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 FRAMGANGSMÅTE FOR Å FRAMSTILLE OG RENSE REKOMBINANT 

LYSOSOMAL ALFA-MANNOSIDASE 

P a t e n t k r a v

1. Framgangsmåte for å rense rekombinant human lysosomal alfa-mannosidase 5 

fra en cellekultur, hvor en fraksjon av cellekulturen som omfatter rekombinant 

human lysosomal alfa-mannosidase gjennomgår kromatografi på en harpiks som 

omfatter en multimodal ligand, hvor den harpiksbundne multimodale liganden er 

et stoff som har en karboksylsyre- eller sulfonsyregruppe. 

10 

2. Framgangsmåte ifølge krav 1, hvor fraksjonen av cellekulturen som omfatter 

den rekombinante humane lysosomale alfa-mannosidasen er en klaret ufortynnet 

høsting. 

3. Framgangsmåte ifølge et hvilket som helst av kravene 1–2, hvor den 15 

harpiksbundne multimodale liganden er et stoff på formelen (I), (II) eller (III):  

20 

hvor R i stoffene på formelen (II) og (III) er en funksjonell gruppe på formelen 

(IV):  
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4. Framgangsmåte ifølge et hvilket som helst av kravene 1–3, hvor fraksjonen av 

cellekulturen som lastes på harpiksen som omfatter en multimodal ligand, 5 

gjennomgår minst ett vasketrinn med en løsning som omfatter isopropanol. 

5. Framgangsmåte ifølge krav 4, hvor løsningen omfatter minst 1 % (vol/vol) 

isopropanol. 

10 

6. Framgangsmåte ifølge et hvilket som helst av kravene 1–5, hvor et første eluat 

som omfatter rekombinant human lysosomal alfa-mannosidase, elueres fra 

harpiksen som omfatter en multimodal ligand ved hjelp av en vandig løsning som 

omfatter etylenglykol eller propylenglykol. 

15 

7. Framgangsmåte ifølge et hvilket som helst av kravene 1–6, hvor et første eluat 

som omfatter rekombinant human lysosomal alfa-mannosidase hentet fra 

harpiksen som omfatter en multimodal ligand, videre gjennomgår en 

framgangsmåte som omfatter trinnene å  

i) påføre en fraksjon som omfatter rekombinant human lysosomal alfa-20 

mannosidase på en hydrofob-interaksjonskromatografi-harpiks for å 

tilveiebringe et eluat som omfatter den rekombinante humane lysosomale 

alfa-mannosidasen, 

ii) føre en fraksjon som omfatter rekombinant human lysosomal alfa-

mannosidase gjennom en blandet-modus-ionebytteharpiks for å muliggjøre 25 

retensjon av kontaminasjoner for å tilveiebringe en gjennomstrømning som 

omfatter den rekombinante humane lysosomale alfa-mannosidasen; og 

iii) la en fraksjon som omfatter rekombinant human lysosomal alfa-

mannosidase, gjennomgå kromatografi på en anionbytteharpiks for å 

NO/EP2538968
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tilveiebringe et eluat som omfatter den rekombinante humane lysosomale 

alfa-mannosidasen. 

8. Framgangsmåte ifølge et hvilket som helst av kravene 1–7, hvor den 5 

rekombinante humane lysosomale alfa-mannosidasen har en sekvens valgt blant:  

A) sekvensen presentert i SEKV ID NR 2 

B) en sekvens som har minst 80 % sekvensidentitet med SEKV ID NR 2. 

10 

9. Sammensetning som omfatter alfa-mannosidase som kan oppnås ved hjelp av 

renseframgangsmåte ifølge et hvilket som helst av kravene 7–8. 

10. Framgangsmåte for fed-batch- eller kontinuerlig framstilling av rekombinant 

human lysosomal alfa-mannosidase, som omfatter følgende trinn:  15 

a. å inokulere en framstillingsreaktor som omfatter et basismedium med 

celler som er i stand til å framstille rekombinant human lysosomal alfa-

mannosidase på dag 0, for å tilveiebringe en cellekultur; 

b. å tilsette et feed-medium til cellekulturen minst én gang fra dag 1; 

c. å justere temperaturen i cellekulturen til maksimalt 35 °C, enten etter 20 

dag 3 eller når den levedyktige celletettheten er høyere enn 2,1 MVC/ml, 

det som inntreffer først. 

d. en renseframgangsmåte ifølge et hvilket som helst av kravene 1–8. 

25 

11. Framgangsmåte ifølge krav 10, hvor cellekulturen er vesentlig uten 

tilsetninger som er avledet fra dyr, så som torskeleveroljetilsetninger. 
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12. Framgangsmåte ifølge et hvilket som helst av kravene 10–11, hvor 

framgangsmåten for fed-batch- eller kontinuerlig framstilling utføres på et volum 

på minst 30 l. 

13. Framgangsmåte ifølge et hvilket som helst av kravene 10–12, hvor den 5 

rekombinante humane lysosomale alfa-mannosidasen har en sekvens valgt blant:  

A) sekvensen presentert i SEKV ID NR 2 

B) en sekvens som har minst 80 % sekvensidentitet med SEKV ID NR 2. 

10 

14. Framgangsmåte ifølge et hvilket som helst av kravene 10–13, hvor trinn d) er 

en renseframgangsmåte som definert i krav 7. 

15. Sammensetning som omfatter alfa-mannosidase som kan oppnås ved hjelp av 

framstillingsframgangsmåte ifølge krav 14. 15 

16. Sammensetning framstilt gjennom framgangsmåte ifølge krav 14 som 

omfatter renset rekombinant human lysosomal alfa-mannosidase renset i henhold 

til framgangsmåten ifølge kravene 1–8, hvor minst 80 % av alfa-mannosidasen er 

til stede som et 130 kDa glykoprotein. 20 

17. Sammensetning ifølge krav 16, hvor den rekombinante alfa-mannosidasen 

forblir stabil i flytende løsning i minst 4 dager når den lagres ved +5 °C eller i 

minst 24 måneder når den lagres ved –20 °C. 

25 

18. Sammensetning ifølge et hvilket som helst av kravene 16–17, hvor alfa-

mannosidasen har en sekvens valgt blant:  

A) sekvensen presentert i SEKV ID NR 2 

B) en sekvens som har minst 80 % sekvensidentitet med SEKV ID NR 2. 

30 
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19. Sammensetning ifølge et hvilket som helst av kravene 9 og 15–18 til bruk 

som et legemiddel. 

20. Sammensetning ifølge et hvilket som helst av kravene 9 og 15–18 til bruk i 

behandlingen av alfa-mannosidose. 5 

10 
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