneholder sek
venser som koder for signalpeptidet, men ikke humant «-Gal A. M&lrettingskonst-
ruktet inneholder ogsa ekspresjonskassetter for bakterielt neo- og muse-dhfr-gen.
Disse muliggjer en seleksjon av stabilt integrerte malrettingsfragmenter (via neo-
genet) og en pafslgende seleksjon av dhfr-genet ved bruk av trinnvis metotreksat
(MTX)-seleksjon.

I tillegg inneholder pGA213C sekvenser utviklet for 8 mélrette kromosomale sek-
venser oppstrgms for endogen a-Gal A-lokus ved homolog rekombinasjon. Homolog
rekombinasjon mellom endogen «-Gal A-lokus og det 9,6 kb lange DNA-fragment
av pGA213C vises pa fig. 10.

pGA213C ble konstruert for 3 slette 962 bp av genomiske sekvenser som strakk
seg fra posisjonene -1183 til -222 i forhold til metionin-initieringskodonet av «-Gal
A, etter homolog rekombinasjon av pGA213C-fragmentet med X-kromosomal a-Gal
A-lokus. Transkripsjonell aktivering av o-Gal A-lokus finner sted ved ngyaktig mal-
retting av de eksogene regulatoriske sekvenser oppstrgms for a-Gal A-kodende
parti. Den dannede GA-GAL-lokus gjgr at transkripsjonen initieres fra CMV-
promoter og fortsetter forbi CMV-ekson 1, aldolase-inron og de syv eksoner og seks
introner av «-Gal A-kodende sekvens. Skjgting av det store forlgper-mRNA fgyer
sammen eksogent CMV-ekson (innfgyd ved malretting) med det fullstendige endo-
gene fgrste ekson av a-Gal A-transkriptet. En translasjon av GA-GAL-mRNA fgrer til
pre-GA-GAL med et 31 aminosyrers signalpeptid. Etter utsondring fra vertcellen,
fijernes signalpeptidet. Riktig malirettede cellelinjer identifiseres fgrst ved polymera-
sekjedereaksjonstesting for naerveer av GA-GAL-mRNA. Kloner som produserer GA-
GAL-mRNA, viser seg 0gsa & utsondre enzymatisk aktivt a-Gal A i kulturmediet. En
senere bekreftelse av malrettingshendelsene utfgres ved restriksjonsenzym-

spaltning og "southern blot"-hybridiseringsanalyse av genomisk DNA.

Cellene ble underkastet et trinnvis utvalg med metotreksat ("MTX"). Etter utvalg i
0,05 uM MTX, ble en klon av celler isolert og underkastet 0,1 uM MTX-utvalg. Fra
denne prosess isolerte man en samling av celler som var resistente mot 0,1 pM
MTX (cellelinje RAG001), ekspanderte den i kultur og karakteriserte den.
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Eksempel 2 o-Gal A-rensing

Det fglgende er en foretrukken metode for & produsere, rense og teste a-Gal A.
Renseprosessen beholder a-Gal A i Igselig, aktiv, nativ form gjennom hele rense-
prosessen. Proteinet utsettes ikke for ekstrem pH, organiske Igsemidler eller ren-
semidler, spaltes ikke proteolytisk under renseprosessen, og danner ikke aggrega-
ter. Renseprosessen er utviklet til 3 ikke endre fordelingen av «-Gal A-glykoformer.

2.1 Rensing av a-Gal A

Eksempel 2.1 illustrerer at u-Gal A kan renses til naer homogenisitet fra det kondi-
sjonerte medium av dyrkede humane cellestammer som er blitt stabilt transfisert til
3 produsere enzymet. a-Gal A isoleres fra o-Gal A-holdig medium ved bruk av en
rekke pd fem kromatografiske trinn. De fem trinn benytter seg av forskjellige sepa-
rasjonsprinsipper som drar fordel av forskjellige fysiske egenskaper av enzymet, for
3 separere a-Gal A fra forurensende materiale. Omfattet er hydrofob vekselvirk-
ningskromatografi pd butyl-"Sepharose", ionisk vekselvirkning p& hydroksyapatitt,
anionbyttekromatografi pa Q-"Sepharose” og stgrrelseseksklusjonskromatografi p3
"Superdex" 200. I tillegg til @ veere det endelige trinn i renseprosessen, tjener stgr-
relseseksklusjonskromatografi ogsa som en virksom mate & overfgre det rensede

protein til en formuleringskompatibel buffer.

A. Anvendelse av butyl-"Sepharose"-kromatografi som et forste trinn ved ren-

sing av a-Gal A

Kaldt kondisjonert medium (1,34 1) ble klarnet ved sentrifugering og filtrert gjenom
et 0,45 um celluloseacetatfilter ved bruk av glassfiber-forfiltre. Under omrgringen
ble pH av det kalde, filtrerte medium justert til 5,6 ved en drapevis tilsetning av 1
N HCl, og ammoniumsulfat ble tilsatt til en endelig konsentrasjon pd 0,66 M ved en
drapevis tilsetning av en stamopplgsning (romtemperatur) av 3,9 M ultrarent am-
moniumsulfat. Mediet ble omrgrt i ytterligere 5 minutter ved 4°C ,filtrert som
beskrevet ovenfor og pafgrt pa en butyl-"Sepharose”-kolonne med en 14 kolon-
nevolumers lineaer gradient fra buffer A (inneholdende ammoniumsulfat) til 10 mM
MES-Tris, pH 5,6 (intet ammoniumsulfat). Fraksjonene ble testet for a-Gal A-
aktivitet ved 4-MUF-gal-assayet, og fraksjonene som inneholdt en malbar enzymak-
tivitet, ble samlet. Slik det fremgar fra fig. 8 og renseoppsummeringen (tabell 5),
fjerner dette trinn ca. 99% av de forurensende proteiner (pre-kolonneprgve = 8,14

g samlet protein; post-kolonneprgve = 0,0638 g samlet protein).

