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Patentkrav 

1. En fremgangsmåte for å rense et rekombinant human N-acetylgalaktosamin-6-

sulfatase (GALNS)-enzym, nevnte GALNS-enzym som omfatter en aminosyresekvens 5 

minst 95 % identisk til aminosyrer 27 til 522 i SEKV ID Nr.: 4, hvor nevnte GALNS-

enzym:  

har en renhet på minst 95 % som bestemt ved Coomassie Blue-farging når utsatt 

for SDS-PAGE under ikke-reduserende betingelser, 

har minst 50 % ombytting av cysteinresten i posisjon 53 til Cα-formylglysin (FGly), 10 

og 

har mellom 0,5 til 0,8 bis-fosforylerte oligomannose-kjeder per monomer 

proteinkjede, 

og hvor minst 98 % av nevnte GALNS-enzym er i forløperformen som bestemt ved 

natriumdodecylsulfat-kapillær-gel-elektroforese (SDS-CGE), som omfatter:  15 

a) filtrering av et dyrkningsmedium som inneholder GALNS-enzymet utskilt fra en

pattedyr-cellelinje som uttrykker human sulfatase-modifiserende faktor 1 (SUMF1) 

og det rekombinante humane GALNS-enzymet, ultrafiltrering av/diafiltrering av 

det filtrerte dyrkningsmediet, hvorved det ultrafiltrerte/diafiltrerte dyrkningsmediet 

er konsentrert rundt 20X, og kullfiltrering av det 20X konsentrert 20 

ultrafiltrerte/diafiltrerte dyrkningsmediet; 

b) lasting av det kullfiltrerte 20X ultrafiltrerte/diafiltrerte dyrkningsmediet fra trinn

a) på en Zn-chelaterende Sepharose FF fangst-kolonne, vasking av kolonnen

under betingelser slik at GALNS-enzymet holdes tilbake på kolonnen, og eluering 

av GALNS-enzymet fra kolonnen; 25 

c) filtrering av eluatet fra den Zn-chelaterende Sepharose FF fangst-kolonnen i

trinn b) gjennom et filter for å fjerne virus; 

d) justering av pHen til eluatet fra den Zn-chelaterende Sepharose FF fangst-

kolonne-filtratet fra trinn c) til rundt pH 4,5 ± 0,1, og filtrering av det pH 4,5-

justerte eluatet fra den Zn-chelaterende Sepharose FF fangst-kolonne-filtratet; 30 

e) lasting av det pH 4,5-justerte filtratet fra den Zn-chelaterende Sepharose FF

fangst-kolonnen fra trinn d) på en Fractogel EMD SE Hi-Cap kationebytter-kolonne, 

vasking av kolonnen under betingelser slik at GALNS-enzymet holdes tilbake på 

kolonnen, og eluering av GALNS-enzymet fra kolonnen; 

f) justering av pHen til eluatet fra Fractogel EMD SE Hi-Cap kationebytter-35 

kolonnen fra trinn e) til rundt pH 3,5 ± 0,1 for virusinaktivering; 
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g) justering av det pH 3,5-virusinaktivert eluatet fra trinn f) til rundt pH 5,0,

deretter lasting av det pH 5,0-justerte virusinaktivert eluatet på en ToyoPearl 

Butyl 650 M polerings-kolonne, vasking av kolonnen under betingelser slik at 

GALNS-enzymet holdes tilbake på kolonnen, og eluering av GALNS-enzymet fra 

kolonnen; 5 

h) buffer-bytting av eluatet fra ToyoPearl Butyl 650 M polerings-kolonnen fra trinn

g) inn i en formulering som omfatter 20 mM NaOAc/HOAc, 50 mM NaH2PO4, 30

mM Arginin HCl, 2 % (vekt/vol) sorbitol, pH 5.4, og justering av konsentrasjonen 

av GALNS-enzymet i formuleringen til rundt 3 mg/ml; 

i) fjerning av eventuelle gjenværende virus og/eller DNA ved filtrering av den10 

buffer-byttede formuleringen i trinn h) med et DV20 filter og et Mustang Q filter; 

og 

j) tilsetting av polysorbat 20 (PS20) til formuleringen i trinn i) til en

sluttkonsentrasjon på 0,01 % (vekt/vol). 

15 

2. Anvendelse av en formulering ifølge et hvilket som helst av kravene 3-12, som 

omfatter et renset rekombinant humant N-acetylgalaktosamin-6-sulfatase (GALNS)-

enzym til fremstilling av et medikament for behandling av et individ som lider av 

mukopolysakkaridose type IVa (MPS IVa) eller Morquio A-syndrom. 

20 

3. En formulering som omfatter

(a) rekombinant human N-acetylgalaktosamin-6-sulfatase (GALNS) enzym renset i

henhold til krav1, nevnte GALNS-enzym som omfatter en aminosyresekvens minst

95 % identisk til aminosyrer 27 til 522 i SEKV ID Nr.:4, og

som har en renhet på minst 95 % som bestemt ved Coomassie Blue-farging når25 

utsatt for SDS-PAGE under ikke-reduserende betingelser,

som har minst 50 % ombytting av cysteinresten i posisjon 53 til Cα-formylglysin

(FGly), og

som har mellom 0,5 til 0,8 bis-fosforylert oligomannose-kjeder per monomer

proteinkjede,30 

hvor minst 98 % av nevnte GALNS-enzym er i forløperformen som bestemt ved

SDS-CGE, og

(b) én eller flere farmasøytisk akseptable bærere, fortynningsmidler eller

eksipienser som omfatter:

