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Patentkrav

1. Fremgangsmate for fremstilling av et aktivt svaert fosforylert rekombinant humant
lysosomalt sulfataseenzym, omfattende trinnene:

(a) & dyrke en kinesisk hamsterovarie (CHO)-utledet END3-komplementeringsgruppecelle
eller derivat derav som er defekt i endosomal surgjgring;

(b) 8 fremstille en forste pattedyrekspresjonsvektor som er i stand til & uttrykke det aktive
svaert fosforylerte rekombinante humane Ilysosomale sulfataseenzymet i END3-
komplementeringsgruppecellen eller derivatet derav som er defekt i endosomal
surgjgring;

(c) 8 fremstille en andre pattedyrekspresjonsvektor som er i stand til & uttrykke
rekombinant human  sulfatasemodifiserende faktor 1 (SUMF1) i END3-
komplementeringsgruppecellen eller derivatet derav som er defekt i endosomal
surgjgring;

(d) & transfektere END3-komplementeringsgruppecellen eller derivatet derav som er
defekt i endosomal surgjgring med den fgrste og den andre ekspresjonsvektoren;

(e) @ velge og klone en transfektant av END3-komplementeringsgruppecellen eller
derivatet derav som er defekt i endosomal surgjgring som uttrykker det aktive sveert
fosforylerte rekombinante humane lysosomale sulfataseenzymet; og

(f) & optimalisere en cellekulturprosessfremgangsmate for fremstilling av det sveert
fosforylerte rekombinante humane lysosomale sulfataseenzymet,

hvori det rekombinante humane lysosomale sulfataseenzymet velges fra gruppen som
bestar av arylsulfatase A (ARSA), arylsulfatase B (ARSB), iduronat-2-sulfatase (IDS),
sulfamidase/heparin-N-sulfatase (SGSH), N-acetylglukosamin-sulfatase (G6S) og N-
acetylgalaktosamin-6-sulfatase (GALNS), og hvori fremgangsmaten fremstiller et enzym
som har minst 50 % omdannelse av det aktive setets cysteinrest til Ca-formylglysin

(FG1y); og har mer enn 0,5 bis-fosforylerte oligomannosekjeder per proteinkjede.

2. Fremgangsmaten ifglge krav 1, hvori den fgrste og den andre ekspresjonsvektoren
transfekteres inn i END3-komplementeringsgruppecellen eller derivatet derav i trinn (d)

samtidig eller sekvensielt.

3. Aktivt sveert fosforylert rekombinant humant lysosomalt sulfataseenzym fremstilt

av fremgangsmaten ifglge krav 1 eller krav 2.

4. Farmasgytisk sammensetning omfattende det lysosomale sulfataseenzymet ifglge
krav 3 og én eller flere farmasgytisk akseptable bazerere, fortynningsmidler eller

eksipienser.
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5. Fremgangsmate for fremstilling av et aktivt svaert fosforylert rekombinant humant
N-acetylgalaktosamin-6-sulfatase (GALNS)-enzym, omfattende trinnene:

(a) & dyrke en kinesisk hamsterovarie (CHO)-utledet END3-komplementeringsgruppecelle
eller derivat derav som er defekt i endosomal surgjgring;

(b) 8 fremstille en forste pattedyrekspresjonsvektor som er i stand til & uttrykke det aktive
sveert fosforylerte rekombinante humane GALNS egnet for END3-
komplementeringsgruppecellen eller derivatet derav som er defekt i endosomal
surgjgring;

(c) 8 fremstille en andre pattedyrekspresjonsvektor som er i stand til & uttrykke
rekombinant human sulfatasemodifiserende faktor 1 (SUMF1) egnet for END3-
komplementeringsgruppecellen eller derivatet derav som er defekt i endosomal
surgjgring;

(d) & transfektere END3-komplementeringsgruppecellen eller derivatet derav som er
defekt i endosomal surgjgring med den fgrste og den andre ekspresjonsvektoren;

(e) @ velge og klone en transfektant av END3-komplementeringsgruppecellen eller
derivatet derav som er defekt i endosomal surgjgring som uttrykker det aktive svaert
fosforylerte rekombinante humane GALNS; og

(f) @ optimalisere en cellekulturprosessfremgangsmate for fremstilling av det aktive sveert
fosforylerte rekombinante humane GALNS

hvori fremgangsmaten fremstiller et enzym som har minst 50 % omdannelse av
cysteinresten i posisjon 53 til Ca-formylglysin (FGly); og har mer enn 0,5 bis-fosforylerte

oligomannosekjeder per proteinkjede.

6. Fremgangsmaten ifglge krav 5, hvori den fgrste og den andre ekspresjonsvektoren
transfekteres inn i END3-komplementeringsgruppecellen eller derivatet derav i trinn (d)

samtidig eller sekvensielt.

7. Sveert aktivt sveert fosforylert rekombinant humant N-acetylgalaktosamin-6-

sulfatase (GALNS)-enzym fremstilt med fremgangsmaten ifslge krav 5 eller krav 6.

8. Farmasgytisk sammensetning omfattende det rekombinante humane N-
acetylgalaktosamin-6-sulfatase (GALNS)-enzymet ifglge krav 7 og én eller flere

farmasgytisk akseptable baerere, fortynningsmidler eller eksipienser.

9. Rekombinant humant lysosomalt sulfataseenzym ifglge krav 3 fremstilt av en CHO-
utledet END3-komplementeringsgruppecelle eller et derivat derav som er defekt i

endosomal surgjgring som uttrykker human sulfatasemodifiserende faktor 1 (SUMF1) for
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anvendelse i behandlingen av et individ som lider av en mangel pd et lysosomalt
sulfataseenzym, hvori den lysosomale sulfataseenzymmangelen velges fra gruppen som
bestdr av metakromatisk leukodystrofi (MLD), mukopolysakkaridose type VI (MPS VI) eller
Maroteaux-Lamy syndrom, mukopolysakkaridose type II (MPS II) eller Hunters syndrom,
mukopolysakkaridose type Illa (MPS IIlIa) eller Sanfilippo A-syndrom,
mukopolysakkaridose type IIId (MPS 1IIId) eller Sanfilippo D-syndrom, og
mukopolysakkaridose type IVa (MPS IVa) eller Morquio A-syndrom.

10. Rekombinant human N-acetylgalaktosamin-6-sulfatase (GALNS)-enzym ifglge krav
7 fremstilt av en CHO-utledet END3-komplementeringsgruppecelle eller et derivat derav
som er defekt i endosomal surgjgring som uttrykker human sulfatasemodifiserende faktor
1 (SUMF1) for anvendelse i behandlingen av en lysosomal lagringssykdom som er
forbundet med en mangel pd ett eller flere lysosomale sulfataseenzymer, hvori den

lysosomale lagringssykdommen er multippel sulfatasemangel (MSD).
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