329689
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Tabell 5
Rensing av a-Gal A fra det kondisjonerte medium av

stabiit transfiserte humane fibroblaster

329689

o-Gal A- Spesifikk .
rensetrin Vol "o ooien PSS g . PO
ter)~ g) heter/mg) mulativ)
Kultursupernatant 1340 14,6 8140 0,0018 =1 =100
Butyl "Sepharose” 417 14,1 63,8 0,221 123 96,6
'I'-Iseg;r:;nr;)se" 134 12,1 14,6 0,829 436 82,9
Hydroksyapatitt 47 9,73 4,46 2,18 1220 66,6
Q-"Sepharose" 31,5 8,91 3,31 2,69 1503 61,0
"Superdex” 10 8,58 2,93 2,92 1634 59,0
B. Anvendelse av Heparin-"Sepharose"-kromatografi som trinn for rensing av
o-Gal A

Butyl-"Sepharose"-kolonnetoppfraksjonene ble dialysert ved 4°C mot (4 1) 10 mM
MES-Tris, pH 5,6 (ladet én gang). Ledeevnen av dialysatet ble justert til 1,0 mMHO
ved 4°C ved tilsetning av H,0 eller NaCl etter behov. Deretter ble prgven pafgrt p3
en kolonne av Heparin-"Sepharose" 6 Fast Flow (Pharmacia, Uppsala, Sverige; 29
mi kolonnevolum, 2,5 x 6 cm) som var blitt ekvilibrert i 10 mM MES-Tris, pH 5,6,
som inneholdt 9 mM NaCl (buffer B). Dette ble utfgrt ved 4°C ved en strgmningsra-
te pa 10 mi/min. Inline-UV (280 nm) og ledeevne-overvakningsanordninger malite
den samlede protein- og saltkonsentrasjon. Etter at prgven var blitt pafert, ble ko-
lonnen vasket med 10 kolonnevolumer buffer B fulgt av 3 kolonnevolumer med en
linezer gradient til 8% buffer C/92% buffer B (hvor buffer C er 10 mM MES-Tris, pH
5,6 som inneholder 250 mM NaCl) og vasking med 10 kolonnevolumer av 8% buf-
fer C. Dette ble fulgt av eluering av a-Gal A med 1,5 kolonnevolumer av en linezer
gradient til 29% buffer C og deretter 10 kolonnevolumer med en linezer gradient til
35% buffer C. Fraksjonene ble testet for sin a-Gal A-aktivitet, og de som inneholdt
en malbar aktivitet, ble samlet.
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C. Bruk av hydroksyapatittkromatografi som trinn for rensing av a-Gal A

Heparinsamlingen ble filtrert og pafert direkte pa en kolonne av Ceramic Hydroxya-
patite HC (40 um; American International Chemical, Natick MA; 12 ml kolonnevo-
lum, 1,5 x 6,8 cm) som var blitt ekvilibrert i 1 mM natriumfosfat, pH 6,0 (buffer D).
Kromatografien ble utfert ved romtemperatur pd et hybrid "GradiFrac"/"FPLC"-
system (Pharmacia, Uppsala, Sverige) utstyrt med inline-UV (280 nm) og lede-
evneovervakningsapparat. Etter at preven var blitt pafert (5 ml/min), ble kolonnen
vasket med 10 kolonnevolumer buffer D. «-Gal A ble eluert med 7 kolonnevolumer
linezer gradient til 42% buffer E/57% buffer D (hvor buffer E er 250 mM natrium-
fosfat, pH 6,0), fulgt av 10 kolonnevolumer med en gradient til 52% buffer E. Frak-
sjonene ble testet for sin a-Gal A-aktivitet, og fraksjonene som inneholdt en malbar

aktivitet, ble samlet.

D. Bruk av Q-"Sepharose"-anionbyttekromatografi som trinn for rensing av
o-Gal A

Hydroksyapatittsamlingen ble fortynnet ca, 1,5 ganger med H,0 til en endelig lede-
evne pa 3,4-3,6 mMHO ved romtemperatur. Etter filtrering ble prgven pafgrt pa en
kolonne av Q-"Sepharose"-HP (Pharmacia, Uppsala, Sverige; 5,1 ml kolonnevolum,
1,5 x 2,9 cm) ekvilibrert i 10% buffer G (90% buffer F, hvor buffer F er 25 mM nat-
riumfosfat, pH 6,0, o buffer G er 25 mM natriumfosfat, pH 6,0, 250 mM NaCl. Kro-
matografien ble utfgrt ved romteperatur pa "Gradi-Frac"/FPLC"-hybridsystemet
(Pharmacia, Uppsala, Sverige), og de samlede protein- og saltkonsentrasjoner ble
overvaket ved hjelp av inline-overvakningsapparatene. Prgven ble pafgrt med en
stremningshastighet pa 5 ml/min, og deretter ble de fglgende trinn utfgrt: (1) vas-
king med 5 kolonnevolumer 10% buffer G, (2) vasking med 7 kolonnevolumer 12%
buffer G, (3) 3 kolonnevolumer med lineaer gradient til 50% buffer G, (4) 10 kolon-
nevolumer med lineaer gradient til 53% buffer G, (5) 3 kolonnevolumer med gradi-
ent til 100% buffer G, og (6) vasking med 10 kolonnevolumer 100% buffer G.
a-Gal A'et ble primeaert eluert under trinn 3 og 4. Fraksjonene som inneholdt noen
pavisbar aktivitet, ble samlet ("Q-samlingen").

E. Anvendelse av "Superdex" 200-gelfiltrasjonskromatografi som trinn for

rensing av a-Gal A

Q-samlingen ble konsentrert omtrent 5 ganger ved bruk av “"Centriprep" 10-
sentrifugalkonsentratorenheter (Amicon, Beverly, MA) og pafert pd en kolonne med



10

15

20

25

30

46

"Superdex” 200 (Pharmacia, Uppsala, Sverige; 189 ml kolonnevolum, 1,6 x 94 cm).
Kolonnen ble ekvilibrert og eluert med 25 mM natriumfosfat, pH 6,0, som inneholdt
150 mM NaCl. Kromatografien ble utfgrt pa et FPLC-system (Pharmacia, Uppsala,
Sverige) ved romtemperatur ved bruk av en inline-UV-overvakningsanordning (280
nm) for 8 fglge med pd elueringen av proteinet. Volumet av prgven som ble pafgrt
pa kolonnen, var < 2 ml, stremningshastigheten var 0,5 ml/min, og fraksjonsstgr-
relsen var 2 ml. Flere kolonnegjennomstrgmninger ble utfgrt; fraksjonene ble testet
for a-Gal A-aktivitet, og fraksjonene som inneholdt en pavisbar aktivitet, ble sam-
let.

De samlede fraksjoner fra "Superdex" 200-kolonnen ble konsentrert ved bruk av
"Centriprep” 100-enheter, alikvotert, sjokkfrosset og lagret ved -80°C over korte
tidsrom. En oppsummering av dette eksempel p3 o-Gal A-rensing vises i tabell 5.
Det endelige utbytte av a-Gal A var 59% av utgangsstoffets aktivitet, og den spesi-
fikke aktivitet av det rensede produkt var 2,92 x 108 enheter/mg protein. Det dan-
nede produkt oppviste et hgyt nivad av renhet etter elektroforese under reduserende

betingelser pa 4-15% SDS-polyakrylamidgel, som deretter ble sglvfarget.