(i) en mengde av fosfatbuffer som er effektiv til å redusere defosforylering av35 

nevnte GALNS-enzym, hvor fosfatbufferen er NaH2PO4 ved en konsentrasjon fra

rundt 25 mM til 75 mM; og
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(ii) en stabiliserende mengde av følgende: et argininsalt eller -buffer, eventuelt 

arginin-hydroklorid, hvor argininsaltet eller -bufferen er ved en konsentrasjon fra 

rundt 10 mM til 50 mM; et polysorbat, eventuelt polysorbat 20; og en treverdig 

eller høyere sukkeralkohol, eventuelt sorbitol; 

hvor nevnte formulering er ved en pH på rundt 5,0-5,8. 5 

4. Formuleringen ifølge krav 3, hvor formuleringen som ytterligere omfatter en 

andre buffer, eventuelt acetatbuffer. 

5. Formuleringen ifølge krav 3, hvor GALNS-enzymet er minst 95 % rent som 10 

bestemt ved RP-HPLC. 

6. Formuleringen ifølge krav 3, hvor mellom 50 % til 80 % av GALNS-enzymet 

binder til en mannose-6-fosfatreseptor-kolonne. 

15 

7. Formuleringen ifølge krav 3, hvor GALNS-enzymet oppviser et spesifikt opptak 

(Kuptake) inn i fibroblaster som er 1 til 5 nM, fortrinnsvis 1 til 3,5 nM. 

8. Formuleringen ifølge krav 3, hvor konsentrasjonen av GALNS-enzym er fra rundt 

0,5 til 1,5 mg/ml. 20 

9. Formuleringen ifølge krav 4, hvor buffermidlene er NaOAc/HOAc og NaH2PO4. 

10. Formuleringen ifølge krav 9, hvor konsentrasjonen av NaOAc/HOAc er fra rundt

10 til 30 mM og konsentrasjonen av NaH2PO4 er fra rundt 25 til 75 mM. 25 

10. Formuleringen ifølge krav 9, hvor konsentrasjonen av NaOAc/HOAc er fra rundt

10 til 30 mM og konsentrasjonen av NaH2PO4 er fra rundt 25 til 75 mM. 

11. Formuleringen ifølge krav 3, hvor stabilisatorene er arginin HCl, polysorbat 20 og30 

sorbitol. 

12. Formuleringen ifølge krav 11, hvor konsentrasjonen av arginin HCl er fra rundt

10 til 50 mM, konsentrasjonen av polysorbat 20 er fra rundt 0,005 % til 0,015 % 

(vekt/vol), og 35 

konsentrasjonen av sorbitol er fra rundt 1,0 % til 3,0 % (vekt/vol). 
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13. En formulering som omfatter

(a) rekombinant humant N-acetylgalaktosamin-6-sulfatase (GALNS)-enzym renset

i henhold til krav1, nevnte GALNS-enzym som omfatter en aminosyresekvens

minst 95 % identisk til aminosyrer 27 til 522 i SEKV ID Nr.: 4, og

som har en renhet på minst rundt 95 % som bestemt ved Coomassie Blue-farging5 

når utsatt for SDS-PAGE under ikke-reduserende betingelser,

som har minst rundt 50 % ombytting av cysteinresten i posisjon 53 til Cα-formyl-

glysin (FGly), og

som har mellom 0,5 til 0,8 bis-fosforylert oligomannosekjeder per monomer

proteinkjede,10 

hvor minst 98 % av nevnte GALNS-enzym er i forløperformen som bestemt ved

Coomassie Blue-farging når utsatt for SDS-PAGE under reduserende betingelser,

og

(b) én eller flere farmasøytisk akseptable bærere, fortynningsmidler eller

eksipienser som omfatter:15 

(i) NaOAc/HOAc og NaH2PO4 som buffermidler, hvor konsentrasjonen av

NaOAc/HOAc er rundt 20 +/- 10 mM og konsentrasjonen av NaH2PO4 er rundt 50

+/-25 mM;

(ii) Arginin HCl, polysorbat 20 og sorbitol som stabilisatorer, hvor konsentrasjonen

av arginin HCl er rundt 30 +/- 20 mM, konsentrasjonen av polysorbat 20 er rundt20 

0,01 % +/- 0,005 % (vekt/vol) og konsentrasjonen av sorbitol er rundt 2,0 % +/-

1,0 % (vekt/vol); og

(iii) en pH på rundt 5,4 +/- 0,4.

14. Formuleringen ifølge krav 13 hvor den ene eller flere farmasøytisk akseptable25 

bærere, fortynningsmidler eller eksipienser består i det vesentlige av: 

(i) NaOAc/HOAc, hvor konsentrasjonen av NaOAc/HOAc er rundt 20 +/- 10 mM; 

(ii) NaH2PO4, hvor konsentrasjonen av NaH2PO4 er rundt 50 +/-25 mM; og 

(iii) Arginin HCl, polysorbat 20 og sorbitol som stabilisatorer, hvor konsentrasjonen 

av arginin HCl er rundt 30 +/- 20 mM, konsentrasjonen av polysorbat 20 er rundt 30 

0,01 % +/- 0,005 % (vekt/vol) og konsentrasjonen av sorbitol er rundt 2,0 % +/- 

1,0 % (vekt/vol). 
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