Sammenfatning

Renseprosessen tilveiebringer hgyt renset o-Gal A. Hovedparten av rensingen finner
sted under de fgrste 2 trinnene av renseprosessen, mens de siste tre trinn tjener til
& finpusse materialet ved 3 fijerne de gjenvaerende mindre forurensningene. Det
siste trinn, nemlig stgrrelseseksklusjonskromatografi pa "Superdex" 200, tjener
ogsa til & overfgre a-Gal A'et til en formuleringskompatibel buffer.

2.2 Stgrrelse av a-Gal A som er blitt produsert av stabilt transfiserte humane

celler i kultur

De strukturelle og funksjonelle egenskaper av renset humant a-Gal A ble under-
spkt. Det dannede produkt viste et hgyt niva av renhet etter elektroforese under
reduserende betingelser pad en 4-15% SDS-polyakrylamidgel, som deretter ble sglv-
farget.

Den molekyleere masse av u-Gal A ble bedgmt ved MALDI-TOF-massespektrometri.
Disse resultatene demonstrerer at molekylmassen av dimeren er 102.353 Da, mens
molekylmassen av monomeren er 51.002 Da. Den forventede molekylmasse av

329689
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monomeren, basert pa aminosyresammensetningen, er 45.400 Da. Derfor utgjar
karbohydratinnholdet av enzymet opptil 5.600 Da av molekylvekten.

2.3 Karbohydratmodifikasjon av a-Gal A produsert av stabilt transfiserte hu-
mane celler

Glykosylasjonsmgnstret av a-Gal A ble ogsd bedgmt. En riktig glykosylering er vik-
tig for en optimal in vivo-aktivitet av a-Gal A; a-Gal A uttrykt i ikke-glykosylerende
systemer er inaktivt eller ustabilt. Hantzopolous et al., Gene 57: 159 (1987). Gly-
kosylering er ogsa viktig for internaliseringen av o-Gal A i de gnskede malceller, og
pavirker sirkulasjonshalveringstiden av enzymet in vivo. P8 hver delenhet av a-Gal
A er det fire seter tilgjengelige for asparagin-bundne karbohydratkjeder, hvorav
kun tre er tatt opp. Desnick et al., i THE METABOLIC AND MOLECULAR BASES OF INHERITED
DIseAsE, McGraw Hill, New York, 1995), s. 2741-2780.

En prgve av a-Gal A som var blitt produsert av stabilt transfiserte ceiler, ble be-
handlet med neuraminidase, som isoleres fra A. urafaciens (Boehringer-Mannheim,
Indianapolis, IN) for & fierne sialsyren. Denne reaksjon ble utfert ved & behandle 5
mg a-Gal A over natten med 10 mU neuraminidase ved romtemperatur i et endelig
volum p& 10 ml acetatbufret salin (ABS, 20 mM natriumacetat, pH 5,2, 150 mM
NaCl).

Renset a-Gal A som var blitt produsert av stabilt transfiserte celler, ble ogsd defos-
forylert ved bruk av alkalifosfatase (kalvetarm-alkalifosfatase, Boehringer-
Mannheim, Indianapolis, IN), ved & behandle 5 mg a-Gal A over natten ved rom-
temperatur med 15 U alkalifosfatase i ABS (pH hevet til 7,5 med 1 M Tris).

Prgvene ble analysert ved SDS-PAGE og/eller isoelektrisk fokusering, fulgt av "wes-
tern blotting" med et anti-a-Gal A-spesifikt antistoff. Antistoffet som ble brukt, var
et polyklonalt kanin-anti-peptid-antistoff, som ble fremstilt ved bruk av et peptid
som representerte aminosyrene 68-81 av a-Gal A som immunogen. Etter overfgring
av proteinet til PVDF (Millipore, Bedford, MA), ble membranen testet med en
1:2000 fortynning av antiserumet i 2,5% blotto (fettfri tgrrmelk i 20 mM Tris-HCl,
pH 7,5, 0,05% Tween-20). Dette ble fulgt av en pgvisning med geite-anti-kanin-
IgG konjugert med pepperrot-peroksidase (Organo Technique/Cappella, Durham,
NC; 1:5000-fortynning) og reagensmidlene i ECL-kjemiluminescens-settet
(Amersham, Arlington Heights, IN).
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Behandling av o-Gal A med neuraminidase fulgt av SDS-PAGE-analyse fgrte til en
endring av molekylmassen (ca. 1500-2000 Da eller 4-6 sialsyrer pr. monomer),
hvilket tydet p8 at det foreld en omfattende modifikasjon av «-Gal A med sialsyre.
Til sammenligning har plasmaformen for a-Gal A 5-6 sialsyreresiduer pr. monomer,
og placentaformen har 0,5-1,0 sialsyreresiduer pr. monomer. Bishop et al., J. Biol.
Chem. 256: 1307 (1981).

En annen metode som ble brukt til & undersgke sialsyren og M6P-modifikasjonene
av a-Gal A, var isoelektrisk fokusering (IEF), hvor prgvene adskilles pa grunnlag av
sitt isoelektriske punkt (pI) eller nettoladningen. Dermed ville en fijerning av ladede
residuer s3som sialsyre eller fosfat fra a-Gal A forventes 8 endre mobiliteten av

proteinet i IEF-systemet.

For & utfgre IEF-eksperimentet, ble prgver av a-Gal A som var blitt fremstilt i hen-
hold til oppfinnelsen, behandlet med neuraminidase og/eller alkalifosfatase, blandet
1:1 med 2X Novex-prgvebuffer (med 8 M urea, pH 3,0-7,0) og ladet pa en 6 M
urea-IEF-gel (5,5% polyakrylamid) fremstilt ved bruk av "Pharmalyte" (Pharmacia,
Uppsala, Sverige; pH 3,0-6,5; "Pharmalyte" 4-6,5 og 2,5-5,5; 0,25 ml av hver pr.
gel). Standarder for det isoelektriske punkt (Bio-Rad) ble ogsa innlemmet. Etter
elektroforese ble gelen overfgrt til PVDF, og en "western blot"-analyse ble utfgrt

som beskrevet ovenfor.

Neruaminidase-behandling av enzymet gkte pI av alle tre isoformene, hvilket tydet
pa at alle var modifisert i noen grad med sialsyre. Denne data tyder pd at a-Gal A-
preparatene som er fremstilt slik det beskrives heri, bgr ha en gnskelig plasmahal-
veringsid, hvilket tyder pa at dette materiale er godt egnet for farmakologisk bruk.
Videre hevet en behandling av neuraminidase-behandlet a-Gal A med alkalifosfata-
se pI-verdien av en del av proteinet ytterligere til ca. 5,0-5,1, hvilket tyder pa at
enzymet bzerer ett eller flere M6P-residuer. Denne modifikasjon er ngdvendig for en

fremgangsrik internalisering av o-Gal A i malcellene.

De N-bundne karbohydratkjeder av a-Gal A ble analysert ved ionbytte-HPLC (Gly-
co-Sep C) og merking av den ikke-reduserende ende med den fluorescerende for-
bindelse 2-aminobenzamid (AB). Resultatene av analysen av AB-glykaner fra tre
forskjellige a-Gal A-preparater er sammenfattet i tabell 6. Alle tre preparater hadde
et Z-tal over 170. Videre var 67% av glykanene sialylert, over 16% av glykanene
var fosforylert og mindre enn 16% var ngytrale. Disse resultatene er meget gode

sammenlignet med resultater som er blitt rapportert i teknikkens stand. F.eks. be-
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skriver Desnick et al. (US-patent 5.356.804) at over 60% av glykanene var ngyra-

le, mens kun 11% var sialylert.

Tabell 6

Resultater av analysen av AB-glykaner fra GA-GAL

329689

Behandling Z-tall % ngytrale % mono- % di- % tri- % tetra-
Ingen 170,04 16,83 22,8 39,45 1534 558
Ingen 177,71 14,22 20,63 44,62 14,2 6,31
Ingen 171,68 15,81 20,73 432 1433 539
nagymen 173,14 15,62 21,39 42,42 1462 576
Neuraminidase 24,36 85,25 514 9,61  ND ND
Alkalifosfatase 150,93 23,38 24,47 34,28 13,58 4,29

Prosentdel av totalen

GA-GAL-preparater ifglge

Desnick et al., US-patent

foreliggende oppfinnelse 5.356.804
P-glykaner totalt 16,62 24,1
Totalt sialylerte 67,57 11
Ngytrale totalt (hih- 15,62 62,9

mannose og hybrid)

Ytterligere detaljerte trekk av de rensede GA-GAL-preparater oppgis i tabell 7.

Tabell 7

GA-GAL renset bulk

Assay 40-173-KH 42-202-KH

Spesifikk aktivitet 4,75 2,80
SDS-PAGE Coomassie 100% 100%
SDS-PAGE sglvflekking 99,6% 100%
Reversfase-HPLC 100% 99,94
St¢rre|sesek§klusjons- 0% 0,01%
kromatografi

Internalisering i forhud- 124,6% 94,3%

fibroblaster
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2.4 @kende andel av ladet a-Gal A ved fraksjonalisering av a-Gal A-arter

Slik det ble beskrevet ovenfor, kan en fraksjonalisering av a-Gal A-glykoformer ut-
fgres under forskjellige trinn av renseprosessen som beskrives heri. I foreliggende
eksempel ble «-Gal A-glykoformene fraksjonalisert i henhold til stgrrelse og lad-
ning. Det er ogsa mulig & fraksjonalisere a-Gal A ved en kombinasjon av disse eller
andre kromatografiske teknikker som beskrevet ovenfor.

For stgrrelsesfraksjonalisering av a-Gal A-glykoformer ble stgrrelseseksklusjons-
kromatografi utfgrt pd en "Superdex” 200-kolonne (Pharmacia, 1,6 cm x 94,1 cm)
ekvilibrert i fosfatbufret salin ved pH 6. a-Gal A (2,6 mg i 1 ml) ble pafgrt pd kolon-
nen, og kolonnen ble eluert ved 0,35 ml/min. Fraksjoner ble samlet over elue-
ringsprofilen, og fraksjonene som omfattet den brede elueringstopp av a-Gal A, ble
analysert ved SDS-PAGE og deretter visualisert ved sglvflekking. Fraksjonene av
den fgrende kant av toppen inneholdt a-Gal A med den hgyeste molekylvekt, og
idet fraksjonene fortsatte over toppen, sank den tilsynelatende molekylvekt av
a-Gal A'et gradvis. Fraksjoner av u-Gal A ble deretter valgt og samiet for & gi et
a-Gal A-preparat i den gnskede molekylvektomrade.

For fraksjonalisering av a-Gal A-glykoformer i henhold til ladningen, ble a-Gal A
fraksjonalisert ved Q-"Sepharose"-kromatografi. Q-"Sepharose"-kolonnen (1,5 cm x
9,4 cm) ble ekvilibrert i 20 mM natriumfosfat, pH 6,0, som inneholdt 30 mM NacCl,
og strgmningshastigheten ble holdt pd 5 ml/min. a-Gal A i (130 mg i 166 ml) ble
pafgrt pa kolonnen, vasket med ekvilibreringsbuffer og deretter eluert med 20 mM
natriumfosfat, pH 6,0, som inneholdt 130 mM NaCl. For en mer omfattende
fraksjonalisering, kan en gradienteluering (f.eks. 10 kolonnevolumer) fra ekvilibre-
ringsbufferen til elueringsbufferen brukes. Fraksjoner ble deretter samlet over elue-
ringsprofilen, og fraksjonene som omfattet elueringstoppen av a-Gal A, ble analy-
sert ved SDS-PAGE og deretter visualisert ved sglvflekking. Artene med lavest mo-
lekylvekt som ble observert pa gelen, eluerte i vaskevannet og i den fgrende kant
av toppen, mens glykoformene med hgyest molekylvekt eluerte mot slutten av top-
pen. Artene med lavere molekylvekt tilsvarer de mindre negativt ladede gly-
koformer av a-Gal A, som bindes mindre sterkt til den positivt ladede Q-
"Sepharose”-kolonne (omfattende en kvaternzer amin-substituert harpiks). o«-Gal A-
artene med hgyest negativ ladning ble eluert senere i elueringsprofilen, og har en
hgyere molekylvekt ifglge en SDS-PAGE-analyse. Fraksjonaliseringen i henhold til
ladningen ble bekreftet ved en isoelektrisk fokusering av de eluerte fraksjoner eller

av utvalgte samlinger.
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Dermed muliggjorde bade en fraksjonalisering i henhold til stgrrelsen og en
fraksjonalisering i henhold til ladningen et utvalg av hgyt ladede glykoformer av
o-Gal A.

2.5 Mannose- eller mannose-6-fosfat (M6P)-mediert internalisering av a-Gal A

For at a-Gal A som er blitt fremstilt i stabilt transfiserte celler, skal kunne veere et
virksomt terapeutisk middel mot a-Gal A-mangler, ma enzymet internaliseres i de
rammede celler. a-Gal A er minimalt aktivt ved fysiologiske pH-nivaer, f.eks. i blo-
det eller i interstitielle vaesker. a-Gal A metaboliserer akkumulerte lipidsubstrater
optimalt bare nar det er internalisert i det sure miljg av lysosomen. Denne interna-
lisering medieres av bindingen av a-Gal A til M6P-reseptorer som uttrykkes pa cel-
leflaten og leverer enzymet til lysosomen via den endocytiske bane. M6P-reseptor
uttrykkes ubikviteert; de fleste somatiske celler uttrykker M6P i noen grad. Manno-
sereseptor, som er spesifikk for blottede mannoseresiduer pa glykoproteiner, er
mindre alminnelig utbredt. Mannosereseptorene finnes generelt kun pa makrofager
og makrofaglignende celler, og gir en ytterligere mate for a-Gal A & tre inn i disse
celletyper.

For & demonstrere den M6P-medierte internalisering av «-Gal A, ble hudfibroblaster
fra en pasient med Fabrys sykdom (NIGMS Human Genetic Mutant Cell Repository)
dyrket over natten i naerveer av gkende konsentrasjoner av renset u-Gal A. Noen av
prgvene inneholdt 5 mM lgselig M6P, som kompetitivt inhiberer bindingen til og in-
ternalisering via M6P-reseptor. Andre prgver inneholdt 30 mg/ml mannan, som in-
hiberer bindingen til og internaliseringen via mannosereseptor. Etter inkubasjonen
ble cellene vasket og samlet ved & skrape dem inn i lysisbuffer (10 mM Tris, pH
7,2, 100 mM NaCl, 5 mM EDTA, 2 mM "Pefabloc" (Boehringer-Mannheim, Indiana-
polis, IN) og 1% NP-40). De sprengte prgver ble deretter testet for proteinkonsent-
rasjon og a-Gal A-akivitet. Resultatene uttrykkes som enheter a-Gal A-aktivitet/mg
celleprotein. Fabry-cellene internaliserte a-Gal A pa doseavhengig mate. Denne in-
ternalisering ble inhibert med M6P, men det fant ikke sted noe inhibering med
mannan. Derfor medieres internaliseringen av a-Gal A i Fabry-fibroblaster av M6P-

reseptor, men ikke av mannose-reseptor.

a-Gal A internaliseres ogsa in vitro i endotelceller, som er viktige mal for behand-
ling av Fabrys sykdom. Humane endotelceller fra navlestrengvene (HUVEC) ble
dyrket over natten med 7500 enheter a-Gal A; noen av brgnnene inneholdt M6P.

Etter inkubasjonsperioden ble cellene samlet og testet for a-Gal A som beskrevet
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ovenfor. Cellene som var blitt inkubert med «-Gal A, hadde nesten 10 ganger hgye-
re enzymnivaer enn kontrollcellene (ingen inkubasjon med a-Gal A). M6P inhiberte
den intracellulzere oppsamling av a-Gal A, hvilket tyder pd at internaliseringen av
a-Gal A i HUVEC'er medieres av M6P-reseptor. Dermed internaliseres det humane
o-Gal A av klinisk relevante celler.

Fa dyrkede humane cellelinjer er kjent for & uttrykke mannosereseptor. Imidiertid
kan en muse-makrofag-lignende cellelinje (J774.E), som bzerer mannosereseptorer,
men f3 eller ingen M6P-reseptorer, brukes til & bestemme om det rensede a-Gal A
internaliseres via mannosereseptor. Diment et al., J. Leukocyte Biol. 42: 485-490
(1987). J774.E-celler ble dyrket over natten i naervaer av 10.000 enheter/ml «-Gal
A. Utvalgte prgver inneholdt ogsd 2 mM M6P, og andre inneholdt 100 mg/ml man-
nan. Cellene ble vasket og samlet som beskrevet ovenfor, og det samlede pro-
teininnhold og a-Gal A-aktiviteten av hver prgve ble bestemt. M6P inhiberer ikke
opptaket av a-Gal A i disse celler, mens mannan nedsetter nivaet av akkumulert
a-Gal A med 75%. Dermed kan o-Gal A internaliseres via mannosereseptor i celle-

typer som uttrykker denne bestemte celleoverflatereseptor.
Eksempel 3 Farmasgytisk formulering

a-Gal A, renset, bulk, fortynnes til den endelige konsentrasjon med a-Gal A-
fortynningsmiddel. P8 grunnlag av volumet av renset bulk som skal formuleres,
konsentrasjonen av a-Gal A (mg/ml) og den gnskede konsentrasjon av a-Gal A i
den endelige formulering, beregnes volumet av a-Gal A-fortynningsmiddel som er
ngdvendig. a-Gal A-fortynningsmiddel fremstilles innen 24 timer for bruk ved 3
blande egnede mengder WFI, natriumklorid og natriumfosfat, monobasisk, og jus-
tere pH til 6,0 med natriumhydroksidopplgsning. Sammensetningen av a-Gal A-

fortynningsmidiet oppgis i tabell 8.
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Tabell 8 .
Sammensetning av o-Gal A-fortynningsmidlet (pr. liter)

Bestanddel Delenummer Mengde
Natriumklorid (USP) 100-1916 8,8g
Natriumhydroksid, 5N 200-1903 gs for & justere pH til 6,0
Natriumfosfat, monobasisk _

(USP) 100-1913 3,59
Vann for injeksjon (USP) 100-2301 gsad 1,0l

En liter eller et mindre volum «-Gal A-fortynningsmiddel filtreres ved vakuumfiltra-
sjon ved bruk av sterile 0,2 mm nylonfiltre (Nalge Nunc International, Rochester,
NY). Stgrre volumer filtreres ved positivt trykk ved bruk av en peristaltisk pumpe
og 0,2 mm "Supor"-kapselfiltre (Pall, Port Washington, NY). Alle filtrene underkas-
tes en post-filtrasjons boblepunkt-integritetstesting. Blandings- og filtrasjonstrinne-
ne utfgres i en sertifisert klasse 100-laminzerstremningshette. a-Gal A-
fortynningsmiddel tilsettes til «-Gal A i renset bulkform i et blandekar for 3 gienl
mg/ml endelig oppigsning. Deretter tilsettes det egnede volum polysorbat 20
(Tween 20, Spectrum) for @ oppnd en endelig konsentrasjon p3 0,02%.

Eksempel 4 Desialylert degalaktosylert a-Gal A

For & undersgke virkningen av glykosylasjon pa biofordelingen av a-Gal A, ble et
renset preparat av a-Gal A sekvensielt deglykosylert, og hver form ble injisert i
mus. Organene av musene ble samlet fire timer etter injeksjonen, og det ble utfgrt
immunohistokjemi pa vevene for & visualisere mulige endringer i biofordelingen av

proteinet.

a-Gal A ble fgrst behandlet med neuraminidase (sialidase) for & fjerne sialsyreresi-
duer, hvilket etterlot seg blottlagte galaktoseenheter. En del av dette sialidase-
behandlede materiale ble ytterligere behandlet med B-galaktosidase for & fjerne ga-
laktoseresiduer; dette etterlot seg blottlagte N-acetylglukosamid (GIcNAc)-residuer.
GlcNAc'ene ble deretter fjernet ved bruk av N-acetylglukosaminidase, hvilket etter-
lot seg kjerne-mannosegruppene pa proteinet. Ubehandlet a-Gal A (kontroll) eller
en av de behandlede former for proteinet ble injisert i mus via halevenen. Fire ti-
mer etter injeksjonene, ble lever, milt, hjerte, nyre og lungene fra musene samlet,
konservert og immunoflekket for & pavise a-Gal A.
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Sammenlignet med kontrolldyr som fikk ubehandlet protein, hadde mus som fikk
det sialidase-behandlede protein (galaktoseresiduer blottlagt) mer a-Gal A i leveren
og tilsvarende mindre av enzymet i de gvrige undersgkte organer. I tillegg var flek-
kingsmgnstret i leveren helt forskjellig. I kontrolldyr var a-Gal A primaert lokalisert i
Kupffer-celler og endotelceller, men kun moderat flekking av hepatocytter. I dyr
som fikk det sialidase-behandlede o-Gal A, fantes enzymet kun i hepatocyttene,
hvilket stemmer overens med den kjente biofordeling av asialoglykoproteinresep-
tor. Denne virkning av en deglykosylasjon pa biofordelingen ble omgjort ndr galak-
toseresiduene ble fjernet ved hjelp av B-galaktosidase. Fargingsmgnstret som ble
observert i leveren av musene som fikk dette protein uten galaktoseenheter, lignet
fargingen i kontrolldyrene; hovedparten av fargingen ble funnet i Kupffer-celler og
endotelceller, med en minimal hepatocytt-flekking. En videre behandling av a-Gal A
med N-acetylglukosaminidase endret ikke fargingsmgnstret fra hva som ble obser-
vert for det B-galaktosidase-behandlede protein; dvs. fjerning av N-

acetylglukosaminresiduene virket & ha liten effekt pa biofordelingen av a-Gal A.

Eksempel 5 Korrigering av Fabry-fibroblaster med humane fibroblaster
som uttrykker a-Gal A

For genterapi ma et implantat av autologe celler som produserer a-Gal A, produse-
re enzymet i form av en form som er modifisert pd riktig mate for 8 "korrigere"
a-Gal A-mangelen i malcellene. For 8 bedgmme virkningen av en a-Gal A-
produksjon av transfiserte humane fibroblaster p3 Fabry-celler, ble fibroblaster som
var samiet fra pasienter med Fabrys sykdom (NIGMS Human Genetics Mutant Cell
Repository) dyrket sammen med en «-Gal A-produksjonscellestamme (BRS-11) i
"Transwells" (Costar, Cambridge, MA). Fabry-cellene ble dyrket i 12-brgnners vev-
kulturskaler, hvorav noen inneholdt innfgyelser ("Transwells", 0,4 mm porestgrrel-
se) som hadde en overflate som celler kan dyrkes pa. Vekstmatriksen av innfgyel-
sen er porgs og lar makromolekyler passere fra det gvre til det nedre miljg. Ett sett
av innfgyelser inneholdt normale humane forhud (HF)-fibroblaster, som utsondrer
minimale mengder u-Gal A, mens et annet sett inneholdt den stabilt transfiserte
humane fibroblaststamme BRS-11, som utsondrer store mengder a-Gal A. I celler
som dyrkes sammen med o-Gal A-produksjonsceller, kan a-Gal A tre inn i mediet
som dekker Fabry-cellene, og potensielt internaliseres i Fabry-cellene.

Dataene i tabell 9 viser at Fabry-cellene internaliserte det utsondrede o-Gal A. Det
intracellulzere niva av a-Gal A ble overviket i 3 dager. Cellene som var blitt dyrket

alene (ingen innfgyelse) eller i naerveer av ikke-transfiserte forhud-fibroblaster (HF-
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innfgyelse), hadde et meget lavt inatracellulaert invd av o-Gal A-aktivitet. Fabry-
cellene som var blitt dyrket med a-Gal A-produksjonscellene (BRS-11-innfgyelse),
oppviste imidlertid etter dag 2 enzymnivder som lignet nivaet i normale celler
(normale fibroblaster har 25-80 enheter a-Gal A prl. mg protein). At korrigeringen

5 kan tilskrives a-Gal A som er blitt tatt opp via M6P-reseptor, demonstreres av inhi-
beringen med M6P (BRS-11-innfgyelse + M6P).

Tabell 9
Korrigering av Fabry-fibroblaster ved hjelp av humane fibroblaster som uttrykker
oa-Gal A-aktivitet

10 (enheter/mg samlet protein)
Tid ingen innfgyel- HF-innfgyelse BRS-11- ir?r?fz;/zlls—e
se innfgyelse
+ M6P
Dag 1 21 21 13+ 1 4+ 1
Dag 2 2+1 2+1 40 £ 1 62

Dag 3 21 S5+1 851 91
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Patentkrav

Patentkrav

1. Anvendelse av et a-Gal A-preparat ved fremstilling av et medikament for be-
handling av en a-Gal A-defisiens, hvor nevnte medikament er for administrasjon av
en dose pa mellom 0,1 til 0,3 mg av nevnte a-Gal A-preparat per kg kroppsvekt av
et individ.

2. Anvendelse ifglge krav 1, hvor nevnte medikament er for administrasjon av en
dose pa 0,2 mg av nevnte a-Gal A-preparat per kg kroppsvekt av et individ.

3. Anvendelse ifglge krav 1, hvor nevnte dose er formulert for administrasjon in-
tramuskulaert, oralt, rektalt, subkutant, intra-arterielt, intraperitonealt, intrace-

rebralt, intranasalt, intratekalt, intramukosalt, transdermalt elier via inhalering.

4. Anvendelse ifglge krav 1, hvor a-Gal A-preparatet har en spesifikk aktivitet pa
minst 2,0 x 10° enheter/mg protein.

5. Anvendelse ifglge krav 1, hvor preparatet er renset til minst 98% homogenitet
som malt med SDS-PAGE eller revers fase HPLC.

6. Anvendelse ifglge krav 1, hvor preparatet er renset til minst 98% homogenitet
som malt med SDS-PAGE eller revers fase HPLC, og har en spesifikk aktivitet p3
minst 2,0 x 10° enheter/mg protein.

7. Anvendelse ifglge krav 1, hvor minst 67% av de totale glykaner av a-Gal A gly-
koformene av nevnte preparat er kompleks-type glykaner.

8. Anvendelse ifglge krav 1, hvor de humane a-Gal A-glykoformer omfatter et
gjennomsnitt pa to komplekse glykaner per a-Gal A-monomer.

9. Anvendelse ifglge krav 1, hvor mer enn 50% av de totale glykaner av a-Gal A-
glykoformene er sialylert.
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10. Anvendelse ifglge krav 1, hvor a-Gal A-materialet er oppnadd fra isolerte hu-
mane celler genetisk modifisert til & uttrykke et a-Gal A-polypeptid.

11. Anvendelse ifglge krav 10, hvor de humane celler er sekundzere fibroblaster.

12. Anvendelse ifglge krav 1, hvor de humane a-Gal A-glykoformer bestir av mel-
lom omkring 50% til 70% kompiekse glykaner med 2-4 sialinsyreresiduer.

13. Anvendelse ifglge krav 1, hvor preparatet har en spesifikk aktivitet p& minst
2,0 x 10° enheter/mg protein og er fremstilt ved en fremgangsmate av:

(a) a fremskaffe isolerte humane celler som er genetisk modifisert til & ut-
trykke et a-Gal A-polypeptid; og
(b) & opprenske a-Gal A-polypeptidet fra den humane celle eller et dyrk-

ningsmedium av den humane celle.

14. Anvendelse ifglge krav 13, hvor preparatet er renset til minst 98% homogeni-
tet som malt med SDS-PAGE eller revers fase HPLC.

15. Anvendelse ifglge krav 13, hvor minst 67% av de totale glykaner av a-Gal A-
glykoformene av nevnte preparat er kompleks-type glykaner.

16. Anvendelse ifgige krav 13, hvor a-Gal A-glykoformene omfatter et gjennom-
snitt av to komplekse glykaner per a-Gal A-monomer.

17. Anvendelse ifglge krav 13, hvor mer enn 50% av de totale glykaner av a-Gal
A-glykoformene er sialylert.

18. Anvendelse ifglge krav 13, hvor den isolerte humane celle som er genetisk
modifisert, er transfektert med et a-Gal A/pattedyr ekspresjonsvektorkonstrukt.

19. Anvendelse ifglge krav 13, hvor den isolerte humane celle som er genetisk
modifisert, er transfektert med en nukleinsyre som koder for et regulatorisk ele-

ment som kontrollerer ekspresjon av en kodende sekvens for a-Gal A.

20. Anvendelse ifglge krav 13, hvor den isolerte humane celle som er genetisk

modifisert, er sekundeere fibroblaster.
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21. Anvendelse ifglge krav 13, hvor opprenskning av a-Gal A-polypeptidet omfatter
& anvende minst en av opprenskningsmetodene valgt fra gruppen bestdende av:
hydrofobisk interaksjons-kromatografi, ionisk interaksjons-kromatografi, stgrrelses-
ekskluderings-kromatografi, kromatofokuserende kromatografi, metallchelat-
kromatografi og affinitetskromatografi.

22. Anvendelse ifglge krav 21, hvor opprenskningen av a-Gal A-polypeptidet ytter-
ligere omfatter trinnet med fraksjonering av en a-Gal A-glykoform.

23. Anvendelse ifglge krav 1, hvor dosen er egnet til 8 administreres to ganger
ukentlig.

24. Anvendelse ifglge krav 1, hvor dosen er egnet til 8 administreres ukentlig.

25. Anvendelse av et a-Gal A-preparat ved fremstilling av et medikament for be-
handling av en a-Gal A-defisiens, hvor nevnte medikament er for subkutan admi-
nistrasjon av en dose pa mellom 0,1 til 0,3 mg av nevnte a-Gal A-preparat per kg
kroppsvekt av et individ.

26. Anvendelse ifglge krav 3 eller 25, hvor nevnte dose er formulert for administ-
rasjon under anvendelse av et avleveringssystem valgt fra gruppen bestdende av
pumpe-avilevering, innkapslet celleavlevering, liposomal avlevering, nal-avlevert
injeksjon, nalfri injeksjon, nebulisator, aerosolisator, elektroporering og transder-
malt plaster.

27. Anvendelse av et a-Gal A-preparat ved fremstilling av et medikament til be-
handling av Fabrys sykdom, hvor nevnte medikament er for administrasjon av en
dose pa mellom 0,1 til 0,3 mg av nevnte a-Gal A-preparat per kg kroppsvekt av et
individ.

28. Anvendelse ifglge krav 27, hvor nevnte medikament er formulert for subkutan

administrasjon.

29. Anvendelse ifglge krav 27, hvor individet oppviser symptomer pa Fabrys suk-
dom.

30. Anvendelse ifglge krav 27, hvor individet oppviser et symptom pa klassisk
Fabrys sykdom.
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31. Anvendelse ifgige krav 27, hvor individet oppviser et symptom pa hjertesvikt.
32. Anvendelse ifglge krav 27, hvor individet oppviser et symptom p& nyresvikt.

33. Anvendelse ifglge krav 27, hvor individet oppviser minst et symptom valgt fra
gruppen bestdende av korneal dystrofi, angiokeratomata, smertefull nevropati, ce-
rebral vaskulzer sykdom, kardiomyopati, venstre ventrikulaer hypertrofi, anstrengel-
sesrelatert dyspnea, asymmetrisk septal hypertrofi, myokardialt infarkt, myokardial
infiltrasjon og mitralklaff-insuffisiens.

34. Anvendelse av et a-Gal A-preparat ved fremstilling av et medikament for be-
handling av en atypisk variant av Fabrys sykdom, hvor nevnte medikament er for
administrasjon av en dose pa mellom 0,1 til 0,3 mg av nevnte a-Gal A-preparat pr

kg kroppsvekt av et individ.

35. Anvendelse ifglge krav 29, hvor nevnte pasient lider av en kardiovaskulzer ab-

normalitet,

36. Anvendelse ifglge krav 35, hvor nevnte kardiovaskulzere abnormalitet er venst-

re ventrikuleer hypertrofi (LVH).

37. Anvendelse ifglge krav 25, 27 eller 29, hvor nevnte medikament er for admi-
nistrasjon av en dose pa 0,2 mg av nevnte a-Gal A-preparat per kg kroppsvekt av

et individ.

38. Anvendelse ifglge krav 1, 2, 25, 27, 29 eller 32, hvor medikamentet er for
ukentlig eller to ganger ukentlig administrasjon.
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CTGGGCTGTAGCTATGATAAACCGGCAGGA
GATTGGTGGACCTCGCTCTTATACCATCGCA

GTTGCTTCCCTGGGTAAAGGAGTGGCCTGTA
ATCCTGCCTGCTTCATCACACAGCTCCTCCCT
GTGAAAAGGAAGCTAGGGTTCTATGAATGGA
CTTCAAGGTTAAGAAGTCACATAAATCCCAC

AGGCACTGTTITGCTTCAGCTAGA

FIG. 1
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ATTGGTCCGCOCCTGAGGTTAATCTTAAAAG

Sacll
CCCAGGTTACCCGCGGAAATTTATGCTGTC

CGGTCACCGTGACAATGCAGCTGAGGAACC
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TCGCTTCCTGGCCCTCGTTTCCTGGGACATC
CCTGGGGCTAGAGCACTGGACAATGGATTG
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GCAAGGACGCCTACCATGGGCTGGCTGCAC

TGGGAGCGCTTCATGTGCAACCTTGACTGCC
AGGAAGAGCCAGATTCCTGCATCA
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3/10

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
- 961
1021
1081
1141
1201
1261
1321

COGCGGGAAA TTTATGCTGT CCGGTCACCG TGACAATGCA GCTGAGGAAC CCAGAACTAC
ATCTGGGCTG CGOGCTTGOG CTTOGCTTCC TGGCCCTOGT TTCCTGGGAC ATCCCTGGGG
CTAGAGCACT GGACAATGGA TTGGCAAGGA CGCCTACCAT GGGCTGGCTG CACTGGGAGC
GCTTCATGTG CAACCTTGAC TGCCAGGAAG AGCCAGATTC CTGCATCAGT GAGAAGCTCT
TCATGGAGAT GGCAGAGCTC ATGGTCTCAG AAGGCTGGAA GGATGCAGGT TATGAGTACC
TCTGCATTGA TGACTGTTGG ATGGCTCCCC AMAGAGATIC AGAAGGCAGA CTTCAGGCAG
ACCCTCAGCG CTTTCCTCAT GGGATTOGCC AGCTAGCTAA TTATGTICAC AGCAAAGGAC
TGAAGCTAGG GATTTATGCA GATGTTGGAA ATAAAACCTG CGCAGGCTTC CCTGGGAGTT
TTGGATACTA OGACATTGAT GOCCAGACCT TTGCTGACTG GGGAGTAGAT CTGCTAAAAT
TTGATGGTTG TTACTGTGAC AGTTTGGAAA ATTTGGCAGA TGGTTATAAG CACATGTCCT
TGGCCCTGAA TAGGACTGGC AGAAGCATTG TGTACTCCTG TGAGTGGCCT CTTTATATGT
GGCOCTTTCA AAAGCCCAAT TATACAGAAA TCCGACAGTA CTGCAATCAC TGGOGAAATT
TTGCTGACAT TGATGATTCC TGGAAAAGTA TAAAGAGTAT CTTGGACTGG ACATCTTTITA
ACCAGGAGAG AATTGTIGAT GTTGCTGGAC CAGGGGGTTG GAATGACCCA GATATGTTAG
TGATTGGCAA CTTTGGCCTC AGCTGGAATC AGCAAGTAAC TCAGATGGCC CTCTGGGCTA
TCATGGCTGC TCCTTTATIC ATGTCTAATG ACCTCOGACA CATCAGCCCT CAAGCCAAAG
CTCTCCTICA GGATAAGGAC GTAATTGOCA TCAATCAGGA CCCCTTGGGC AAGCAAGGGT
ACCAGCTTAG ACAGGGAGAC AACTTTGAAG TGTGGGAACG ACCTCTCTCA GGCTTAGCCT
GGGCTGTAGC TATGATAAAC CGGCAGGAGA TTGGTGGACC TCGCTCTTAT ACCATCGCAG
TTGCTICCCT GGGTAAMGGA GTGGOCTGTA ATCCTGOCTG CTTCATCACA CAGCTCCTCC
CTGTGAAAAG GAAGCTAGGG TTCTATGAAT GGACTICAAG GTTAAGAAGT CACATAAATC
CCACAGGCAC TGTTTTGCTT CAGCTAGAAA ATACAATGCA GATGTCATTA AAAGACTTAC
TTTAAAAAAA AAAAAAACTC GAG

FIG. 3
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Arg Glm Glu IXle Gly Gly Pro Arg Sexr Tyr Xle
Ala Val Ala Ser Len Gly Lys Gly Val Ala Cys Asn
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Arg Ser His Ile Asn Pro Thr Gly Thr Val leu ILeu
Gln Leu Glu Asn Thr Met Gln Met Ser Leu Lys Asp
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CTGGACAATG
TGCAACCTTG
ATGGCAGAGC
GATCACTGTT

GGOGATTTATG
TACGACATTG
TGTTACTGTG
AATAGCACTC
CAAAAGCCCA
ATTGATGATT
AGAATTGTTG
AACTTTGGCC
GCTCCTTTAT
CAGGATAAGG
AGACAGGGAG
GCTATGATAA
CTGGGTAAAG
AOGAAGCTAG

GATTGACAAG
ACTGCCAGGA
TCATGGICTC
GGATGOCTCC
ATGGGATTCO
CAGATGTTGG
ATGCCCAGAC
ACAGTTTGGA
GCAGAAGCAT
ATTATACAGA
CCTGGAAAAG
ATGTTGCTGO
TCAGCTGGAA
TCATGTCTAA
ACGTAATTGC
ACAACTTTGA
ACCGGCAGGA
GAGTGGOCTG
OGTTCTATGA
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FIGUR 9 a-Galaktosidase A-genaktiveringskonstrukt pGA213C
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